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i.- RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal, el aislamiento e identificación de 
virus respiratorios involucrados en enfermedad respiratoria aguda exclusiva del 
tracto respiratorio inferior (EATRI), en pacientes hospitalizados menores de diez 
años de edad. Los virus estudiados fueron: Respiratorio Sincitial (RSV), 
Parainfluenza tipos 1, 2 Y 3 (PIV-1, PIV- 2 y PIV- 3), Influenza (IV), Adenovirus 
(AV) y Herpesvirus tipos 1 y 2 (HSV-1 y HSV-2). 

Para tal motivo se estudió una población de 91 niños menores de diez años 
de edad y hospitalizados en la Ciudad de México, y con cuadro clínico de 
Enfermedad Aguda del Tracto Respiratorio Inferior (EATRI). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que, los 
casos de pacientes con EA TRI en los que se detectó la presencia de por lo menos 
alguno de los virus estudiados 1'0 tuvieron relact6n con el nivel socioecon6mico de 
la familia del paciente (P< 0.05). Además tampoco se observó relación con el 
grupo etario al que pertenecfan dichos pacientes, es decir que la presencia de por 
lo menos alguno de los virus estudiados se demostró en niños con EATRI desde O 
hasta los 10 años (P< 0.05). 

El factor de riesgo más importante para la presentación de la enfermedad 
fue la convivencia con alguna persona con enfermedad respiratoria en general, 
este fenómeno fue observado en el 100% de los casos. 

En ninguno de los casos se pudo aislar el virus de Influenza. Además la 
presencia de RSV y I o HSV fue independiente de la manifestación clinica de 
EATRI (bronquitis, bronquiolitis o neumonía) (P< 0.05). Para los casos de PIV y 
AV no se pudo realizar la correlación debido al bajo número de muestras. 

Cabe señalar que los dos agentes que fueron detectados en un mayor 
número de muestras son el RSV y el HSV. El RSV ha sido plenamente estudiado y 
señalado por diferentes autores como causa importante de EA TRI en niños 
menores de un año de edad. Por otra parte el HSV ha sido muy poco estudiado y 
sólo en algunos reportes de otros paises se ha asociado con EATRI (111 - 115), al 
parecer el presente trabajo representa el primer reporte en México de éste tipo. 

Por otra parte se comprobó que las líneas celulares empleadas para el 
aislamiento viral (MRC-5 y VERO) ofrecen los mismos resultados entre sí, sin 
embargo el empleo de la membrana corioalantoidea para el mismo propósito difirió 
de las primeras. Por lo tanto concluimos que la permisibilidad que muestran 
algunas células empleadas para el aislamiento viral es variable y depende tanto 
del tipo celular empleado como del virus que se intente aislar. Esta información 
resultará útil para trabajos como el presente, en donde se deseen aislar diferentes 
virus a la vez. 

Finalmente la presencia de virus en los casos de EA TRI fue independiente 
de la época del invierno que se estudió (inicio o final) y al número de muestras 
colectadas en dichas épocas (P< 0.05). 



Nuestros resultados no pueden ser comparados con estudios previos de 
otros autores en México, debido a que éstos últimos fueron realizados en 
pacientes con enfermedad respiratoria del tracto respiratorio inferior y superior 
(80). Ademas en estos estudios no fue considerada la edad de los pacientes, ni el 
tipo de enfermedad respiratoria, ni tampoco se siguió una misma metodología para 
el aislamiento viral de cada una de las muestras (81). Por otra parte eXisten 
estudios basados únicamente en seroepidemiología sin aislamiento viral (80, 82, 
83, 85) 



1.- INTRODUCCiÓN 

Las enfermedades agudas del tracto respiratorio inferior están consideradas a nivel 
mundial como la primera causa de mortalidad en niños menores de un año, y aunque el 
padecimiento también se presenta en otras edades, en lo subsecuente sólo se hará 
referencia a los grupos etarias de niños menores de un año (infantes), de uno a menos de 
cuatro (preescolar) y de cuatro a catorce a~os de edad (escolares), debido a que son 
estos los grupos en los que se enfocó el presente trabajo. 

En México, las enfermedades agudas del tracto respiratorio inferior se encuentran 
entre las cinco principales causas de mortalidad de origen infeccioso en niños menores 
de catorce a~os (1, 2, 3) (Tablas 1, 2 Y 3). 

La enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior en niños menores de catorce 
años puede ser producida por diferentes agentes etiológicos, entre los que se encuentran 
principalmente virus y/o bacterias. 

Entre los agentes etiológicos bacterianos involucrados en la enfermedad aguda del 
tracto respiratorio inferior en estos grupos de edades, se encuentran principalmente los 
géneros Haemophilus influenzae, Streptococcus ~ hemoliticos, Streptococcus 
pneumoniae, Staphyloeoeeus aureus y Neisseria catarmalis. 

En el caso de los virus cerca de doscientos tipos distintos son capaces de infectar 
el tracto respiratorio humano. De estos, sólo algunos pueden causar enfermedad aguda 
del tracto respiratorio inferior en niños menores de catorce aFios y que requieren 
hospitalización, entre los principales se encuentran algunos géneros de las familias 
Orihomyxoviridae, Paramyxoviridae, Adenoviridae, Herpesviridae, Coronaviridae y 
Picornaviridae, (4, 5, 6). 

1.1,- Familia Orfhomvxovjridae 
Esta familia está formada por virus pleom6rficos envueltos de RNA de cadena sencilla, 
segmentada y de polaridad negativa. Está compuesta por dos géneros, el de la Influenza 
tipo A y B Y el de Influenza tipo C; aunque se ha reconocido un tercer género denominado 
virus similar al virus Thogoto (6 - 9). El virus de la influenza tipo C a diferencia de los tipos 
A y S, no produce brotes epidémicos ni se aIsla frecuentemente. 

1,1, 1.- VIRUS DE LA INFLUENZA TIPOS A Y B : 
Las partlculas virales de Influenza A y B, son esféricas y/o pleomórficas con ocho 
segmentos de RNA, su nucleocápside es de simetria helicoidal y está cubierta con la 
proteína de la matriz y sobre esta última se localizan las protelnas de la hemaglutinina 
(HA) y la neuraminidasa (NA), ancladas en la envoltura del virión constituyendo asi los 
antígenos superficiales de la partlcula viral (9). 

Los 'virus de influenza presentan modificaciones antigénicas en todas sus 
proteinas. La variación en la HA y en la NA, se asocian a la aparición de nuevas cepas 
antigénicamente díferentes entre sí, lo cual tiene repercusión desde el punto de vista de la 
protección inmunológica de una población. Se conocen dos tipos de variación antigénica, 
la mayor o "shift", y la menor o "drift". La variación mayor consiste en la modificación total 
de la molécula que puede darse en la HA o NA o en ambas. La variación menor es una 
modificación de un fragmento de la molécula, por lo que la mayor parte permanece sin 
cambio, por ejemplo, la sustitución de un solo aminoácído. Esta variabilidad antigénica le 
ofrece una enorme ventaja al virus para poder evadír el sistema inmune de su hospedero 
y poder infectarlo y asi producir la enfermedad. 



TABLA 1.- COMPENDIO HISTÓRICO DE LAS PRINCIPALES SEIS CAUSAS DE MORTALIDAD EN NIÑOS MENORES DE UN AÑO DE EDAD, A NIVEL 
NACIONAL. TASA DADA POR 1,000 NACIDOS VIVOS 

1987 1988 
Tasa total 22.99 23.6 
1er lugar t Intest. 4,82 L tntest 4.16 
2° lugar N. e 1. 3,27 N. e 1. 2.76 
3er lugar IRA 0,46 IRA 0,47 
4° lugar B.C.O,43 B.C.O,38 
5° lugar Sept. 0,25 Sept. 0,31 
6C1 lugar Mening. 0,19 Mening. 0,17 

Tasa dada por 1,000 nacidos vivos 
N. e 1. = Neumonfa e Inftuenza 
1. Intest.= Infecciones intestinales 
Sept.= Septicemia 
I.RA.= Infecciones respiratorias agudas 

1989 1990 
25.69 24.07 

1. Intest 3.97 1. (ntest 3,63 
N. e l. 3,57 N. e 1. 3,20 
IRA. 0,63 Sarmp.O,59 
B.C.O,43 I.RAO,52 
Sepl. 0,29 B.C.O,37 
Sarmp.O,24 Sept. 0,28 

B.C. = Bronquitis crónica y la no especificada, enfisema y asma 
Mening. = Meningitis 
Sarmp= Sarampión 

1991 
20.73 

1. Intest 2,78 
N. e 1. 2,67 
IRA 0,44 
B.C.O,26 
Sept. 0,23 
Mening.O,12 

1992 1993 1994 1995 1996 
18.76 17.47 16.97 17.46 16.88 

N.eI2,.49 N. e 1. 2,15 N.el.2,27 ReL2,17 N.el.2,13 
L Intest. 1,84 l. Intest. 1,66 l. Intest 1,35 l. Intest.1 ,27 L Inte5t.1,07 

I.RA 0,41 IRA 0,31 IRA 0,37 IRA. 0,35 IRA 0,32 
a. C. 0,26 B. C. 0,25 Sept. 0,25 Sept. 0,25 Sept. 0,26 
Sept 0,20 Sept. 0,22 B. C. 0,22 B.C.O,21 a.C. 0,21 
Mening.0,10 Mening 0,10 Mening. 0,09 Mening. 0,09 Mening. 0,09 

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informática (INEGI ) libros de Estadística Demográfica (Cuaderno de población No.S) y de Información 
Estadistica del Servicio de Salubridad y Seguridad Social (Cuaderno No. 13), basado en datos de Servo Na!. de Salud, Seco Salud, Insitutos Nals 
IMSSS, IMSSS-SoIidaridad, ISSSTE, SEDENA, SEMAR, PEMEX, DDF. 
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TABLA 2- COMPENDIO HISTÓRICO DE LAS PRINCIPALES SEIS CAUSAS DE MORTALIDAD EN NIÑOS DE UN A CUATRO AÑOS DE EDAD. 
A NIVEL NACIONAL. TASA DADA POR 10.000 HABITANTES DE ESA EDAD 

1987 1988 1969 
Tasa total 22.56 22.16 24.46 
1er lugar 1. lotest 67,42 I Intest 5,62 Ilntest 5,62 
2° lugar N, e l. 2,36 N e 12,24 Ne13,06 
3er lugar BC,O,64 BCO,59 Sarmpn 1.46 
4° lugar IRA 0,39 tRA 0,45 BC 0,65 
5° lugar Sept 0,33 Sep! 0,36 IRA 0,57 
6° lugar Tos F 0,25 Mening 0,22 Sep! 0,34 

Tasa dada por 10,000 habitantes de este grupo etario 
N. e 1. = Neumonía e Influenza 

l. Intest= Infecciones intestinales 
IRA= Infección aguda respiratoria 
Sept. = Septicemia 

1990 
24.35 

I Intest 4,99 

Sarpmn 3,40 
N e I 2,91 
BC 0,58 
IRA 0,45 
Sep! 0,31 

a.C. = Bronquitis crónica y la no especificada, enfisema y asma 
Hep. V.= Hepatitis vírica 
Tos. F. = Tos Ferina 
Nef. = Nefntis. síndrome nefrótico y nefrosis 

1991 1992 

1604 1296 
Ilntest 3,8 1. Intest 2.42 
Ne11,64 N, e r. 1,47 

BC 0,43 B C.0.42 
IRA 0,32 IRA 0,25 
Sept 0,26 Sept.O,15 
Mening 0,16 Mening 0,13 

1993 1994 1995 
135 1199 12.03 

Ilntest 2,37 Ilntest 1,68 N. e 1.16.4 
N e I 1,61 Nel1,65 L lotes1.1,54 

BC 0.43 8C 0,35 8. C. 0,53 
IRA 0,26 Sepl 0,24 IRA 0,26 
Sep! 0,20 IRA 0,23 Sept 0,24 
Mening 0,14 NefO,12 Hep.v. 0,12 

1996 
11.71 

I IntesU,51 
N. e 1.1,47 
8 C.O,33 
Sept. 0.26 
I.RA 0,22 
Nefr 0,13 

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica Geografía e Informática (INEGI ) libros de Estadística Demográfica (Cuaderno de poblacIón NO.8) y de InformaCIón 
Estadística del Servicio de Salubridad y Seguridad Social (Cuaderno No. 13), basado en datos de Servo Nal de Salud, Sec Salud. Insltutos Nals 
IMSSS, IMSSS-Solidandad, ISSSTE. SEDENA. SEMAR, PEMEX, DDF. 
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TABLA 3.- COMPENDIO HISTORICO DE LAS PRINCIPALES CINCO CAUSAS DE MORTALIDAD EN NIÑOS DE CINCOA CATORCE AÑOS DE EDAD. 
A NIVEL NACIONAL. TASA DADA 100,000 HABITANTES DE ESA EDAD 

1987 1988 1989 
Tasa total 52.9 56.6 56.84 
1er lugar l. Intest 5,19 1. Intest 5,45 1.lntest4,90 
2° lugar N e l. 2,24 N e l. 2,46 Nel. 3,09 
3er lugar PCJ 0,83 Nef 0,92 Sarmp 1,64 
4° lugar Nef 0,61 p.eJ. 0,87 Nef 0,80 
5° lugar Sep! 0,49 Sept 0,73 PCJ.O,77 

Tasa dada por 100,000 habitantes de este grupo etario 

N. e l. == Neumonía e Influenza 

l. Intest.= Infecciones intestinales 

Sept. = Septicemia 
I.RA= Infecciones respiratorias agudas 

1990 
56.81 

Sarmp 4,64 
Ilntest 4,59 
Ne13,10 
Nef 0.87 
p.eJ. 0,79 

P ,CJ.= Parálisis cerebral infantil y otros síndromes paraliticas 

Nef.= Nefritis, síndrome nefrótiCo y nefrosis 
Sarmp_ = Sarampión 

1991 
46.8 

I Intest 3,5 

N e I 1,9 
Nef 0,8 
p.eJ. 0,7 
Sept 0,5 

1992 1993 1994 1995 1996 
42.0 41.4 37.0 37.0 37.2 

I Intest,2.6 Ilntest 2,1 N e r 1,6 Nel.1.B N.eL1,7 
N. e 1.1.6 N e 11,9 I Intest 1,4 1. ¡ntest1 A J Intest.1.2 
PCI 07 PC.!. 0,8 PC!. 0,9 PC.110 pcno 
Nef 0,7 Nef 0,8 Nef 0,7 Nef,0.8 Nef. 0.8 
Sep! 0,4 Sep! 0,4 Sept 0,4 Sept 0,4 Sep! 0,4 

Fuente: Instituto Nacional de Estadística Geografía e Informática (INEGI ) libros de Estadística Demográfica (Cuaderno de poblaCIón No 8) y de Información 

Estadística del Servicio de Salubridad y Seguridad Social (Cuaderno No 13), basado en datos de Serv_ Nal de Salud, Sec. Salud, InSltutos Nals. 

IMSSS, IMSSS-Solídaridad, ISSSTE, SEDENA, SEMAR, PEMEX, DDF 
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La influenza es una enfermedad que se caracleriza por fiebre abrupta, dolor de 
garganta, tos no productiva, mialgia, dolor de cabeza y malestar generalizado. La 
enfermedad sin complicaciones dura de 3 a 7 dias pero la tos y la debilidad puede 
persistir por mas de una semana; sin embargo es frecuente que se presenten 
complicaciones con infecciones bacterianas. En prescolares puede desarrollarse 
laringotraqueobronquitis ("croup"), neumonia o infección de oido medio. Además, en niños 
menores de 1 año, el porcentaje de mortalidad puede alcanzar el 85%. Estas infecciones 
se asocian con infecciones bacterianas secundarias (Ej. Streptococcus aureus, 
Staphylococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae, etc.) (6, 9) 

En individuos mayores de 65 ar"ios esta infección tiene una mortalidad del 80 al 
90%, el riesgo es mayor en individuos con afección crónica pUlmonar o cardiaca, renal, 
hepática o de sistema endócrino (10) 

Para el diagnóstico las muestras de elección son: el esputo o exudado faríngeo, 
lavado nasal, lavado orofaringeo, o aspirado nasofarlngeo. Tradicionalmente se utiliza el 
cultivo en embrión de pollo por vía amniótica y alantoidea, su confirmación se realiza por 
ensayos de hemaglutinación y su tipificación por inhibición de la hemaglutinación con tres 
sueros contra virus de influenza tipos A, B Y C. Actualmente en algunos centros de 
diagnóstico en el mundo se realiza el aislamiento y la identificación empleando la linea 
celular MDCK (fibroblastos de rinón de perro) incubando a 33 ó 34'C en presencia de 
tripsina. El virus de influenza puede ser diagnosticado por hemadsorción empleando 
eritrocitos de cuyos o también mediante la identificación de anllgenos virales en células 
infectadas por medio de inmunofluorescencia (6 - 12) 

1.2.- Familia Paramvxovirldae 
Esta familia esta compuesta por virus envueltos con un diámetro de 150 a 300 nm, su 
genoma consiste en una cadena de RNA no segmentado de polaridad negativa. Esta 
familia se divide en dos subfamilias, la Paramyxovirinae y la Pneumovirinae. La subfamilia 
Paramyxovirinae está constituida por los géneros Paramyxovirus (Ej. Para influenza ), 
Morbilivirus (Ej. Virus del sarampión) y los Rubulavirus (Ej. Virus de las paperas). La 
subfamilia Pneumovirinae constituida por el género Pneumovirus (Ej. Virus Respiratorio 
Sineitial) (13). 

1.2.1.- VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL (RSVI : 
El RSV es la principal causa de enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior en los 
niños menores de diez años. Las más altas tasas de infección ocurren en infantes de 6 
meses a 1 año de edad, pudiendo empezar a manifestarse desde los 2 a 3 meses de 
edad (14 - 17). Del 20 al 25% de las de neumonlas y más del 75% de las bronquiolitis que 
se presentan en pacientes hospitalizados, en niflos menores de 1 año, son producidas 
por RSV (18, 19,20). 

La infección con RSV se ha reportado a nivel mundial, en epidemias anuales, las 
cuales ocurren a finales de ctono, invierno o primavera, teniendo su máximo pico en 
invierno y decayendo en los meses de abril y mayo. El virus es raramente aislado durante 
el verano (21). La altitud y el clima también tienen efeclo en el aumento de la ocurrencia 
de la enfermedad (22). Se ha estimado que en más del 50% de los casos de RSV 
reportados, el contacto directo es un factor de riesgo (14, 23 - 26). 

El RSV es transmitido principalmente por contacto estrecho persona-persona y por 
fomites. El perlado de incubación de la enfermedad es aproximadamente de 4 a 6 dias, y 
el virus permanece por dos semanas o más en niños y por un periodo más corto en 
adultos (26-A). 
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Con respecto a individuos menores de diez años se ha señalado que, un estado 
inmunológico deficiente, un estado nutricional pobre, la convivencia con fumadores y/o 
personas que padezcan alguna enfermedad respiratoria de origen infeccioso, son factores 
predisponentes (14 - 17). 

El diagnóstico de RSV se establece por el aislamiento viral, a partir de fluidos 
nasales, incluyendo esputo, secreciones de garganta y fluidos nasofarlngeos (27 - 30). El 
aislamiento se realiza en lineas celulares susceptibles a la infección por RSV, como He la 
(carcinoma epitellaide de cervix humano), HEp~2 (carcinoma epidermoide de laringe 
humana) y MRC-5 (células dipliodes de pulmón humano). El efecto citopático 
característico de éste virus es la formación de células gigantes multinucleadas 
denominadas sincitios (12,24). 

El virus es propagado en cultivo celular e identificado específicamente por 
reacciones antígeno·anticuerpo, empleando técnicas tales como: inmunofluorescencia o 
ELlSA (31 - 34). El uso de la técnicas inmunoenzimáticas en estuche o kit comercial, se 
ha venido incrementando dado su alta sensibilidad y especificidad (35 - 41), además de 
su alto grado de simplicidad de manejo (42, 43), Se ha reportado, que para la detección 
de antígeno en una prueba inmunoenzimática, es preferible emplear la muestra clarificada 
que solamente las células provenientes de ésta, debido a que al emplear solamente las 
células, aumentan los falsos positivos (43, 44, 45), 

Otras técnicas como la de la PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) se han 
empleado para diagnóstico (46 - 53) Y estudios epidemiológicos (53-A). 

1,2,2,- VIRUS DE PARAINFLUENZA (PIVI : 
El Virus de Parainfluenza (PIV) tiene cuatro serotipos virales PIV1, PIV2, PIV3 y PIV4, los 
cuales son patógenos para el humano y se encuentran distribuidos en todo el mundo. Los 
tres primeros son más fácilmente diagnosticados por aislamiento que el cuarto, el cual 
puede ser identificado por pruebas serológicas e inmunoenzimáticas. 

La infección que producen los virus de PIV se limita al tracto respiratorio, 
generándose principalmente infecciones de tipo agudo. 

El PIV produce infección primaria que se caracteriza por afectar a niños menores 
de cuatro años, generalmente manifestada como coriza y faringitis, asociada 
frecuentemente a un cuadro leve de bronquitis y fiebre (54). 

En infantes, especialmente menores de seis meses PIV tipo 3 puede ocasionar 
bronquiolitis y neumonla, clínicamente indistinguibles de RSV (6, 26). 

En niños de seis meses a cinco años PIV tipo 2 principalmente, y PIV-1 en menor 
grado son responsables del sindrome de laringotraqueobronquitis conocido también como 
croup; asociado también con fiebre, tos, estridor y dificultad respiratoria puede 
ocasionalmente evolucionar a obstrucción laringea. 

El mecanismo de infección del PIV, como muchos agentes respiratorios, es por 
gotas de saliva eliminadas por el portador, y I o por contacto directo con secreciones 
respiratorias. El periodo de incubación es de 2 a 6 dias, PIV-l y PIV-2 son altamente 
transmisible e infectan a niños menores de cinco años causando croup. El PIV-3 infecta a 
nir~os menores de dos afios y puede presentarse como una enfermedad intrahospitalaria 
en el área de incubadoras de recien nacidos, causando casos de neumonía y 
bronquiolitis. El tipo 4 produce solamente una enfermedad trivial. 

La infección por el PIV induce a la aparición de una inmunidad de corta duración, 
por otro lado, la reinfección con cualquier tipo de PIV es frecuente, aunque la enfermedad 
es menos severa y generalmente confinada a tracto respiratorio superior. 
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Tradicionalmente el virus de Parainfluenza ha sido aislado en cultivos primarios de 
de células de riMn humano o de mono; pero actualmente han sido desplazadas por 
lineas celulares continuas COmo Vera (riñón de mono verde africano). Los virus de 
Parainfluenza se multiplican de forma muy lenta y causan muy poco efecto citopático, 
excepto en el tipo 2, que induce la formación de 51ncitl05. La replicación viral, as[ como, la 
diferenciación entre tipos de PIV, es más rápida y confiable por medio de técnicas de 
inmunofluorescencia y ensayo inmunoenzimático. 

1.3.- Familia Adenoviridae 
Los virus de la familia Adenoviridae son desnudos, de cápside icosahédrica, con DNA de 
doble cadena como genoma. La cápside se constituye por 240 capsómeros llamados 
"hexones" (rodeado por seis caps6meros vecinos) y doce capsómeros llamados 
"pentones" (rodeado por cinco capsómeros vecinos), los cuales se encuentran en vértice, 
Existen dos géneros en esta familia, Mastadenovirus (Ej. Adenovirus humano tipo 2) y 
Aviadenovirus (Ej. Adenovirus de la gallinas tipo 1) (55). 

Los adenovirus se replican inicialmente en la faringe, conjuntiva o intestino 
delgado, y generalmente no infectan mas aUa de los nódulos linfáticos cervicales, 
auriculares o mesentéricos. 

1.3.1- ADENOVIRUS HUMANO (AV) : 
Cerca de la mitad de los serotipos conocidos de Adenovirus, han sido relacionados con 
enfemedades de diferentes tipos. Adenovirus serotipos 1 al 8 son los más comunes y los 
de mayor difusión mundial (55). 

El adenovirus puede producir infección de tipo respiratoria, ocular, de tracto génito 
urinario, entérica e infección en pacientes inmunocomprometidos. 

El AVes la causa de cerca del 5% de las enfermedades respiratorias agudas en 
niños menores de 4 años en Estados Unidos. En contraste a muchas infecciones 
respiratorias virales, las infecciones por adenovirus conducen a una inmunidad duradera 
para muchos serotipos. Los anticuerpos maternos protegen al recien nacido hasta los seis 
meses de edad contra infecciones severas del tracto respiratorio inferior. 

Las principales manifestaciones clfnicas de infección respiratoria que produce el 
adenovirus son de tres tipos: faringitis, enfermedad respiratoria aguda y neumonía. 

La faringitis por adenovirus se observa principalmente en infantes, los cuales 
manifiestan tos, congestión nasal, fiebre, inflamación de garganta y frecuentemente 
tonsilitis exudativa, Los serotipos involucrados en este padecimiento son del 1 al 7. 

Enfermedad aguda por adenovirus es el nombre que se le da al sindrome 
caracterizado por fiebre, faringitis, adenitis cervical, tos y malasia. Esta enfermedad 
ocurre de forma epidémica en grupos de personas hacinadas. Los lipos 6 y 7 son 
frecuentemente los responsables de esta enfermedad. 

La neumonla por adenovirus, es una enfermedad frecuentemente severa y 
ocasionalmente fatal, se puede desarrollar en infantes infectados con algún serotipo 
común, pero particularmente los serotipos 3 y 7. En algunos de los paises más frios del 
mundo, como el norte de China o Canada los adenovirus son una importante causa de 
neumonia en infantes menores de dos años de edad. Los casos de fallecimiento pueden 
ser altos, y en pacientes crónicos los casos de falla pulmonar puede acompañarse de 
casos de bronquiectasia o bronquitis obliterante. 

Dependiendo de la presentación clfnica de la adenovirosis será el tipo de muestra 
a elegir. Las muestras apropiadas para la presentación respiratoria incluyen: lavado 
faringeo, exudadado nasofaringeo, aspirado nasofaringeo, aspirado transtraqueal o 
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lavado bronquial. Para el aislamiento viral se han empleado lineas celulares como Vero, 
HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe humana), KB (carcinoma epidermoide oral 
humano) o A·549 (carcinoma pulmonar humano). Los adenovirus comunes (tipos del 1 ar 
7) producen efecto citopático en una o dos semanas. Las células se observan 
redondeadas y refringentes, agrupadas en forma de racimo de uvas, y revela las 
características inclusiones intranucleares basófilas después de teñirse, la confirmación 
se puede hacer por inmunofluorescencia a partir de la mono capa fijada (55). 

1.4.· Familia Herpesvirjdae 
Los virus de esta familia son envueltos pleomórficos o esféricos, con capside icosahédrica 
con DNA de doble cadena como material genético. Esta familia esta integrada por tres 
subfamilias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae. 

En la subfamilia Alphaherpesvirinae estan los géneros Simplexvirus (Ej. virus 
Herpes simple tipo 1) Y Varicellovirus (Ej. virus Herpes simple tipo 3) 

En la subfamilia Betaherpesvirinae esta el género Cytomegalovirus (Ej. virus 
Herpes tipo 5 o Citomegalovirus humano) 

En la subfamilia Gammaherpesvirinae está el género Lymphocryptovirus (Ej. virus 
Herpes tipo 4 o Epstein-Barr Virus) 

1.4.1.- VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1 Y 2: 
La infección por Herpes simplex, puede tener las siguientes manifestaciones clínicas, 
orofaringea, genital, queratoconjuntivitis, infección cutánea, encefalitis, herpes neonatal e 
infección diseminada en pacientes inmunocompromet'ldos. 

De estos padecimientos la manifestación neo natal pueden estar involucrada en 
enfermedad respiratoria aguda. Se presenta como una enfermedad severa adquirida por 
los recien nacidos, generalmente al atravesar el canal de parto, en la mayoría de los 
casos es debido a HSV-2, pero también hay casos de HSV-1 adquirido postnatalmente y 
en menores casos prenatalmente por transmisión transplacentaria, El herpes neonatal 
puede presentarse de forma diseminada (con mortalidad de hasta 80%), como encefalitis 
o como enfermedad localizada en superficies mucocutáneas como piel, ojo, orofaringe y 
faringe. 

El diagnóstico de Herpes virus se puede hacer por cultivo en lineas celulares, por 
ejemplo en células Vero, donde se aprecia el efecto citopático como redondeamiento de 
las células; cuando el titulo viral es muy bajo, se recomienda hacer el aislamiento en 
membrana corioalantoidéa de embrión de pollo. Por éste método es posible detectar a las 
72 hrs. lesiones de tipo pustular en forma de placas de 0.5 a 1.5 mm de diámetro o 
veslculas de 1 a 1.5 mm de diámetro, ambas lesiones con bordes regulares y bien 
delimitados, pudiendo encontrarse acompafiadas por un proceso hemorrágico localizado. 
Dichas lesiones son sugestivas de infección por HSV (56 - 60). Sin embargo, otros virus 
pueden causar lesión en membrana corioalantoidea, entre los que se encuentran: el virus 
de la Viruela (61, 62, 63), el virus del Sarampión (64, 65), el virus de la Parotiditis (66, 67) 
Y el Adenovirus (68, 69), Por otra parte existen virus los cuales no producen lesión visible, 
sin embargo, puede detectarse anllgeno en la membrana corioalantoidea, como en el 
caso del virus de la Hepatitis 8 (70), el virus de Inftuenza (11, 71, 72), Y el virus Sendai 
(71, 72, 73), Por tal motivo se requiere la confirmación y tipificación del HSV por medio de 
técnicas como la inmunofluorescencia. 
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1.4.2.- VARICELA: 
Otro género de la familia Herpesviridae es el denominado virus varicela-zarter (VZV). el 
cual es responsable de dos de las enfermedades más importantes para el humano: 
varicela. uno de los exantemas de la infancia. y el herpes zorter. una enfermedad que 
produce invalidez laboral en personas adultas y también afecta a individuos 
inmunocomprometidos. 

El virus de varicela se transmite por vía aérea y se replica incialmente en la 
mucosa del tracto respiratorio y orofarínge del humano. Tiene un período de incubación 
de 10 a 20 dias la diseminadón ocurre vía linfática y sanguinea, multiplicándose en 
leucocitos y células endoteliales. 

La infección con el VZ:V se manifiesta principalmente como exantema cutáneo, sin 
embargo, puede haber manifestaciones de tipo neurológicas, poco comunes casi siempre 
fatales o con secuelas. 

Las lesiones necrotizadas y hemorrágicas características del exantema cutáneo, 
también pueden involucrar otros órganos incluyendo pulmones, hlgado y cerebro. 

El cuadro clínico de la varicela es tan característico que pocas veces se recurre al 
laboratorio para su confirmación. La histopatologia describe células gigantes 
multinucleadas con inclusiones intranucleares características. 

El diagnóstico puede ser establecido también por pruebas serológicas para la 
detección de anticuerpos contra VZV. 

El aislamiento viral se puede realizar a partir de liquido vesicular de la lesión e 
inoculación en fibra bias tos pulmonares de embrión humano. sin embargo el efecto 
citopático es poco evidente y demasiado lento (más de dos semanas). 

1.4.3.- EPSTEIN-BARR VIRUS: 
El virus de Epstein-Bar (EBV) se replica en células epiteliales de nasofaringe y glándulas 
salivales. especialmente las parótidas. produciendo lisis celular y liberando miles de 
particulas infecciosas a la saliva. Los linfocitos B se infiltran en el tejido linfático de la 
mucosa orofaríngea y pueden ser susceptible de infectarse, pero generalmente estas 
células no son permisivas. 

La infección por EBV presenta principalmente las siguientes tres manifestaciones 
clinicas : mononucleosis infecciosas (fiebre glandular). infección en pacientes 
inmunocomprometidos. ellinfoma de Burkitt y el carcinoma nasofarlngeo. De estas sólo la 
primera está relacionada con enfermedad respiratoria aguda. 

La mononucleosis infecciosa en infantes es asintomática, sin embargo, llega a 
afectar a escolares, como sucede en paises desarrollados, presentado un períOdO de 
incubación de 4 a 7 semanas. iniciando la sintomatologia con dolor de cabeza. malestar 
generalizado y fatiga. Posteriormente se presenta fiebre, faringitis y linfoadenopatia 
generalizada. La fiebre es alta y fluctuante. y la faringitis se caracteriza por la presencia 
de un material exudativo proveniente de las tonsilas de color blanco o gris con mal olor y 
puede a veces ser tan severo que obstruya las vlas respiratorias. Se puede presentar 
esplenomegalia y los valores de funcionamiento hepatico se ven alterados. 

El diagnóstico de laboratorio incluye: conteo diferencial de leucocitos, pruebas 
serológicas como el ELISA. El aislameinto viral es poco empleado debido a que las lineas 
celulares conocidas son poco permisivas a este virus. El único metodo de propagación de 
EBV in vitro en secreciones orofarlngeas o leucocitos de pacientes infectados, para 
inocular linfocitos de cardan umbilical. se busca demostrar la inmortalización de los 
linfocitos de cordón umbilical y la posterior producción de una linea celular linloblasloide, 
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en la cual se puede detectar la presencia de antlgeno de EBV empleando anticuerpos 
monoclonales marcados con fluoresceina. 

1.5.- Familia PICORNAVIRIOAE 
Los miembros de esta familia tienen por genoma una molécula de RNA de cadena 
sencilla de polaridad negativa. 

La familia picornaviridae esta dividida en cinco géneros, tres de los cuales 
Enterovirus. Rhinovirus y Hepatovirus SOn patógenos para el humano. Los Enterovirus y 
Hepatovirus afectan a tracto gastrointestinal. y muestran alta resistencia a pH áCido. sales 
biliares y enzimas proteollticas. Los Enterovirus pueden llegar a afectar tracto respiratorio. 

1.5.1.- ENTEROVIRUS (VIRUS COXSAQUIEI : 
Para muchos enterovirus la vía de entrada en el humano es la digestiva, y se replican 
tanto en garganta como en tracto intestinal. aunque son eliminados principalmente en 
heces más que en secreciones respiratorias. Se desconoce la via de diseminación de los 
enterovirus hacia los otros órganos a los que afectan y se sabe poco a cerca de los 
factores que determinan su tropismo. El período de incubación para infecciones 
sistémicas es de una a dos semanas, y para afecciones respiratorias es de un dia. 

La enfermedad respiratoria no está catalogada como una de las principales 
causas de enfermedad respiratoria pero puede producir una gama de resfriados febriles y 
dolores de garganta durante epidemias en verano. Este padecimiento es uno de los 
denominados" Enfermedad Febril No Diferenciada". 

El diagnóstico se puede hacer por medio del aislamiento viral en líneas celulares 
provenientes de pulmón. de embrión (HDF) o de feto de humano (HEL). Las muestras 
para el aislamiento viral incluyen las heces y aspirados o lavados de garganta. En 
algunas enfermedades puede ser aislado directamente de ojo, fluido vesicular, orina, 
liquidas cefalo raquídeo, sangre, corazón y cerebro. El efecto citopático incluye retracción 
celular. aumento de la refracción de la luz (células refringentes). granularidad citoplásmica 
y picnosis nuclear. El efecto citopático causado por estos virus es de lento desarrollo. 

1.5.2.- RHINOVIRUS : 
Se ha calculado que cerca del 50% de los resfriados comunes son producidos por los 
Rhinovirus. La infección por Rhinovirus está localizada en la parte superior del tracto 
respiratorio. debido a su predilección de replicación a 33'C. sin embargo. ocasionalmente 
puede afectar el tracto respiratorio inferior. El periodo de incubación es muy corto, de 2 a 
3 dias. posteriores a los cuales se presenta inflamación, edematización y abundante 
exudación del tracto respiratorio superior que persiste por pocos dias. La enfermedad por 
Rhinovirus p.uede complicarse con otros virus o con bacterias, produciendo así daFio en el 
tracto respiratorio inferior. 

En paises nórdicos. la infección por Rhinovinus ocurre a lo largo de todo el año. 
con picos en otoño e invierno. Tres o cuatro serotipos diferentes de Rhinovirus circulan 
simultáneamente en una misma comunidad, apareciendo otros en el siguiente año. Los 
niños de edad preescolar son los más susceptibles a casi todos los serotipos. y son los 
responsables de transmitir el Rhinovirus en el núcleo de las familias produciendo en ellas 
la enfermedad en un 50% de los casos a 2 ó 5 diss después de la llegada del virus. El 
virus se encuentra en el fluido nasal acuoso por más de 3 dias. La transmisión es vla 
aerosoles o fomites. 

El diagnóstico se hace generalemente de forma clínica y pocas veces se requiere 
del diagnóstico de laboratorio. El aislamiento viral se hace en lineas celulares derivadas 
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de fibroblasto de pulmón de embrión humano como la MRC-5 o la WI-38, Sin embargo, 
resulta dificil debido a que éste virus produce poco efecto citopático y de forma muy lenta, 
Un método más sencillo es la demostración de la presencia de antlgeno viral en las 
secreciones nasales, por medío de ensayos inmunoenzimáticos. 

1.6.- Familia CORONAVIRIDAE 
Se les denomina asl a los coronavirus debido a la apariencia en forma de corona que 
presentan sus pepl6meros, Son virus con un genoma compuesto de una molécula de 
RNA de cadena sencilla de polaridad positiva, 

La familia Coronaviridae incluye dos géneros patógenos para el humano, los 
Coronavirus y Jos Torovirus. los Coronavirus tienen dos serotipos que causan 
enfermedad respiratoria el HCV-229E y el HCV-OC43, Los Torovirus se han relacionado 
principalmente con enfermedades gastrointestinales, 

1.6.1.- CORONAVIRUS : 
La infección t1pica por Coronavirus en el humano es un resfriado marcado por descarga 
nasal y malestar generalizado, tos y dolor de garganta, con nula o poca fiebre. La 
enfermedad dura una semana sin consecuencias graves. 

La infección por Coronavirus puede ocasionalmente producir ataques de 
estornudos en nitios asintomáticos, o exacerbación de bronqu"rtis crónica. 

El virus permanece localizado en el epitelio respiratorio superior y prodUce una 
respuesta inmune pobre generalmente no afecta tracto respiratorio inferior, sólo en los 
casos complicados con bacterias u otros virus. 

El diagnóstico por aislamiento, se realiza en lineas celulares de fibroblastos de 
pulm6n de embrión humano. Una semana posterior a la inoculación se observan 
pequeños focos de células granulosas que dan la apariencia de "sucias" o "polvosas", y 
progresa hasta observarse cierta vacuolación antes de que se desprendan las células. 

Dos métodos actualmente empleados para la demostración directa de antigenos 
de coronavirus en aspirados o lavados nasofaríngeos, son los ensayos 
inmunoenzimálicos e inmunofluorescencia. 
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1.7.- TÉCNICAS EMPLEADAS EN DIFERENTES LABORATORIOS PARA EL 
DIAGNÓSTICO DE LOS ALGUNOS VIRUS RESPIRATORIOS 

En la enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior. el diagnóstico cllnico no permite 
diferenciar entre los agentes etiológicos posiblemente involucrados; esto debido a la 
similitud clínica de la enfermedad. Por lo tanto se requiere del diagnóstico de laboratorio, 
empleando para esto. técnicas adecuadas para cada uno de los posibles agentes 
involucrados. 

En el caso de infecciones producidas por virus, como ya se mencionó, existen 
diferentes técnicas diagnósticas y el empleo de cada una de ellas dependerá del tipo de 
virus y de los recursos con los que cuente el laboratorio que las realice. Debido a la 
extrema labilidad de muchos virus respiratorios, se han reportado mejores resultados en 
el aislamiento, cuando se emplean medios de transporte que contengan alguna proteína 
estabilizadora. como por ejemplo, la albúmina (74) y también cuando la muestra es 
inoculada inmediatamente en una linea celular susceptible (29, 75. 76). 

A continuación se resume los métodos de elección para la identificación y 
diagnóstico de los diferentes agentes virales asociados a EATRI (Tabla 4). 

TABLA 4.- MÉTODOS DE ELECCiÓN PARA LA IDENTIFICACiÓN Y DIAGNÓSTICO DE 
AGENTES VIRALES ASOCIADOS CON EATRI. 

VIRUS ESTUDIADO TECNICA EMPLEADA 
Virus de Influenza Aislamiento viral en embriones de pollo por vía 

amniótica y alantoidea para el aislamiento del virus 
de Influenza. Posteriormente se realizó la 
Hemaglutinación. 

Virus de Parainfluenza Aislamiento viral el línea celular VERO y 
posteriormente la inmunofluorescencia para detectar 
antígenos del virus de Parainfiuenza. 
Finalmente tipificación por inmunofluorescencia de 
los positivos (tipos 1, 2 o 3). 

Adenovirus Aislamiento viral el linea celular VERO y 
posteriormente la inmunofluorescencia para detectar 
antigenos del Adenovirus 

Virus Herpes Simplex Aislamiento del virus de Herpes simplex en embrión 
de palla por vla de la membrana corioalantoidea. 
Posteriormente se identificó la presencia de placas 
y/o vesículas en membrana corioaJantojdea y 
finalmente. a partir de estas. se realizó la 
Inmunofluorescencia para detectar HSV (Tipos 1 y 
2). 

Virus Respiratorio Sincitial Ensayo Inmunoenzimático para la detección de 
antígeno. Aislamiento viral y comprobación por RT-
PCR 
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2, - JUSTIFICACiÓN: 

En diferentes paises se han hecho estudios epidemiológicos que indican a los principales 
agentes involucrados en la EATRI, ya sea empleando ensayos inmunoenzimáticos para 
detección del anllgeno (77, 78) o la tecnología del PCR y la hibridación (79), 

En México existen pocos estudios epidemiológicos de la enfermedad respiratoria 
aguda de origen viral. Algunos trabajos anteriores al presente, realizados por diferentes 
autores, se basan en estudios seroepidemiológicos para la detección de anticuerpos 
contra difernetes virus respiratorios. En algunos de estos no se consideró el nivel del 
tracto respiratorio involucrado en la enfermedad (80). En otro trabajo la pOblación 
estudiada era demasiado heterogénea, incluía individuos desde recién nacidos hasta 
adultos, y la metodología empleada para el aislamiento viral nO fue la misma para todas 
las mueslras (81). Otros esludios seroepidemiológicos (82, 83) se realizaron para 
delectar anticuerpos contra RSV, PIV tipos 1, 2 Y 3, Virus Epstein-Barr, Cilomegalovirus. 
Mycoplasma, Strectococcus p hemoly/icum A y Toxoplasma gondii, a partir de una 
pOblación de individuos menores de 17 años aleatoriamente seleccionada y sin cuadro 
clínico de enfermedad respiraloria. En un trabajo que abarcó 3 años (1987 - 1989) se 
realizó conjuntamente el aislamiento bacteriológico y el virológico (84), sin embargo la 
identificación viral se hizo simplemente por observación de ECP y correlacionada con 
pruebas serológicas a partir de suero del paciente. En pacientes con crisis asmáticas se 
ha correlacionado su padecimienlo con la detección por aislamiento de RSV y el PIV (85). 
Olro estudio reporta aislamiento e la identificación por IFA del RSV en un brote en la 
unidad de cuidados intensivos neonatales del Hospital Infantil de México (86). Otros 
autores aislaron y corroboraron por virus neutralización al RSV a partir de infantes (de O a 
1 año) hospitalizados con enfermedad respiratoria aguda, además se lipificó al RSV por 
medio de mAb, siendo el subgrupo A el mas frecuente. 

En México no existen reportes de aislamientos virales en enfermedad respiratoria 
aguda exclusiva del tracto respiratorio inferior en pacientes hospitalizados menores de 
diez años de edad. 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar la presencia de virus 
respiratoriOS involucrados en la enfermedad respiratoria aguda exclusiva del tracto 
respiratorio inferior, en una población determinada compuesta de pacientes 
hospitalizados menores de 10 años de edad, con cuadro cllnico de la enfermedad. Los 
virus estudiados fueron: Virus Respiratorio Sincitial, Virus de Para influenza tipos 1, 2 Y 3, 
Virus de Influenza, Adenovirus y Herpesvirus tipos 1 y 2. 

Para tal motivo se estudió una población de 91 niños menores de diez años de 
edad y hospitalizados en la Ciudad de México, y con cuadro clínico de enfermedad aguda 
del tracto respiratorio inferior (EA TRI). 
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3 .• OBJETlYO GENERAL 
Aislar virus asociados a enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior, a partir de muestras 

de pacientes hospitalizados menores de diez años. 

3.1 .• OBJETIYOS PARTICULARES 

1. Recolectar muestras de aspirados y lavados nasofaríngeos de niños menores de diez años 

de edad con enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior en un periOdO de 12 meses. 

2. Determinar los factores de riesgo en la enfermedad respiratoria aguda 

3. Estudiar los principales agentes infecciosos virales asociados a enfermedad aguda del 

tracto respiratorio inferior en niños menores de diez años (RSV, PIV tipos 1, 2 Y 3, Influenza. 

Adenovirus y HSV tipos 1 y 2). 

3.2 .• MElAS 

Obtener de los pacientes muestras de aspirado y lavado nasofaríngeo 

2. Determinar la presencia de virus infecciosos de RSV, Parainfluenza (tipos 1 2 Y 3), 

Influenza, Adenovirus y Herpes simplex (tipas 1 y 2) en las muestras 

3. Correlacionar la presencia de daño en línea celular con la deteccIón de virus 

4 Clasificar a los pacientes en estratos socioeconómicos y determinar la iMportanCIa que 

juegan los diferentes factores de riesgo en la presentación de la enfermedad respiratOria 

aguda. 

3.3 .• HIpÓTESIS 

Las infecciones del traclo respiratorio inferior de origen viral son la principal causa de cuadros 

de bronquitis y neumonías en niños menores de diez años. 
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• Auscultación donde se aprecia afección a parénquima pulmonar, inflamación con depósito de 
trasudado o exudado en los alvéolos. 5ignologla de condensación pulmonar, como es la 
matidez a la percusión del área afectada y aumento en la transmisión de la voz 

• Estertores crepitantes (de fina burbuja) 

4. 1. 4 ... FACTORES DE RIESGO 
El factor de riesgo considerado fue la convivencia con personas con enfermedad respiratoria 
aguda o crónica 

4. 2 ... COLECCiÓN DE MUESTRAS CLíNICAS 

4.2.1 ... METODOLOGíA DE ASPIRADO NASOFARíNGEO: 
La toma de la muestra se realizó en los hospitales "DR. GEA GONZALEZ. S.S.A" y" 
VENADOS. IMMS" y previamente se tuvo preparado todo el material. asi como el aparato de 
succión con la trampa I frasco conteniendo al medio de transporte frío (4° C). El procedimiento 
fue el siguiente: 
1 .• Usando guantes de látex y con un algodón humedecido con alcohol al 70%, se limpió el 
área de la piel cercana a las fosas nasales 
2 .• Se introdujo la punta estéril del succionador (Figura 1) hasta el fondo de la nariz, y 
conforme se fue succionando se retiró suavemente la punta hasta sacarla. La misma operación 
se realizó en la otra fosa nasal con previo cambio de la punta. 
3 .• En los casos en donde no se obtuvo suficiente muestra en el aspirado se procedió a 
introducir en una de las fosas nasales un volumen de 0.5 a 1.0 mL de solución salina fría y 
estéril con una jeringa estéríl y sin aguja, y se intentó fa succión de nuevo. 
4 .• 5e retiraron la trampa y I o el frasco conteniendo a la muestra con el medio de transporte. 
Se tuvo cuidado de que no se contaminara la muestra, y posteriormente se cerró perfectamente 
el recipiente conteniendo la muestra. 
5 .• Se rotuló a lápiz la etiqueta (Figura 2) de la trampa y I o el frasco que contenla la muestra. 
6 .• La muestra se mantuvo durante el transporte a 4°C dentro de la caja de unicel con hielo 
frapé hasta llegar al Laboratorio de Virotogia de la Facultad de Medicina (UNAM) para ser 
procesada. 

4.2.2 ... METODOLOGíA DEL LAVADO NASOFARíNGEO: 
La toma de la muestra se realizó en el INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA Y previamente 
se tuvo preparado todo el material. El procedimiento fue el siguiente: 
1. - Usando de guantes de látex y con un algodón humedecido con alcohol al 70%, se limpió el 
área de la piel cercana a las fosas nasales 
2 .• Se introdujo al cotonete estéril hasta el fondo de la nariz, de forma muy suave y procurando 
no lastimar, (Figura 3), y antes de retirarlo se realizaron pequeños giros, para obtener la mayor 
cantidad de material posible. Se retiró con cuidado sin dañar la mucosa nasal. 
3 .• Se colocó al cotonete en el frasco conteniendo el medio de transporte y posteriormente se 
cerró perfectamente el recipiente conteniendo fa muestra. 
4." Se rotuló a lapiz la etiqueta (Figura 2) de la trampa y I o el frasco que contenia la muestra. 
5. - La muestra se mantuvo a 4°C dentro de la caja de unicel con hielo frapé hasta llegar al 
Laboratorio de Virus Respiratorios del Instituto Nacional de Diagn6stico y Referencia 
Epidemiológicos (lNDRE) para ser procesada lo más pronlo posible. 

4. 3 ... CLARIFICACiÓN DE LA MUESTRA 
La clarificación de la muestra se realizó de la siguiente forma: 
1 ... Se colocó la muestra y en un tubo de centrifuga de 15 mL 
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4. - MATERIALES Y MÉTODOS 

A continuación se describe la metodología seguida en el presente trabajo y de igual forma se 
citan los materiales requeridos, para tal efecto. Dicha metodología se encuentra además. 
resumida en los diagramas de flujo 1 y 2, Para información detallada de los materlales ver 
apéndice C. 

4.1 ESTUDIO DE LAS CARACTERíSTICAS DE LA POBLACiÓN 
A los familiares se les aplicó el cuestionario que aparece en el Apéndice A. La información que 
se obtuvo con este cuestionarios fue: Grupo etario, el diagnóstico clínico del paciente, estrato 
socioeconómico al que pertenecía y factor de riesgo. 

4.1.1. - CLASIFICACiÓN POR GRUPOS ETARIOS 
Las edades de la población se agruparon, según la clasificación internacional (1, 2, 3), en los 
siguientes tres grupos etarios: Menores de un año (o Infantes), de uno a menores de cuatro 
años (o Preescolares) y de cuatro a catorce años (o Escolares). 

4.1.2. - ESTRATO SOCIOECONÓMICO 
La población estudiada pertenecía a diferentes niveles socioeconómicos, desde personas que 
vivían en albergues de beneficencia en donde su gasto mensual de alimentación era de cero 
salarios mínimos, hasta personas que invertían más de tres salarios mínimos. La clasificación 
de los estratos económicos se hizo con base al número de salarios mínimos que se destinaban 
a la alimentación mensualmente. La población estudiada se agrupó de la siguiente forma' 
Grupo A. - De O a menos de 1 salario mínimo 
Grupo B. - De 1 a menos de 2 salarios mínimos 
Grupo C. - De 2 a menos de 3 salarios mínimos 
Grupo D. - De 3 en adelante. 

4.1.3. - DIAGNÓSTICO CLíNICO 
Las diferentes manifestaciones clínicas de la enfermedad se clasificaron en bronquitis, 
bronquiolitis y neumonía. Lo anterior fue realizado por el médico responsable, por medio de la 
exploración y auscultación del paciente y además respondió la parte clínica del cuestionario 

Los datos del cuestionario que sirvieron para definir el cuadro clínico fueron los 
siguientes (90. 91. 92. 93. 94. 95): 
BRONQUITIS: 
.. Tos en accesos con expectoración mucoide 
.. Hipertermia 
.. Signología febril (cefalea, calosfrios, ataque al estado general) 
.. Auscultación sugestiva de afección bronquial sola o acompañada de croup 

(Laringotraqueobronquitis) 
BRONQUIOLlTIS : 
.. Inicio en vi as respiratorias altas y progreso a tracto inferior 
.. Insuficiencia respiratoria aguda 
• Signología febril 
.. Auscultación donde se percibe estertores bronquiales sin sibilancia 
NEUMONIA: 
• Tos productiva con expectoración mucopurulenta 
.. Si9no1ogia de dolor torácico 
.. Ataque al estado general 
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* Auscultación donde se aprecia afección a parénquima pulmonar, inflamación con depósito de 
trasudado o exudado en los alvéolos. 5i9nologla de condensación pulmonar, como es la 
matidez a la percusión del área afectada y aumento en la transmisión de la voz 

* Estertores crepitantes (de fina burbuía) 

4.1.4.· FACTORES DE RIESGO 
El factor de riesgo considerado fue la convivencia con personas con enfermedad respiratoria 
aguda o crónica 

4. 2. - COLECCiÓN DE MUESTRAS CLÍNICAS 

4.2.1. - METODOLOGíA DE ASPIRADO NASOFARíNGEO: 
La toma de la muestra se realizó en los hospitales ··DR. GEA GONZALEZ. S.S.A·· y" 
VENADOS. IMMS" y previamente se tuvo preparado todo el material. asi como el aparato de 
succión con la trampa I frasco conteniendo al medio de transporte frío (4° C). El procedimiento 
fue el siguiente: 
1. - Usando guantes de látex y con un algodón humedecido con alcohol al 70%, se limpió el 
área de la piel cercana a las fosas nasales 
2. - Se introdujo la punta estéril del succionador (Figura 1) hasta el fondo de la nariz, y 
conforme se fue succionando se retiró suavemente la punta hasta sacarla. La misma operación 
se realizó en la otra fosa nasal con previo cambio de la punta. 
3. - En los casos en donde no se obtuvo suficiente muestra en el aspirado se procedió a 
introducir en una de las fosas nasales un volumen de 0.5 a 1.0 mL de solución salina fria y 
estéril con una jeringa estéril y sin aguja, y se intentó la succión de nuevo. 
4. - Se retiraron la trampa y , o el frasco conteniendo a la muestra con el medio de transporte. 
Se tuvo cuidado de que no se contaminara la muestra, y posteriormente se cerró perfectamente 
el recipiente conteniendo [a muestra. 
5. - Se rotuló a lápiz la etiqueta (Figura 2) de la trampa y f o el frasco que contenia la muestra. 
6. - La muestra se mantuvo durante el transporte a 4°C dentro de la caja de unicel con hielo 
frapé hasta llegar al Laboratorio de Virologia de la Facultad de Medicina (UNAM) para ser 
procesada 

4.2.2. - METODOLOGIA DEL LAVADO NASOFARíNGEO: 
La toma de la muestra se realizó en el INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA Y previamente 
se tuvo preparado todo el material. El procedimiento fue el siguiente: 
1. - Usando de guantes de látex y con un algodón humedecido con alcohol al 70%, se limpió el 
área de la piel cercana a las fosas nasales 
2. - Se introdujo al cotonete estéril hasta el fondo de la nariz, de forma muy suave y procurando 
no lastimar, (Figura 3), y antes de retirarlo se realizaron pequeños giros, para obtener la mayor 
cantidad de material posible. Se retiró con cuidado sin dañar la mucosa nasal. 
3. - Se colocó al cotonete en el frasco conteniendo el medio de transporte y posteriormente se 
cerró perfectamente el recipiente conteniendo la muestra. 
4. - Se rotuló a lápiz la etiqueta (Figura 2) de la trampa y f o el frasco que contenia la muestra. 
5. - La muestra se mantuvo a 4°C dentro de la caja de untcel con hielo frapé hasta llegar al 
Laboratorio de Virus Respiratorios del Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia 
Epidemiológicos (INDRE) para ser procesada lo más pronto posible. 

4. 3. - CLARIFICACiÓN DE LA MUESTRA 
La clarificación de la muestra se realizó de la siguiente forma: 
1. - Se colocó la muestra y en un tubo de centrifuga de 15 mL 
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2. - Se centrifugó a 800 o 1000 r.p.m./1O minutos a 4'C 
3. - Se eliminó el moco que generalmente se quedaba tanto en la parte del fondo (algunas 
veces acompañado de poco detritus celular) como en la supetiicie (presente como hilos 
delgados) 
4. - La muestra clarificada fue utilizada para el ensayo inmunoenzimático para la detección de 
RSV, y para la inoculación en embrión de pollo para el aislamiento del virus de la influenza 

NOTA: En lo subsecuente a la muestra clarificada se le denominará muestra fresca 

4.4. - CONGELACiÓN DE MUESTRAS 
Una vez ya clarificada la muestra se, procedió bajo condiciones de esterilidad, a form ar cuatro 
alícuotas de 0,5 mL perfectamente identificadas, después se le adicionó sulfato de magnesio a 
una concentración final de O.01M y finalmente se congeló (24, 96). 
Posteriormente las alícuotas de las muestras congeladas se iban descongelando conforme se 
iban empleando. Estas sirvieron para realizar la infección a embrión de pollo para el aislamiento 
de virus de herpes y en cultivo celular para la detección de adenovirus, para influenza virus y 
virus respiratorio sincitial; como más adelante se detalla. 

NOTA: En lo subsecuente a este tipo de muestra, pese a que se empleó descongelada, se le 
denominará muestras congelada. 

4.5. - ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO EN FASE SÓLIDA PARA LA DETECCiÓN DE R.S.V. 
A partir de cada una de las muestras frescas (sin congelar) se corrió el ensayo 
inmunoenzimático para la detección de antígeno de RSV, siguiendo los pasos del kit" Abbott 
Testpack @RSV·· 

4. 6. - INOCULACiÓN A EMBRiÓN DE POLLO VíA AMNiÓTICA Y ALANTOIDEA PARA EL 
AISLAMIENTO DEL VIRUS DE INFLUENZA. 
A partir de cada una de las muestras frescas (sin congelar) se inocularon dos huevos 
embrionados de pollo de la siguientes forma (97)". 
1 • Se limpió y se desinfectó el cascaron (Figura 4) 
2 .. Se marcó una cruz con lápiz en la punta ovoide del huevo 
3. - Se perforó con una aguja hipodérmica del No. 16 estéril 
4. - Se cargó 400 ,.d de muestra fresca con una jeringa hipodérmica de 1 ml. Se introdujo por la 
perforación hasta llegar a la cavidad alantoidea (Figura 4) 
5 .. Con ayuda del ovoscopio se localizó al embrión y sus membranas. Después se depositó en 
la cavidad amniótica 200, .. d de la muestra, procurando dirigir la aguja hacia el ojo del embrión, 
sin lesionarlo. 
6. - Se fue sacando cuidadosamente la aguja hasta Hegar a la membrana alantoidea. entonces 
se depositaron los otros 200 ¡..tI de la muestra (Figura 4) 
7" - Se retiró toda la aguja con cuidado e inmediatamente después se selló con cera o barniz de 
uñas el orificio para evitar contaminación 
8. - Se incubaron los huevos en un incubador húmedo a 37°C /3 días 
9. - Después de la incubación los huevos se colocaron a -20°C I 30 minutos para que muriera el 
embrión 
10. - Se limpió y desinfectó el cascarón en el área del saco aéreo 
11. - Se marcar con lápiz el saco aéreo 
12. - Se recortó con tijeras estériles o flameadas el cascarón en esa zona 
13. - Se cortó y se separó la membrana corioalantoidea 
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14, ~ Se colectaron por separado con jeringas de 10 mL, los liquidas alantoldéo y amniótico Se 
puncionó la cavidad alantoidea y se extrajo el líquido. Posteriormente se inclmó el huevo de tal 
forma que la cabeza no estorbara y se pudiera aspirar el líquido del saco amniótico 
15. ~ Finalmente los liquidos alantoidéo y amniótico se sometieron a la técnica de 
hemaglutinación empleando eritrocitos de gallina al 5% en PBS para la detección del virus de 
influenza. 

4.7. - HEMAGLUTlNACIÓN PARA DETECTAR VIRUS DE INFLUENZA 
1, - Se colocan 25 ~I de PBS en cada uno de los pozos 
2. ~ Se trabajaron dos filas de pozos (horizontales o letras) por cada muestra (tanto de líquido 
alantoidéo como del amniótico). y cada una de las diluciones correspondió a cada una de las 
columnas (vertical o números) 
3. - En el primer pozo de la placa (A~1) se colocaron 50 ¡.tI de la muestra problema. se 
mezclaron bien y se tomaron 25).11 que fueron transferidos al siguiente pozo (A~2). este 
procedimiento se continuó hasta el último pozo (A~ 12) donde se adicionaron los ultimas 25 ).ll Y 
después de mezclar bien se eliminaron 25 111. 
4. - Se adicionaron a todos los pozos 251." de la solución de eritrocitos (5%) 
5, • Se incubó la placa a 22°C I 39 minutos 
6, - Los resultados se leyeron de la siguiente forma: En la muestra positiva se esperaba 
encontrar el fenómeno de aglutinación donde no hay precipitación de los eritrocitos: y en los 
resultados negativos se buscó precipitado de eritrocitos formando un botón rojo al fondo. 

Se consideraría el titulo viral como la dilución más alta de la muestra donde se hubiera 
observado total o parcial aglutinación de eritrocitos, Esta dilución se dice que contiene una 
unidad Hemaglutinante de antígeno viral 
7. - En caso de ser positivos se procederia a tipificar el Influenzavirus involucrado por medio de 
la Inhibición de la Hemaglutinación. Esto no fue necesario ya que todas las muestras resultaron 
negativas. 

4. 8. - PROPAGACiÓN DE CÉLULAS 
Las líneas celulares MRC-5 y VERO fueron crecidas en O-MEM con 10% de SF8. Las MRC-5 
hasta la generación 38 y las VERO hasta la generación 169. La línea celular HEp-2 se creció 
en medio MEM con 6% de SFB. 

4.9. -INFECCiÓN A CULTIVO CELULAR (MRC-5) PARA VER EFECTO CITOPÁTICO 
Se infectaron cultivos celulares (MRC-5 generación 38) en placas de seis pozos, con las 
muestras "congeladas" para dar pases y tratar de observar efecto citopático, Las muestras que 
iban mostrando efecto citopático o muerte celular se iban pasando a botellas de 25 cm 2

. 

1. - Cuando las monocapas de MRC-5 presentaba confluencia del 90 al 100% fueron infectadas 
con las muestras de la siguiente forma. 
2, - Se retiró el medio de crecimiento y se agregó 1 mL de medio de mantenimiento (al 2% de 
SFB) 
3. - Se inocularon con 200 f..I.l de la muestra 
4. - Se incubó por 2 Hrs a 37°C y en una atmósfera de 5% de CO2 

5, - Se retiró el inóculo y se agregaron 5 mL de medio de mantenimiento. 
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4.10. - INFECCiÓN DE CÉLULAS VERO PARA EL AISLAMIENTO DE PARAINFLUENZA y 
ADENOVIRUS. 
1 .• En placas de 48 pozos, se propagaron células VERO generación 169 (2 x 104 células I 
pozo) con 500ftl por pozo de DMEM con 10% de SFB como medio de crecimienlo 
2. - Cuando la monocapa estaba confluente en un 90 a 100% el medio de crecimiento fue 
suslituido por 50 ftl de inóculo (muestra congelada) 
3. - Se dejó incubando por 2 Hrs., posteriormente el ¡nácula fue retirado y se le adicionó 500).11 
medio de mantenimienlo (al 2% de SFB) 
4. - Se cosechó cuando se observó efecto citopático y en los casos donde no se observó se 
cosechó en un plazo de 21 días. 

4. 11. - INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA LA DETECCiÓN DE VIRUS DE 
PARAINFLUENZA COMO GRUPO, PARA LA TIPIFICACiÓN DE LOS TRES TIPOS (1, 2 Y 
3), E INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA LA DETECCiÓN DE ADENOVIRUS. 
1. - Se cosecharon las células VERO infectadas con las muestras cuando la monocapa 
presentó daño celular o en caso de no presentarlo se cosecharon hasta los 21 días. La forma 
de cosecha consistió solamente en raspado de la monocapa dentro del medio de 
mantenimiento, sin utilización de tripsina ni verseno, empleando para esto, una palita o 
gendarme estéril. 
2. - Se centrifugaron las células a 1,500 r.p.m./10 minutos / a temperatura ambiente 
3. - Se separó el sobrenadante y se guardó a -70oe 
4_ - Se lavó el botón de células con PBS 
5. - Se centrifugó nuevamente a 1,500 r.p.m. /10 minutos / a temperatura ambiente 
6. - Se eliminó el sobrenadante 
7. - Al botón celular se mantuvo en un volumen mínimo (de 75 alOa )..1.1) 
8_ - Se colocó 25 ).11 de la suspención de células en cada uno de dos espacios del porta objetos 
9. - Se dejó secar a temperatura ambiente 
10. - Se fijó con acetona fria (4 o C) por 10 minulos 
11 - Se dejó secar a temperatura ambiente 
12 - Se lavó nuevamente con PBS 
13. - Se adicionaron. 
A). - 25 ¡..¡I de la mezcla de anticuerpos monoclonales (mAb) anti para influenza tipos 1, 2 Y 3 
para detectar al virus de Parainfluenza como grupo. 
B). - En los casos positivos a PIV (grupo) se procedió a tipificarlos, empleando 25 ¡..¡I de mAb de 
cada uno de los tipos de PIV (1. 2 Y 3) por separado. 
C). - Colateralmente se procesaron las muestras para la detección de adenovirus donde se 
emplearon anticuerpos monoclonales contra la proteína hexón común a todos los adenovirus 
humanos. 
14. - Se incubó 15 minutos a 37°C en una cámara húmeda 
15. - Se lavó Ires veces con PBS-Tween (Ver apéndice A) 
16. - Se adicionaron 50 I .. d de loduro de propidio a una concentración final de 1 mg / mL 
17. - Tres lavados con PBS-Tween (Ver apéndice A) 
18. - Se adicionó una 25 }.tI de líquido de montaje y se colocó el cubre objetos 
19. - Las laminillas se observaron inmediatamente después de haberse preparado. Se empleó 
microscopio de fluorescencia tanto con luz visible como con luz ultravioleta a 40X, 100X y 200X 
de aumento. 
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4. 12 .. INOCULACiÓN A EMBRiÓN DE POLLO VIA MEMBRANA CORIOALANTOIDEA 
PARA EL AISLAMIENTO DEL VIRUS DE HERPES SIMPLEX. 

Este procedimiento se hace por duplicado para cada muestra (97) 
1. ~ Se limpió y desinfectó el cascaron (Figura 5) 
2. - Se observó al ovoscopio para verificar que el embrión se encontraba vivo e identificar las 
estructuras del huevo 
3. ~ Se marcó con lápiz una linea alrededor del perímetro de la cámara de aire del huevo y se 
marcó en el centro de la cámara una X 
4. ~ Se identificó a un lado de la cámara de aire con el número de la muestra 
5. - Se buscó una zona poco irrigada en la membrana corioalantoidea y se marcó con una X 
6. - Se perforó con una aguja hipodérmica estéril del No. 18 en las dos marcas, y se tuvo 
cuidado de no perforar las membranas (Figura 5) 
7. - Con una bombifla de látex se succionó desde la perforación de la cámara de aire para crear 
un nuevo espacio entre el cascarón y la membrana corioalantoidea (en el sitio de punción) 
8. - Se cargaron 200 ~I de muestra "congelada" en una jeringa hipodérmica de 1 mL y se 
introdujo por el orificio que da a la membrana corioalantoidea sin llegar a la membrana (Figura 
5) 
9. - DespuéS se depositó en la nueva cámara de aire 100~1 de la muestra por cada embrión 
10. - Se sacó cuidadosamente la aguja 
11. - Inmediatamente después se selló con cera o barniz de uñas los dos orificios para evitar 
contaminación 
12. - Se incubaron los huevos en un incubador húmedo a 37°C I 3 días 
13. - Después de la incubación se colocaron los huevos a -20°C I 30 minutos para que muera el 
embrión 
14 - A las 72 Hrs después se cosecharon las membranas 
15. - Se recortó con tijeras estériles o flameadas en la punta ápice del cascarón 
16. - Se separaron y eliminaron las membranas amniótica y alantoidea. así como el embrión: y 
se colectó solamente la membrana corioalantoidea 
17. - Finalmente se realizó la exploración en microscopio estereoscópico de las membranas 
para detectar la presencia de placas y I o vesículas de lesión sugestivas de Herpes 

4.13. -INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA LA DETECCiÓN DE HERPES SIMPLEX 
TIPOS 1 Y 2. 
1 - Se cosecharon las membranas corioalantoideas provenientes de embriones infectados con 
las muestras a las 48 Hrs post-infección. La forma de cosecha consistió en tomar la placa y I o 
vesícula bajo condiciones de esterilidad. 
2. - La lesión de la membrana corioalantoidea se extendió en cada uno de los pozos de un 
porta objetos y posteriormente se fijó COn acetona fría (aproximadamente a 4 ° C) por 10 
minutos 
3. - Se dejó secar a temperatura ambiente 
4. - Se lavó nuevamente con PBS 
5. - A cada pozo se le adicionó 25 ~I de uno de los anticuerpos monoclonales ya sea anti HSV-
1 o anli HSV-2 . 
6. - Se incubaron durante 15 minutos a 37(¡C en una cámara húmeda 
7. - Se les dieron tres lavados con PBS-Tween (Ver apéndice A) 
8. - Se les adicionaron 50 ~I de loduro de propidio 
9. - Se les dieron otros tres lavados con PBS-Tween \'Jer apéndice A) 
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10. - Al porta objetos se les adicionaron 25 ¡..tI de recina para montaje y se le colocó el cubre 
objetos 
11 - Las laminillas se observaron inmediatamente después de haberse preparado. Se empleó 
microscopio de fluorescencia tanto con luz visible como con luz ultravioleta a 40X, 100X y 200X 
de aumento. 

4. 14. - RT - PCR 
A las muestras que dieron positivo a RSV por ensayo inmunoenzlmático y que provenían del 
quinto pase, se les dió un último pase en células HEp-2 para su posterior extracción de RNA 
total. Se empleó esta linea celular debida a que en esta ya está establecida la técnica de RT
PCR para virus de referencia en el laboratorio de Virología de la Facultad de Medicina, 
U.N.A.M., el protocola de extracción de RNA que se siguió se basó en el descrito por 
Chomzaynsky y Sachi (98. 99, 100). 

4.14.1. - EXTRACCiÓN DE RNA TOTAL 
1. - Separación de células de una caja de 25 cm2 a las 48 Hrs post-infección, 
2. - Se centrifugó a 14. 000 r.p.m. durante 30 segundos 
3. - A las células obtenidas se les adicionó 250 ¡.¡.I de solución O (Ver apéndice B) 
4. - Se agregaron 500 ~I de fenal saturado en agua, 50 ~I de acetato de sodio 2M (pH4) Y 
100 ).11 de cloroformo-alcohol isoamílico 25: 1. Se agitó durante 10 segundos, posteriormente se 
centrifugó entre 10 y 15 minutos en la centrífuga Eppendorf a 15,000 r.p.m. a temperatura 
ambiente 
5. - Se obtuvo el sobrenadante y se adicionó 500 ).11 de isopropanol frío. Se enfrió durante toda 
la noche a -70°C 
6. - Se centrifugó a 15,000 durante diez minutos en la centrifuga Eppendorf 
7. - Se lavó la pastilla con 200 )J.I de etanol al 75% y se disgregó el precipitado con ayuda de la 
micropipeta 
8. - Se centrifugó a 15,000 r.p.m, en Eppendorf durante diez minutos 
9, - Se obtuvo el precipitado y se secó al vacio 
1 Q. - La pastilla se resuspendió en 20 IJ.I de TE (Ver apéndice 8) 
11. - Se guardó a -20°C 

4.14.2. - CUANTIFICACiÓN DE RNA TOTAL 
1, - A partir de la suspención el RNA (20 )J.I) se hizo en un tubo aparte una dilución 1 :200, es 
decir se tomaron 5 IJ.I Y se le adicionaron 995 ).11 de TE. 
2. - Se leyó la densidad óptica en el espectofotómetro a una longitud de onda de 260 nm 
3, - Después se multiplicó el valor obtenido de la densidad óptica por 200 que es el factor de 
dilución que se empleó para hacer la lectura. 
4. - Debido a que se considera que una unidad de densidad óptica equivale a 40 mg de RNA, 
se emplea este valor como constante para conocer los mg de ácidos nucleicos que se tienen 
por ml. Lo cual se logra multiplicando 40 por el resultado obtenido en el punto No. 3. 
5. - Luego se obtiene el valor en mg de RNA en 100 )J.I 
6. - Finalmente se obtiene el valor del volumen en )J.I en el que esté contenida la cantidad en mg 
de RNA con la que se desea trabajar. En el presente estudio se trabajó con 6 mg de RNA por 
reacción. 

4. 14.3. - TRANSCRIPCiÓN INVERSA (OBTENCiÓN DE cONA) 
1. - En un tubo Eppendorf de 0.65 mL se colocaron: 4 ~I de amortiguador de reacción (50mM 
tris HCI pH 8.3, 75 mM KCI, 10 mM de Dn (Diliotreitol). 3 mM MgCI,). 2 mM de cada fosfalo de 
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desoxirribunucleótido. 6 mg de RNA de células infectadas. 20 U de inhibldor de RNAsa y se 
agregaron 200 U de la enzima transcriptasa reversa. El volumen de reacción final fue llevado a 
20 ).11 Y se incubó a 42°C por una hora. Este proceso fue realizado por la M. en C. Tirado 
Mendoza Rocio 

4. 14.4 .• REACCiÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCRl 
Al tubo de reacción anterior se le adicionó amortiguador de amplificación {50mM de KCI. 10mM 
de Tris Hel. 1.5 Mg CI, l. 60 pM de cada Iniciador (N1 y N2l 2.5 U de Taq DNA polimerasa. y se 
agregó agua ·DEPC para un volumen final de 100 ¡¡1. 

La reacción de PCR consistió en un paso de desnaturalización previa de 99°C I 2:30 
mino y cada ciclo se compuso de un periodo de desnaturalización de 94°C I 1 min, uno de 
alineación de 65°C 11:30 y otro de polimerización de 72°C 11min. Durante 35 ciclos con una 
extensión final de 72°C 1 7 min Este proceso fue realizado por la M. en C. Tirado Mendoza 
Rocio 

4. 14. 5 .• LECTURA DEL PCR 
Se emplearon 6 ~lg de producto de PCR por cada muestra y 1 ).1g de marcadores de pesos 
moleculares por gel. La electroforesis se realizó en geles de agarosa al 1 % con 2,5).11 de 
bromuro de etidio, a 90v durante 1 hr. Posteriormente el gel fue observado con luz ultravioleta 
en un transiluminador. 

4. 15. - ÁNALISIS ESTADíSTICOS 
Debido a que los resultados obtenidos son variables de respuesta, se consideraron valores 
nominales. es decir no paramétricos, por lo tanto el tipo de análisis estadístico que se realizó 
fue la prueba de Ji-cuadrada. 
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5.· RESULTADOS 

5.1. - BASE DE DATOS: 
Los datos se muestran en la Tabla 6. y están organizados por columnas de la siguiente 
manera: 

Muest.- Es el número progresivo de las muestras con forme se recolectaron 
Sexo.- Sexo del paciente 
Edad.- Edad del paciente 
DxCI.- Manifestación clínica del paciente con enfermedad aguda del tracto respiratorio 

inferior. Bronquitis (B), Bronquiolitis (BO) o Neumonía (N). 
CPE.- Presencia o no de efecto citopático (CPE) 
RSV. - Positividad por ensayo inmunoenzimático al virus respiratorio sincitial (RSV) 
IV.- Positividad por inmunofluorescencia al virus de Influenza (IV) 
PIV.- Positividad por inmunofluorescencia al virus de Parainfluenza (PIV) indicando tipos 

1,2 o 3. 
AV.- Positividad por inmunofluorescencia al Adenovirus (AV) 
HSV.- Positividad a virus Herpes Simplex (HSV), indicando tipos 1 y/o 2 
SM.- Como ya se mencionó en materiales y métodos la clasificación de los estratos 

económicos se hizo con base al número de salarios minimos que se destinaban a 
la alimentación mensualmente. La población estudiada se agrupó de la Siguiente 
forma: . 
Grupo A- De O a menos de 1 salario mínimo 
Grupo B.- De 1 a menos de 2 salarios mínimos 
Grupo C.- De 2 a menos de 3 salarios minimos 
Grupo D.- De 3 en adelante. 

MeA .- Lesión en membrana corioalantoidea (MeA) 

5. 2. - MUESTREO: 
La poblacíón considerada en el estudio fue de noventa y un infantes menores de edad 
hospitalizados con cuadro clínico de enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior, 
durante el período de mayo de 1996 a mayo de 1997. Los pacientes provenían de los 
hospitales "Dr. Manuel Gea González" (Secretaria de Salubridad), "Venados" (Instituto 
Mexicano del Seguro Social) y del Instituto Nacional de Pediatría. Las muestras se 
obtuvieron por lavados y aspirados nasOfarlngeos, con base en lo reportado por otros 
autores, quienes señalan a este tipo de muestras como las adecuadas para aislar virus 
respiratorios en pacientes de estas edades, otras técnicas de toma de muestra como son 
el aspirado bronquial o el lavado bronquial, son más traumáticas para los niños. 

5. 3. - CARACTERíSTICAS DE LA POBLACiÓN ESTUDIADA 
En cuanto al sexo, la población no tuvo sesgo, y cabe señalar que el sexo no fue 
considerado como un factor determinante de la enfermedad. 

La población analizada se subdividió en tres grupos etarios según la clasificación 
mundial y también fue subdividida de acuerdo a su nivel socioeconómlco (como ya se 
mencionó en materiales y métodos). 

En la distribución de pacientes por grupos etarios no se observó sesgo. Pero si se 
observó una importante diferencia en el nivel socioeconómico, donde el mayor número de 
individuos fueron los del grupo 'A", que son los de más bajo nivel socioeconómico. Esto 
deb',do a que las muestras provenlan de hospitales de seguridad social y de asistencia 
pública. 
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TA8LA 6: TA8LA DE LA 8ASE DE DATOS 
MUEST SEXO EDAD DXCL CPE RSV IV PIV AV HSV SM LESION 

1 F 0.17 80 (+) (+) (-) (- ) ( -) (- ) 8 (- ) 
2 M 0.67 N (+) (+) ( -) ( -) ( -) (- ) A (-) 
3 M 0.17 8 (+) (+) ( -) (-) (- ) ( -) 8 (- ) 
4 M 0.83 N (+) (+) (-) (- ) ( -) (-) A (- ) 
5 M 0.17 N (+) (+) (-) (- ) ( -) (-) A (- ) 

6 F 0.17 N (+) (- ) (-) (- ) ( -) (-) A (- ) 

7 M 0.17 N (+) (+) ( -) ( -) ( -) (- ) A ( -) 
8 M 0.67 N (+) (-) ( -) ( -) ( -) 1 Y 2 8 ( +) 
9 F 0.67 N ( -) ( -) ( -) ( -) (-) 1 A (+) 
10 M 1.83 80 (-) (-) (-) ( -) (-) (-) A (- ) 
11 M 0.58 80 (+) (-) (-) (-) (-) . (-) A (- ) 
12 M 0.58 8 (+) (- ) ( -) ( -) (-) (- ) 8 (- ) 
13 F 0.25 N (+) (- ) ( -) ( -) ( -) (- ) 8 ( -) 
14 M 0.17 N (+) (+) ( -) (-) ( -) (-) 8 ( -) 
15 M 0.75 80 (+) (+) (-) (-) ( -) ( -) A ( -) 
16 F 2.00 80 (+) (-) (-) (-) ( -) (-) A (-) 
17 F 0.75 8 (+) (- ) ( -) ( -) ( -) (- ) A (- ) 
18 F 10.00 N (+) (- ) ( -) ( -) ( -) (- ) 8 ( -) 
19 M 0.17 8 (+) (-) (-) ( -) ( -) ( -) A ( -) 
20 M 0.75 N (+) (-) (-) ( -) (- ) (-) 8 (-) 
21 M 3.00 N (+) (- ) (- ) (- ) ( -) (-) A (- ) 
22 M 9.00 N (- ) (- ) ( -) (- ) ( -) (-) A (- ) 
23 M 5.00 N (-) (-) (-) (-) ( -) 1 Y 2 A (+) 
24 M 1.00 N ( -) (-) ( -) ( -) ( -) (- ) A (-) 
25 M 5.00 N (+) (-) ( -) ( -) ( -) (-) A ( -) 
26 F 2.00 N (+) (-) (-) (-) ( -) ( -) A (-) 
27 M 1.63 8 (+) (- ) (- ) (+) 3 (+) (-) C (+) 
26 F 5.67 8 (+) (- ) ( -) (-) (+) 2 e (+) 
29 F 0.50 8 (+) (-) ( -) ( -) (+) (- ) e (-) 
30 F 10.00 8 ( -) (-) ( -) (-) ( -) (-) e (-) 

31 M 1.08 8 (+) (-) (-) (-) (- ) ( -) e (-) 

32 F 2.92 8 (+) (- ) (-) (+) 1 (-) ( -) 8 ( -) 
33 M 0.92 8 (+) (-) ( -) +) 1 (-) (- ) D (- ) 
34 M 3.25 8 (+) (-) ( -) ( -) ( -) 2 8 (+) 
35 F 3.75 8 (+) (-) ( -) (+) 2 ( -) 1 e (+) 
36 F 3.33 8 (+) (-) (-) (+) 2 ( -) ( -) D (-) 

37 F 2.08 8 (+) (-) ( -) (-) (-) ( -) 8 (-) 

38 F 1.00 8 (+) (+) ( -) (-) (-) (- ) 8 ( -) 

39 F 2.33 80 (+) (-) ( -) (-) (-) (-) 8 ( -) 

40 M 0.25 B (+) (-) (-) (-) ( -) (-) B (-) 
41 M 1.33 B (-) (-) (-) (-) (-) (-) D (-) 

42 M 3.67 B (-) (-) (-) (-) (-) (-) B (-) 

43 F 4.42 8 ( -) (+) ( -) (-) (-) (-) A (-) 
44 F 10.00 B (-) (-) ( -) ( -) (-) (-) A (-) 

45 M 9.08 B (+) (-) ( -) (-) (-) (-) A (- ) 
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MUEST SEXO EDAD DX el ePE RSV IV PIV AV HSV SM lES ION 
46 F 10.00 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
47 F 3.67 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
48 F 2.50 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
49 M 2.67 80 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
50 F 2.25 8 1-) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) D 1-) 
51 F 0.17 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
52 F 1 17 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
53 M 175 8 1+) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
54 M 1.67 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
55 F 5.33 8 1-) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
56 F 1.00 8 1-) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
57 M 1.08 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
58 F 3.50 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
59 F 4.50 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1+) 
60 F 1.08 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
61 F 10.00 8 1+) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
62 M 1.17 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1 A 1+) 
63 M 10.00 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
64 F 10.00 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1 Y 2 8 1+) 
65 M 700 8 1+) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
66 M 3.33 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
67 F 0.92 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) D 1-) 
68 M 1.92 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
69 M 5.67 8 1-) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
70 F 1.33 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 8 1-) 
71 F 5.33 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
72 F 0.92 8 1+ ) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
73 M 4.42 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
74 M 0.33 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) D 1-) 
75 F 0.17 80 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) D 1-) 
76 M 1.50 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1+) 
77 M 4.00 8 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
78 F 10.00 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) D 1-) 
79 M 3.25 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
80 M 0.50 8 1-) 1+) 1-) 1-) 1-) 1-) e 1-) 
81 M 8.00 8 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) 1-) A 1-) 
82 F 10.00 8 l·) l·) I~) 1-) l·) 1-) e l·) 
83 M 10.00 8 l·) l·) l·) l·) l·) l·) A l·) 
84 M 0.25 N 1-) l·) l·) 1-) l·) l·) D l·) 
85 F 5.67 8 (-) 1+) l·) 1-) l·) 2 8 1+) 
86 F 6.00 8 (-) 1+) O l·) l·) l·) D 1-) 
87 M 6.00 8 l·) 1+) l·) l·) l·) l·) e l· ) 
88 F 0.08 N l·) l·) l·) l·) l·) l·) A l· ) 
89 F 3.00 8 l·) l·) l·) 1-) l·) l·) A l·) 
90 M 1.33 80 l·) l·) l·) l·) l·) (.) 8 (. ) 
91 M 0.92 80 (-) (-) l·) 1-) l·) l·) 8 l·) 
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Cada uno de los pacientes fue clasificado con base al cuadro clinlco que presentó, 
como se describió en materiales y métodos. La manifestación cllnica más frecuente de 
enfermedad aguda del tracto respiratorio inferior, fue la bronquitis (ver Gráfica 1) 

GRÁFICA 1. - CARACTERlsTICAS DE LA POBLACiÓN ESTUDIADA 

CARACTERíSTICAS DE LA POBLACiÓN ESTUDIADA 
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5.4. - FACTOR DE RIESGO PARA LA PRESENTACiÓN DE LA ENFERMEDAD 
ASOCIADA CON LA PRESENCIA DE VIRUS 

Para determinar cual era el factor de riesgo de la enfermedad relacionada con la 
presencia de virus y que estuviera involucrado en los diferentes estratos 
socioeconómicos, se realizó la correlación de las muestras positivas a virus con cada uno 
de los factores de riesgo estudiados en el cuestionario aplicado. Los factores de riesgo 
estudiados fueron convivencia con personas con enfermedad respiratoria, hacinamiento, 
ubicación del hábitat cercana a industrias o basureros, convivencia con fumadores, 
estrato socioeconómico. 

El factor de riesgo más importante y que fue común denominador en todas las muestras 
que fueron positivas a algún virus, fue la convivencia del paciente con personas (de 
diferentes edades) que padecian enfermedad respiratoria en general; es decir. que esta 
podía ser aguda o crónica, del tracto respiratorio inferior o superior, sola o complicada con 
alguna otra enfermedad. por ejemplO cardiaca. 
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5.5. - CORRELACiÓN ENTRE EFECTO CITOPÁTICO (ECP) EN LINEA CELULAR 
(VERO O MRC-5) - LESiÓN EN MEMBRANA CORIOALANTOIDEA (MCA) -
PRESENCIA DE VIRUS Y VIRUS IDENTIFICADO 

De las muestras estudiadas (91 en total) 37 no presentaron ECP en ninguna de las dos 
lineas celulares estudiadas y 54 lo hicieron en ambas lineas celulares Ner Fotograflas 1. 
2. 3. 4 Y 5) 

De las 37 muestras que no dieron ECP. 34 no produjeron lesión en MCA. de éstas. 
en 26 no se detectó ninguno de los virus estudiados y en 8 solamente se detecté antígeno 
de RSV (ver Fotografía 6). y no se pudo aislar ninguno de los virus estudiados. 

Las 3 muestras restantes (de las 37 sin ECP) produjeron lesión en MCA. y se aisló 
HSV lo cual indica una diferencia de permisibilidad en los dos métodos empleados. para 
el HSV (Ver Fotografias 7. 8. 9. 10 Y 11). 

De las 54 muestras que en las que se observó ECP. 45 no produjeron lesión en 
MCA y 9 si lo hicieron. 

De las 45 muestras con ECP y sin lesión en MCA. 28 fueron negativas a todos los 
virus estudiados; y de las 17 muestras restantes, se pudo detectar la presencia de virus 
en el siguiente orden: 
* 13 fueron positivos a antígenos de RSV, de los cuales cinco fueron positivos por RT-
PCR (ver Fotografia 12) . 
• 3 casos de PIV (Ver Fotografias 13-19) 
• 1 caso de AV (Ver Fotografías 20-22) 

De las 9 muestras con ECP que además ocasionaron lesión en MCA. en 6 se pudo 
aislar al HSV. En uno de los 3 casos restantes. se diagnosticó previamente por IFA la 
presencia de AV y PIV-3 y muy probablemente la lesión en MCA fue producida por la 
interacción entre estos dos virus, ya que se ha reportado que las células transformadas 
por AV pueden inducir lesión en MCA. 

En los otros 2 casos restantes de los 9 donde hubo ECP y lesión en MCA. no se 
pudo determinar el agente infeccioso, pero muy probablemente pudo haber sido otro u 
otros virus no respiratorios que pudieran producir lesión en MCA como Varicela, 
Sarampión, Poliomielitis, etc. Ner Fotografias 23 y 24) 

La presencia de antigeno de RSV (por ensayo inmunoenzimático) se detectó tanto 
en muestras. que dieron ECP como en las que no lo hicieron. La confirmación de RSV por 
RT-PCR, se ensayó únicamente en las muestras que hablan sido positivas al antigeno de 
RSV independientemente de que hubieran o no dado ECP. La detección de virus 
infeccioso se llevó a cabo utilizando como fuente de mRNA células MRC-5 infectadas con 
muestras 

Las muestras que dieron ECP y fueron positivas a RSV por EIA y en las cuales no 
se pudo aislar ni detectar vinus infeccioso de RSV por RT-PCR, pudieron deberse a que 
se haya perdido el vinus durante los pases y que el ECP observado haya sido producido 
por otro virus no estudiado 
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El Cuadro de resultados 1 resume y correlacionar los datos obtenidos en la 
detección de efecto citopático, lesión en membrana corioalantoidea, presencia de virus y 
virus identificado. 

CUADRO 1.- CORRELACiÓN ENTRE EFECTO CITOPÁTICO, LESiÓN EN MEMBRANA 
CORIOALANTOIDEA, PRESENCIA DE VIRUS Y VIRUS IDENTIFICADO 

CP PRESENCIA PRESENCIA VIRUS 
YERO I MRC-5 LESIÓN EN VIRUS IDENTIFICADO 

MCA 

37 (-) 34 (-) 26 (-) 26 (-) todos los virus probados 

8 (+) 8 (+) Ag de RSV 
3 (+) 3 (+) 1 (+) HSV-2 y Ag de RSV 

1 (+) HSV - 1 
1 (+) HSV 1 y 2 

ECP PRESENCIA PRESENCIA VIRUS 
YERO IMRC-5 LESIÓN EN VIRUS IDENTIFICADO 

MCA 

54 (+) 45 (-) 28 (-) 28 (-) a todos los virus 
probados 

17 (+) 13 (+) a Ag de RSV de las 
cuales 

5 fueron positivas a RT-
PCR 
2 (+) PIV-l 
1 (+) PIV-2 
1 (+) AV 

9 (+) 7 (+) 1 (+) HSV - 1 
1 (+) HSV - 2 
2 (+) HSV -ly2 
1 (+) PIV - 3, (+) AV Y (-) HSV 
1 (+) PIV - 2 Y HSV-l 
1 (+)AV-HSV-2 

2 ND 2 ND 
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FOTOGRAFIAS 

Fotografia 1 - Control negativo, células MRC-5 

Fotografia 2. - Control positivo, células MRC-5 infectadas con RSV cepa Long 

Fotografla 3, - Células MRC - 5 infectadas con muestra cllnica y no produjo efecto 
citopático. Estas muestras tampoco produjeron efecto citopático en células VERO 
Algunas de estas muestras si indujeron lesión en membrana corioalantoidea 
(MCA) resultando positivas a HSV, y otras (que no produjeron lesión en MCA) 
resultaron positivas a antigeno de RSV por ensayo inmunoenzimático (EIA), 

Fotografía 4. - Células MRC-5 infectadas con muestra clínica, Se observa efecto 
citopático similar al del control positivo, la muestra resultó ser positiva a RSV por 
EIA y por Reacción en Cadena de la Polimerasa - Transcripción Reversa (RT -
PCR) 

Fotografia 5. - Células VERO infectadas con la misma muestra clinica de la Fotografia 4 

Fotografía 6. - Ensayo Inmunoenzimático para la detección de antígeno de RSV. Arriba a 
la izquierda la placa de control positivo inoculada con RSV cepa Long en medio de 
transporte. Arriba a la derecha la placa de control negativo, donde se utilizó 
solamente el medio estéril empleado para transportar a la muestra. Abajo a la 
izquierda una muestra e/fnica positiva a la presencia del antígeno de RSV. Abajo a 
la derecha una muestra clfnica negativa a la presencia del antígeno de RSV. 

Fotografía 7 - Control negativo de HSV. Células VERO 

Fotografla 8. - Control positivo de HSV - 1, Células VERO infectadas 

Fotografia 9. - Control positivo de HSV - 2. Células VERO infectadas 

Fotografía 10. - Membrana corioalantoidea inoculada con muestra clínica. Lesión en 
forma de vesícula bajo luz visible 

Fotografla 11 - La misma lesión de la Fotografia 10, pero bajo luz ultravioleta 

Fotografía 12. -Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para determinar la presencia de 
RSV infeccioso a partir de las muestras que resultaron positivas al ensayo 
inmunoenzimático para RSV, por medio de la técnica de RT-PCR, 

Fotografla 13. -Control negativo para PIV. Células VERO sin infectar 

Fotografia 14. - Control positivo para PIV-1. Células VERO infectadas 

Fotografia 15. - Control positivo para PIV-2. Células VERO infectadas 

Fotografia 16 - Control positivo para PIV-3. Células VERO infectadas 

Fotografia 17 - Muestra clinica positiva a PIV-1 Células VERO infectadas 
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cotografia 18. - Muestra clinica positiva a PIV-2. Células VERO infectadas 

Fotografia 1 9 - Muestra clinica positiva a PIV-3. Células VERO infectadas 

Fotografia 20. - Control negativo para AV. Células Hep-2 sin ,"fectar 

Fotografia 21. - Control positivo para AV. Células Hep-2 sin Infectar 

Fotografia 22. - Muestra clinica positiva a AV. Células VERO Infectadas 

Fotografia 23. - Efecto citopático producido por una muestra que fue negativa a todos los 
virus estudiados 

Fotografia 24. - Lesión en MCA producido por la misma muestra de la Fotografía 23. 
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5. 6. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE VIRUS Y NIVEL SOCIOECONOMICO 

Como se mencionó previamente el nivel socioeconómico de la famil'la de donde proven'la 
el paciente fue ubicado en diferentes categorias dependiendo el número de salarios 
mínimos destinados a la alimentación de un mes. Así se obtuvieron los siguientes grupos: 
A.~ De O a 1 salario mínimo 
B.- De 1 a 2 salarios minimos 
C.- De 2 a 3 salarios mínimos 
D.- Más de 3 salarios mínimos 

Estos datos fueron analizados por la prueba de Ji-cuadrada con 3 grados de libertad y 
95% de confianza, obteniéndose los siguientes resultados (CUADRO 2)'. 

CUADRO 2. - CORRELACiÓN ENTRE 
SOCIOECONOMICO 

Nivel Socioeconómico Positivos a virus 
A 
B 
C 
D 

Valor de Ji de prueba = 0.92829 
Valor de Ji de tablas = 7.81472 

12 
10 
8 
4 

PRESENCIA DE VIRUS Y NIVEL 

Negati\Jos a virus 
28 
16 
7 
6 

Como 0.92829 < 7.81472 se toma la decisión de aceptar la hipótesis de que la presencia 
de por lo menos uno de los virus respiratorios estudiados es independiente del nivel 
socioeconómico del paciente. 

38 



5. 7 .• CORRELACiÓN ENTRE VIRUS IDENTIFICADO· GRUPO ETARIO . TIPO DE 
MUESTRA Y CUADRO CLlNICO 

Se realizó la correlación de las muestras que fueron positivas a alguno de los virus estudiados 
con el grupo etario al que pertenecía el paciente, el tipo de muestra y el cuadro clínico 

Con la metodología utilizada en nuestro estudio no fue posible aislar el virus de 
Influenza en la población estudiada. 

El virus que más se detectó en toda la población fue el RSV (22 / 91) identificado en 
cada uno de los casos por ensayo inmunoenzimático y confirmado por RT ·PCR en 5 de los 22 
analizados, 

De los 18 casos de bronquitis relacionadas con virus, el mayor número de casos se 
debió al RSV (14/18). 

El HSV se detectó en 6/18 casos de bronquitis asociadas a virus y fue la segunda 
causa importante de enfermedad respiratoria aguda. 

Todos los casos positivos a AV (3 { 91) Y el PIV (5/91) se relacionaron con bronquitis 
En el Cuadro de resultados 3 se muestran los datos de los resultados resumidos arriba. 

los cuales están organizados primero por familia viral identificada, número de muestra. grupo 
etario. tipo de muestra y cuadro clínico. 

CUADRO 3 .. CORRELACI6N ENTRE PRESENCIA VIRAL (SIMPLE), GRUPO 
ETARIO TIPO DE MUESTRA Y CUADRO CLlNICO 

FAMILIAS MUESTRA GRUPO TIPO DE CUADRO 
VIRALES S ETARIO MUE STRA CLÍNICO 

POSITIVAS A.N.F·II.N.F. 

ADENOVIRIDAE 

1- Adenovirus o a 1 o 8 

ORTHOMYXOVIRIDAE 

(- Virus de Infleunza O 

PARAMYXOVIRIDAE 

• Virus Respiratorio 10 Oa1 8 2 38,280,5 N 
Sincital 

4 1 a 4 O 4 38,1 N 
7 5 a 14 O 7 78 

• Para influenza virus 
(PIV) 

• PIV· 1 1 Oa1 O 1 1 8 
1 1a4 O 1 1 8 

• PIV· 2 1 1 a 4 O 1 1 8 

HERPESVIRIDAE 
Herees Simolex (HSV) 
• HSV 1 1 O a 1 1 O 1 N 
·HSV2 1 1a4 O 1 1 8 
·HSV1y2 1 O a 1 1 O 1 N 

1 1a4 O 1 1 8 
2 5 a 14 O 2 1 8 Y 1 N 
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CUADRO 2 (CONTINUACION).- CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA VIRAL 
(MIXTA), GRUPO ETARIO, TIPO DE MUESTRA Y CUADRO CUNICO 

AV Y PIV - 3 IDe1a41 O B 

AV Y HSV- 2 1 De 5 a 141 O B 

RSVy HSV-2 1 De 5 a 141 O B 

1 PIV-2 y HSV 1 1 De 1 a 4 O B 

De las 91 muestras analizadas 56 fueron negativas a todos los virus estudiados y 35 resultaron 
positivas a uno o más virus. Cabe seflalar que, como ya se mencionó en material y métodos. 
para la identificación del RSV se empleó un procedimiento diferente que el usado para la 
identificación de los otros virus. Es decir, que mientras que para otros virus, la 
inmunofluorescencia se realizó a partir del aislamiento viral proveniente de linea celular o 
cultivo en embrión de pollo a partir de muestra congelada, en el caso de la identificación de 
RSV se realizó por medio de un ensayo inmunoenzimático para la detección de antlgeno a 
partir de muestra fresca y que posteriormente, a partir de muestra congelada, se propagó en 
línea celular para posteriormente realizar la detección del N del RSV por RT-PCR El cuadro 
no.4 resume los resultados obtenidos en el aislamiento viral. 

CUADRO 4. - MUESTRAS POSITIVAS A VIRUS 

VIRUS NUMERO DE 
MUESTRAS POSITIVAS 

-RSV 21 
-HSV 6 
- PIV 3 
-AV 1 

-AV Y PIV 1 
- RSV y HSV 1 
- PIVy HSV 1 
-AVy HSV 1 
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5. 8. - CORRELACiÓN ENTRE EDAD Y PRESENCIA DE VIRUS 

Los pacientes fueron organizados en tres grupos etarios, como ya se mencionó en materiales y 
métodos, los grupos fueron infantes (menores de un año), preescolares (de O a 4 años) y 
escolares (de 4 a menos de 14, que en este caso fueron niños menores de diez años) 

Se realizó la correlación entre la edad del paciente y la presencia de virus, para tal 
efecto se empleó la prueba de Ji-cuadrada en donde se obtuvieron los siguientes resultados 

CUADRO 5. - CORRELACiÓN ENTRE EDAD Y PRESENCIA VIRUS 

EDAD 

Infantes 
Preescolares 

Escolares 

Valor de Ji de prueba; 0.1426 
Valor de Ji de tablas; 5.9914 

POSITIVOS A NEGATIVOS A 
VIRUS VIRUS 

14 15 
9 27 
11 15 

Como 0.1426 < 5.9914 se toma la decisión de aceptar la hipótesis de que la presencia de RSV 
es independiente del diagnóstico clinico. 

5.9. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE RSV y DIAGNÓSTICO CLíNICO 

La presencia de RSV se correlaciono con el diagnostico clínico que presentaba el paciente al 
momento de tomar la muestra. Estos datos fueron analizados por la prueba de Ji-cuadrada con 
2 grados de libertad y 95% de confianza, obteniéndose los siguientes resultados (CUADRO 6) 

CUADRO 6. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE RSV y DIAGNÓSTICO CLiNICO 

Diagnóstico Clínico 
B 
N 

BO 

Valor de Ji de prueba; 0.128 
Valor de Ji de tablas; 5.9914 

Positivos a RSV 
15 
5 
2 

Negativos a RSV 
47 
14 
8 

Como 0.1426 < 5.9914 se toma la decisión de aceptar la hipótesis de que la edad del paciente 
es independiente de la presencia de virus. 



5.10. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE HSV y DIAGNÓSTICO CLíNICO 

La presencia de HSV se correlac"lonó con el diagnostico cli ni ca que presentaba el paciente al 
momento de tomar la muestra. Estos datos fueron analizados por la prueba de Ji-cuadrada con 
2 grados de libertad y 95% de confianza, obteniéndose los siguientes resultados (CUADRO 7): 

CUADRO 7. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE HSV y DIAGNÓSTICO CLlNICO 

Diagnóstico Clínico Positivos a RSV 
8 
N 

BO 

Valor de Ji de prueba; 0.81955 
Valor de Ji de tablas; 5.9914 

6 
3 
O 

Negativos a RSV 
56 
16 
10 

Como 0,81955 < 5.9914 se toma la decisión de aceptar la hipótesis de que la presencia de HSV 
es independiente del diagnóstico clínico. 

5. 11. - CORRELACiÓN ENTRE PRESENCIA DE LOS OTROS VIRUS Y DIAGNÓSTICO 
CLÍNICO 

La presencia de PIV así como de AV solamente se detectó en casos de bronquitis y fue en un 
numero muy bajo por lo que no se procedió a realizar la prueba de ji-cuadrada En el caso de IV 
no se detectó ninguna muestra positiva 
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5. 11. - DISTRIBUCiÓN ESTACIONAL POR SEMANAS DE LOS VIRUS 
IDENTIFICADOS 

La curva de distribución del número de muestras que se obtuvieron por semana durante 
el presente estudio, comprende desde la semana 18 de 1996 hasta la semana 16 de 
1997 (Gráfica 3). Se estudio la correlación entre numero de muestras obtenidas por año y 
número de muestras positivas a virus. Estos datos fueron analizados por la prueba de Ji
cuadrada con 1 grado de libertad y 95% de confianza, obteniéndose los siguientes 
resultados (CUADRO 8): 

CUADRO 8. - CORRELACiÓN ENTRE NÚMERO DE MUESTRAS OBTENIDAS POR 
AÑO Y NÚMERO DE MUESTRA POSITIVAS A VIRUS 

Año Positivos a virus 
1996 
1997 

Valor de Ji de prueba = 0.362448 
Valor de Ji de tablas = 3.841455 

10 
28 

Negativos a virus 
15 
38 

Como 0.362448 < 3.841455 se toma la decisión de aceptar la hipótesis de que la 
presencia de virus es independiente de la época del invierno (inicio o final) en la que se 
tomó muestra 
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GRAF1CA 2 - DISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LOS VIRUS IDENTIFICADOS 
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6, - DISCUSiÓN 

El objetivo primordial de este trabajo de tesis fue el aislamiento e identificación de virus 
respiratorios involucrados en la enfermedad aguda exclusiva del tracto respiratorio 
inferior, en pacientes hospitalizadas y menores de diez años de edad. 

En el presente estudio no se observó correlación entre el estrato socioeconómico 
del paciente y la presencia de por lo menos uno de los virus respiratorios estudiados (P< 
0.05). Lo anterior puede deberse a la caracterlstica de los virus como patógenos 
primarios, los cuales no requieren la presencia previa de otro microorganismo para 
producir daño, y solamente requerirá de factores de riesgo para que se presente la 
enfermedad, tal y como lo observado en el presente estudio donde, como ya se hizo 
mención, la convivencia con personas con alguna enfermedad respiratoria puede es un 
factor de riesgo muy importante. 

El factor de riesgo más importante y común deno!11inador en el 100% de las 
muestras que fueron positivas a algún virus, fue la convivencia del paciente con personas 
(de diferentes edades) que padecían enfermedad respíratoría en general; es decir, que 
ésta podía ser aguda o crónica, del tracto respiratorio inferior o superior, sola o 
complicada con alguna otra enfermedad. Este dato es de gran importancia debido a que 
no existen antecedentes de reportes nacionales que analicen los posibles factores de 
riesgo para la EATRI de origen viral en pacientes hospitalizados de estos grupos de 
edades. Sin embargo nuestros resultados señalan que la convivencia es un factor 
preponderante, lo cual coincide con lo reportado por otros autores (5, 6, 7, 8). 

En el presente trabajo se demostró por medio de la prueba de Ji-cuadrada, que la 
presencia de por lo menos uno de los virus respiratorios estudiados fue independiente del 
diagnóstico clínico (P< 0.05 para RSV y para HSV), es decir que no importó si se trataba 
de un caso de bronquitis, bronquiolitis o neumonla. En estudios realizados por Steiner 
(101) y por Freymuth (102,103) se señala a la bronquitis como manifestación clinica 
principal de EATRI y cuadro clínico asociado a la presencia de virus. Monto (104) atribuye 
la principal causa de EA TRI a las infecciones bacterianas, pero cita que muy 
probablemente estas sean favorecidas por una infección inicial de etiología viral. 

De los virus que se estudiaron, Influenza no fue detectado en ninguno de los 
casos, resultado similar a lo reportado por Sakir (105) quien identifica un minimo de 
muestras positivas a Influenza en ninos menores de cinco aFios hospitalizados con cuadro 
clínico de IOATRI. Contrariamente a estos estudios Steiner (101) y Tecu (106) por 
separado reportan como agente etiológico responsable de un brote de EATRI en niños 
menores de un a~o al virus de Influenza, posterior a este brote aparecieron casos de 
EA TRI donde se aislaron virus de Parainfluenza y Adenovirus. 

En nuestro estudio los casos de Parainfluenza y Adenovirus fueron escasos a 
diferencia de lo reportado por Steiner (101), solamente que hay que considerar que en el 
trabajo de Steiner, la aparición de los casos de Parainfluenza y Adenovirus fueron 
posteriores al brote de Influenza, lo cual pudo haber favorecido la presencia de estos 
virus. Por otra parte Videla (107), quien asocia al Adenovirus como segundo agente 
aislado en ninos hospitalizados menores de dos anos con cuadro cllnico de EATRI, 
después del RSV como primera causa. Saumeister (108) y Han (109), por separado 
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demuestran al Adenovirus como uno de los principales agentes virales asociados con 
EATRI en niños menores de 5 años hospitalizados, pero no hace comparación con otros 
virus. 

La anterior diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos por los autores 
citados pudiera deberse a que se trata de condiciones geográficas diferentes. 

Sin embargo, nuestros resultados coinciden con lo publicado por Freymuth (102, 
103), quien no encontró muchos casos de EATRI relacionados con Adenovirus. 

El principal agente viral asociado con EA TRI en nuestro estudio fue el RSV, esto 
correlaciona con lo reportado por Freymuth (102, 103), al Rashed (110) , Videla (107), y 
otros autores. En un estudio similar al nuestro Barkir, encuentra al RSV como principal 
causa de EA TRI en niños hospitalizados menores de 5 años, seguido de Parainfluenza 
tipo 3 y en muy pocos casos al virus de Influenza y al Adenovirus. Freymuth (102, 103), 
por su parte reporta la detección por PCR de RSV corno agente principal involucrado con 
EATRI en niños hospitalizados, seguido de Parainfluenza 3, Rinovirus y en algunos casos 
Adenovirus. 

Como segundo agente viral en importancia asociado a EATRI, nosotros 
reportarnos al virus Herpes Simplex (HSV) tanto el tipo I como el 11. Este agente viral ha 
sido pocas veces asociado al tracto respiratoriO inferior pero sí para el tracto superior. 
Krause (111) ha reportado al HSV como posible patógeno de laringotraqueobronquitis. 
Francois-Dufrense (112) ha asociado el HSV con EATRI en casos de pacientes con 
enfermedad de Crohn. Hull (113) reportó dos casos de los cuales uno de los pacientes 
presentaba inmunodeficiencia. Lissaeur (114) y Greene (115) reportan por separado al 
HSV como agente viral involucrado con neumonía fatal fulminante en neonatos. Muy 
seguramente el presente sea el primer reporte en México de la presencia de HSV en 
pacientes menores de 10 atlas de edad hospitalizados con diagnóstico clínico de EATRI. 

En el presente estudio reportamos casos en los cuales están involucrados mas de 
un virus. Las infecciones mixtas se han citado como productoras de un efecto aditivo en 
la patologia de enfermedad respiratoria, como por ejemplo Drews (116), reporta la 
asociación de Picornavirus e Influenza en la neumonia fulminante. Nuestros resultados 
demuestran la asociación entre Adenovirus y Para influenza como un efecto aditivo para la 
presentación de lesiones en membrana corioalantoidea. Además se encontraron otras 
dobles infecciones como la del HSV-1 con PIV-2, y el Adenovirus con el HSV-2. 

Con (especto al efecto citopático se encontraron muestras que no lo presentaron y 
en las cuales no se pudo detectar ninguno de lo",virus estudiados, esto probablemente se 
deba a que la enfermedad era de origen bacteriano 

Por otra parte, encontramos casos en los cuales se pudo observar efecto 
citopático en línea celular y no se pudo identificar virus. Estos casos probablemente se 
deban a virus respiratorios diferentes a los estudiados, como por ejemplo, los Rinovirus. 
Kim (117) reporta a los Rinovirus corno agentes virales principalmente asociados a EATRI 
en nitlos hospitalizados menores de un al'lo de edad. 

En la mayoria de las muestras que no produjeron ECP ni lesión en MCA, no se 
pudo aislar ninguno de los virus estudiados. Lo cual pudo deberse a la pérdida del agente 
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infeccioso durante el transporte o manipulación, o bien, que el agente etiológico no era de 
origen viral. 

Las 2 muestras en las que se observó ECP, lesión en MCA y no se pudo detectar 
el HSV, ni los otros virus estudiados, se pudo deber a la presencia de otros virus no 
respiratorios que hayan estado presentes en la muestra y que tienen la capacidad de 
producir lanto ECP como lesión en MCA, por ejemplo, Varicela, Sarampión, Poliomielitis, 
etc. 

Los resultados arrojados por el presente trabajo revelan que para el aislamiento 
viral las dos técnicas empleadas (cultivo celular y por cultivo en embrión de pollo por via 
de la membrana corioalantoidea) ofrecieron diferente grado de permisibilidad. 

Freymuth reporta un sustancial incremento del número de muestras que resultan 
positivas a virus respiratorios cuando emplea el PCR para la detección, en comparación 
con el aislamiento viral; este estudio lo realizó a partir de muestras clínicas de niños 
hospitalizados con EA TRI. En nuestros resultados, al comparar la detección de antígeno 
viral por medio del ensayo inmuno enzimálico (EIA) con la detección de virus infectante 
por medio de peR, nosotros observamos que habia un mayor número de muestras 
positivas a EIA que a PCR, lo anterior no coincide con los resultados de Freymulh, lo cual 
pudo deberse a diversos factores, a saber: 1).- El virus pudo haber perdido su infectividad 
durante el tiempo en que se colectaban las muestras antes de ir a recogerlas de la 
facultad al hospital. 2).- El virus pudo haber perdido su infectividad durante el transporte 
de la muestra. 3).- El virus pudo haber perdido su infectividad durante los pases que se le 
hicieron en línea celular. 

De las 13 muestras en las que se pudo detectar antlgeno de RSV, sólo en 5 casos 
se pudo detectar el mRNA del RSV por RT-PCR. 

Las causas de que hayan aparecida muestras en las que no se detectó el RSV por 
RT-PCR, pudieron ser dos: 1.- Desde un inicio la muestra s610 contaba con antigeno de 
RSV, pero no al RSV infeccioso y el ECP observado se pudo deber a otro virus no 
estudiado; o 2.- Que la muestra contenla bajo titulo de RSV infeccioso que se fue 
perdiendO debido a la competencia por parasitar a las células con otro virus (no 
estudiado) con velocidad de crecimiento mayor al RSV. 

Por último, en la distribución estacional de aislamientos virales por semanas, 
observamos. que hubo un aumento en el número de muestras totales obtenidas al final del 
invierno (principio de ano). Sin embargo, al analizar por medio de la prueba de Ji
cuadrada, el número de muestras obtenidas al iniclo y final del invierno con relación al 
número de muestras positivas a virus en esos periodos, se observa que por la presencia 
de por lo menos uno de los virus respiratorios estudiados es independiente del perólodo 
del invi~rno de donde se tome la muestra (P< 0.05) 

El mayor número de casos donde se detectó RSV y HSV fue al final del invierno 
(inicio de año) en comparaci6n a los casos de PIV y AV que 5610 fueron detectados al 
inicio del a"o. 

47 



En paises nórdicos reportan el mayor número de casos de EATRI asociada a virus 
al inicio del invierno, contrariamente a lo reportado por nuestro estudio. Lo anterior puede 
deberse probablemente a que las condiciones climatológicas no sean las mismas para 
nuestro país. 
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7. - CONCLUSIONES 

Del presente trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

• La presencia de por lo menos alguno de los virus estudiados no tuvo relación con el 
nivel socioecon6mico de la familia de los pacientes (P< 0.05) 

• Tampoco se observó correlación entre el grupo etario y la presencia de por lo menos 
alguno de los virus estudiados (P< 0.05) 

• El factor de riesgo más importante fue la convivencia de los pacientes con personas de 
diferentes edades que padecían enfermedad respiratoria en general (en el 100% de los 
casos). 

• Con respecto al aislamiento viral se observó que el aislamiento en linea celular y por 
cultivo en embri6n de pollo poseen diferente grado de permisibilídad dependiendo el 
virus de que se trate. 

• La presencia de virus no tuvo correlación con las difernetes manifestaciones clínicas 
de EATRI (P< 0.05). 

• De los virus estudiados, el mas importante relacionado con la enfermedad fue el 
Respiratorio Sincí!ial. seguido del Herpes Simplex y finalmente Para influenza y 
Adenovirus en pocos casos, En estas muestras no se detectó la presencia del virus de 
Influenza. 

• La técnica de PCR fue útil para la detección del RSV infeccioso. sin embargo se 
recomienda el 6ptimo manejo de la muestra para disminuir el número de falsos 
negativos, 
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1 ,- MEDIO DE TRANSPORTE PARA RSV: 

100 mi de Soh,lci6n de Hanks balanceada 
0.5 % de Albúmina sé rica bovina 
1 mi de antibiótico 
1 mi de antimicótico 

2,- D -MEM 

APENDICEA 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco Laboratories - Life Technologies, catálogo No. 12100-046) 
Suplementado con L- Glutamina, piru\lato de sodio, bicarbonato de sodio 

* 1 sobre de D-MEM para preparar un litro (13.4 g) 
·2.2 9 de bicarbonato de sodio 
* 2.2 9 de HEPES (CaH\7N204SNa) Sigma Cell Cutlture catálogo No. 75277-39·3 
• Agua bidestilada cbp 100 

NOTA 
1,- A 100 mi de D-MEM ya preparado se le adicionan 1 mi de antibiótico, 1 mi de antlmicótico y suero fetal 
bovino, La cantidad de éste último dependerá del porcentaje al que se desea que quede el medio. 
2.- La mezcla anterior se esteriliza por filtración 

3 ,- SOLUCiÓN DE HANKS: 

SOLUCiÓN No 1 

NaCI. 
KCI 
Fosfato monobáslCo de sodio 
Fosfato diácido de potasio 
Glucosa 
Sulfato de Sodio 
RojO de fenol 
Agua desionizada cbp . 

SOLUCiÓN No 2 

Cloruro de calcio 
o Cloruro de calcio dihidratado 

Agua desionizada cbP . 

SOLUCiÓN No 3 

• Bicarbonato de Sodio 
• Agua desionizada cbp .. 

40.0 9 
2.0 9 
0.356 9 

0.3 9 
5.0 9 
1.0 9 
0.085 9 
1 L 

0,037 9 
0.465 9 
100 mI 

0.7 9 
. ... 100 mi 

50 



PROCEDIMIENTO DE LA PREPARACIÚN DE LA SOLUCIÚN DE HANKS 
1,· Esterilizar las soluciones No. 2 y No. 3 por autoclave durante 15 minutos 
2,- Preparar frascos con 70 mi de agua desionizada y adlcionarle 20 mi de la solución No 1 y esterilizar 
por autoclave durante 15 minutos. 
3.- A los frascos del punto 2 agragar 5 mi de la solución No 2 y Sml de la solución No 3 

4 ." ANTIBIÚTICOS: 

Sulfato de Estreptomicina de 100 mg 
Agua desion\zada 

1.- Mezclar y agitar hasta disolver por completo 

• Penicilina G Sódica de 1 X 10 6 U r. 
.. Agua desionizada 

2,- Mezclar y agitar hasta disolver por completo 

1 9 
5ml 

.. 1X10 6 U.1 
._, 0 •••• 5 mi 

3.- Mezclar ambos antibióticos y esterilizar por filtración (membranas de 0.45 y 0.22 nm) 
4." Recolectar el filtrado en frascos estériles de 5 mi e identificar 
5.- Se conserva a ·20°C hasta por un ario 

5 ." ANTlMICÓTICO : 

* Nlstatina 
* NaOH 1N . 
• PBS 

100 mg 
1 mi 
9ml 

1.· Disolver la nistatina en el NaOH y después se le adiciona el PBS 
2.· Esterilizar por filtración (membranas de 0.45 y 0.22 nm) 

6." PBS pH 7.4 : 

SOLUCIÚN No 1: 

Cloruro de sodio. 
Cloruro de potasio. 
Fosfato disódico . 
Fosfato dipotásico 
Agua desionizada . 

SOLUCIÚN No2 : 

Cloruro de Calcio. 
Agua des ionizada cbp . 

SOLUCIÚN No 3: 

• Cloruro de Magnesio .. 
• Agua desionizada cbp . 

8.00 9 
0.20 9 
1.15 9 
0.20 9 
800 mi 

0.10 mg 
100 mi 

. ....... 0.10 mg 

......... 100 mi 

----- ----
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1 - Mezclar perfectamente y por separado cada una de las soluciones 
2,- Esterilizar por separado en autoclave 
3,- Esperar a que se enfrie (bien tapadas las botellas) 
4,' Mezclar sobre la solución No 1 a las soluciones No.2 y NO,3 
5 - Almacenar a 40 e 

7,- HIDRÓXIDO DE SODIO 1 N : 

Hidróxido de Sodio (NaOH) 
Agua desionizada cbp . 

PREPARACiÓN 

40,0 9 
1000 mi 

1,' Depositar en un vaso de precipitados al NaOH ya pesado. agregar los 500 mi de de agua y ponerlo a 
ba~o Maria, Agitar con varilla de vidrio y una vez disuelto aforar a 1000 mi 

8 .- PBS + ABS + TWEEN 20 Para los tres lavados 

- ABS 
Tween 20 . 

• PBS ph 7,4 cbp 

9,- VERSEN O 

• Versan ato de Sodio 
• Solución 1 del pes 
• Agua destilada 
• NaOH 1N (para ajustar pH) 

0.1 0
/0 

0,05 % 
500 mi 

05 9 
50 mi 
950 mi 
a un pH de 7,6 
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SERVICIO DE PEDlATRIA 
CUESTIONARIO SOBRE VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL 

FICHA DE IDENTlFICACION DEL PACIENTE 
No. de expediente: No. de folio: 
Fecha de ingreso. Fecha de egreso: 
Fecha de lOma de muestra . 
Edad del niño. Fecha de nacimiento. Sexo 
Nombre del ni~o: 

Nombre (s) Apellido paterno Apellido matemo 

Dirección actual ---------- ----------------- ----- ----

Calle No. Colonia 

-
Barrio Pueblo Municipio Estado c.p Teléfono (lada) 

HISTORIA CLINICA DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS DEL PACIENTE 
El njito ha padecido 
Tos tipo de lOS' sec3 ____ con flemas ____ con sangre __ _ 

color de la espectoración: verde ____ sanguinolenta ____ achocolatada ___ _ 

Fiebre ___ tipo de fiebre: continua--,-c-__ intennitente ____ _ 
vespertma ____ matutina _______ Nocturna _____ _ 

Disnea 
Asma 
Rinorea 
Faringitis 
Traqueítis 
Neumoni¡l 
Bronquiolitis 
Bronquitis 

tipo: anterior ____ poesterior 

Silbilancia audible o estertores ___ _ 

Cianosis (dedos amoratados) --c--coc-
Tiros intercostales {hundimiento de costillas>-__ _ 
Quejidos respiratorios _____ _ 

Aleteo nasal::--".-__ 
Retraciión xifoidea ____ _ 
Estridor laríngeo . ______ _ 
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INFORMACION SOCIOECONOMICA 
La vivienda donde habi:a es: 

Propia Rentada Prestada 
Cuántas personas viven en éste domicilio? 
CuantoS cuartos (dormitorios) tiene? 
Cuál es el material predominante en 
Techo Paredes Piso 
- Adobe · Adobe . Tierra 
• Lámina de cartón - Lámina de cartón • Concreto 
- Madera · Madera - Madera 
- Ladrillo - Ladrillo - Ladrillo 

- Palma · Palma - Alfombra 
- Asbesto - Asbesto - Otro 
- Concreto - Concreto 
- Otro -Otro 
La vivi,enda cuenta con baí'lo (sanitario)' 
- No cuenta con baí'lo -El bailo es 'interior - El baño es exterior ---- ------ --- ---

Cuenta con sistema de drnaje 
-No Si 
La vivienda cuenta con agua potable 

- No cuenta con agua potable~, ____ . Toma inteiar - Toma exterior -- ---- -

Se encuentran fábricas cerca de la vivienda: 

- No - Si 
• Cuantas y cuáles - ----- ---- ... -

-~.-

Se encuentran tiraderos de desperdicios cerca de la vivienda: 
- No - Si 
- Cuantas y cuáles ----------- -- --

.-.. ~ 

CuánlO gasta la familia en alimentarse al mes? 
La alimentación consiste en . 
- Desayuno: ----- -----_. 

- Almuerzo: 
- Comida: ----- -- ----~ 

- Merienda: ------_._----- _. __ . 
- Cena: ------------ ~. __ .- ... _.-

Observac iones del c lín ka: 
- Respecto al aponre clalórico: 
- Respecto al aporte proteico: 
Presencia de animales en la casa 
- No Si Cuales y cuantos 
Presencia de plantas y lo jardines 
- No Si Cuales y cuantos 
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DATOS FAMILIARES 
Edad de la madre cuando nació su hijo 

Lugar que ocupa el hijo en relación a sus hermanos 
Ingirió medicamentos durante su embarazo 
- No -_.- - Sí - . __ ._ - Cuáles. cuando y cómo 

4.- Le tomaron placas de rayos X o algún olro estudio de gabinate 
- No --- - Si ____ - Cuáles, cuando y cómo ----_ .. - ------- -- ---_ ... -

Tipo de parto: 
- Normal: - Cesárea - Observaciones ---- --" -- _._--

Complicaciones durante el embarazo 
- No - Si • Cuáles _ .. _-- ---- -"-------""--

Lactancia'. Seno materno edad de iniciQ duración -------
Ablactación: edad de iniciQ tipQ alimento 

Tabaquismo de la madre o algún otro familiar cercano 
- No ---- - SI - Quiénn (quiénes) ----

Enfermedades respiratorias resiente en la madre o padre o algún otro familiar cercano: 
- No -Si - Cuantos familiares ---- -------

-Familiar - Tipo de enfermedad - Hace cuanto tiempo 
- Duración del padecimiento - Tratamiento 
- Tipo de contacto con el njí'lo (a) paciente 

-Familiar - Tipo de enfermedad - Hace cuanto tiempo ________ " .. _ 
• Duración del padecimiento - Tratamiento 
- Tipo de contacto con el nií'lo (a) paciente 

-Familiar - Tipo de enfermedad - Hace cuanto liempo ___________ 
- Duración del padecimiento - Tratamiento 
- Tipo de contacto con el nií'lo (a) paciente 

Edad del padre: Ocupación Tabaquismo 
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EXPLORACION FISICA DE TORAX y PULMONES 
INSPECCION 
1.- Tos --- tipo -----
2.- Producción de esputo tipO _ ------
3.- Hemoptisis ____ frecuencia 
4.- Falta de aliento 
5.- Uso de músculos accesorios durante la inspiración y la espiración 

----

6.- Postura del paciente, si " inclina hacia adelante y CO" los hombros caidos hacia 
adelante 
7.- Frecuencia respiratoria 
8.- Relación. inspiratoria - espiratoria 
9.- Retracción de los espacios intercostales durante la inspiración 
10,- Ensanchamiento nasal 
11.- Respiración con fruncimiento de labios 
12.- Simetria del torax -----
13.- Color de la piel 
14.- Estado de hidratación de la piel 
15.- Dedos en forma de palillos de tambor 
16.- Cianosis 
17,- Tipo de tos 
18 - Presl!ncia de sibilancia o ronquidos audibles __ --_. __ .. _---

19,- Torax en forma de barril -------

PALPACION 
1,- Áreas de hiperexitabilidad --
2.- Tono muscular en m. respiratorios __________________ 

3.- Frémito táctil ------_._---

AUSCULTACIUN 
1.- Ruidos respiratorios bronquiales ___ .~ ___ . 
2 - Disminución de los ruidos respiratorios_o ________ 
3.- Crepitaciones y ronquidos --_._---
4.- Sibilancias --_._- _._----_ .. -
5.- Roce pleural por fricción 
6.- Pectoriloquia de susurro ___ 

PERCUSION 
1.- Tono mate de percusión si --- "O ---
2.- Tono hiperresonante de percusión si --- "O ---

MANIFESTACIONES CARDIO PULMONARES 
1,- Frecuencia respiratoria 
2.- Frecuencia cardíaca 
3.- Presión arterial 
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1 ." AGUA DEPC 
* Dietilpirocarbonato al 0.1% (v/v) 
* Agua desionizada 

APENDICE B 

Calentar la solución a 37°C I 1 hr, posteriormente hacer allcuolas y finalmente esterilizar por autoclave 

2." SOLUCiÓN D 

* Isotiocianalo de guanidina 4M 
• N - Lauril sarcosil sódico 0.5% 
• Citrato de sodio 1M pH 7.0. a una concentración final2mM 
• AdiCionar antes de usar 2 p mercapto etanol O 1 mM 

3." TE 
* 10 mM de Tris 
* 1 mM de EOTA 
• Prepara la solución con agua DEPC 

Preparar la soluCión a un pH final de 8 O Y conservarla a -20°C 
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1.- REACTIVOS QUíMICOS 

2- Mercapto etanol BIO RAO 21277 
2- Propanol MERCK 215882 
Acetona 

AI"ICNllIC[c (.' 

Agarosa certificada para Biologla Molecular BIO-RAO 
Alcohol etnico al 70% 
Alcohol isoamllico SIGMA 1-9392 
Antibióticos (Ver apéndice A) 
Azul de bromofenol BIORAO cato 161-0404 
Bromuro de etidio BIO-RAD 161-0430 
Carbonato de sodio lT. Baker Cat. 790 
Citrato de sodio J.T. Baker Cato 3646 
Cloruro de potasio Merck Cal. 6404 y # L 206160r 
Dietil pirocarbonato SIGMA 05758 
EDT A (Etilén diaminoacetato de sodio dibásico) 99.9% de pureza SIGMA Co. 808370 
Enzima Transcriptasa Reversa ''SuperScript™ 11 RNase Reverse Transcriptase", de Gibco BRL Life 

TechnologiesTM Cato No. 18064-014 
Estreptomicina SIGMA Chemical Co. Cat. S-650 1 
FENOL GIBCO Cal. L I 5509011 100g 
Fosfato dibásico de sodio anhidro ANALIT Qufmico Dinamia. 
Fosfato monobásico de potasio J.T. Baker Cat. 790 
GUcógeno Boehringer Mannheim 1901-393 
Isotiocianato de guanidina GlBCO 15535-016 
N-Lauril sarcosil de sodio. SIGMA L- 5125 
Penicilina SIGMA ChemicaJ Co. Cal. PEN-NA 
Tripsina de pancreas bovino SIGMA Chemical Co. 1989 
Trizma SIGMA T-7149 

2. - KITS DIAGNÓSTICOS 

1.1. - KIT DE "DAKO. IMAGEN'TM ADENOVIRUS {Catálogo K6JOOl" que consiste en'. 
A). - Anticuerpo monoclonal que detecta un epítope de la protelna hexón del Adenovirus, la cual es 
expresada en todos los serotipos de Adenovirus humanos conocidos. conjugado con FITC 
(Isotiocianato de Fluoresceina), diluido en una solución amotiguadora con proteina estabilizadora y 
azul de evans como contraste y 15 mmol! L de acida de sodio como conservador 
B). - Liquido de montaje, que contiene un inhibidor de fotodecoloración en una solución de PBS y 
glicerol. 
C). - Control positivo. ~ Células HEp~2 infectadas con virus de Adenovirus fijadas en acetona. 

2.2. - KIT DE "DAKO. IMAGEN~ PBARAINFLUJINZA VIRUS GROUP (TYPES U AND 31 
(Caló/ego' 1(61031" que consiste en: 

A). - Anticuerpos monoclonales purificados especificas contra Parainfluenza tipos 1, 2 Y 3, Y 
conjugados con FITC (Isotiocianato de Fluoresceina), diluidos en una solución amotiguadora con 
proleina estabilizadora y azul de evans como contraste. Envasados por separado. 
B), • Liquido de montaje, que contiene un inhibidor de fotodecoloración en una solución de PBS y 
glicerol. 
C). - Control positivo. ~ Células Vera infectadas con virus de Parainfluenza tipos 1, 2 o 3, fijadas en 
acelona. 
D). - Control negativo. - Células Yero sin infectar tenidas sólo con azul de evans 

l.3. w KIT DE "DAKO, lMAGENDI PRARAINFLVENZA VIRUS TYPES ¡,] AND 3 (Catálogo: 
K6/04) II que consiste en: 

A). - Mezcla de anticuerpos monocJonales purificados especificas contra Para influenza tipos 1, 2 Y 
3, Y conjugado::. con FITC (lsotiodanato de Fluoresceina), diluidos en una solución amotiguadoTa 
con protelna estabilizadora y azul de Evans como contraste. 
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111 .• Liquido de 1l1lllJlujc, ~Iue contiene UI1 lnhlbldor de J'ulmleculorndÓIl ell L11111 roIJllIdúlI de I'IIS y 
glicerol. 
C). - Control positivo. - Portaobjetos con tres pozos y cubierta de tef16n, cada pozo con tenia células 
Vera infectadas con uno de los tres tipos de Para influenza (1, 2 Y 3) Y fijadas en acctOlla. 
D). - Control negativo. - Células vera sin infectar tenidas sólo con azul de evans 

2.4. - KIT "ABBOTT TESTPACK @RSV(Catálogo: l027} .. que contiene: 
A). - Buffer para tratamiento de la muestra, con 16mglml de ditioreitol 
B). - Anticuerpo policlonal de origen bovino contra RSV, unido a micropartfculas 
C). - Anticuelllo policlonal de origen bo .. íno contra RSV, conjugado con O.S ¡.¡.ymL de bi{\tin8 
D). - Anticuerpo policlonal de origen de conejo contra biotina, conjugado con 0.5 ¡.tglmL de 
fosfatasa alcalina 
E). - Hidrocloridrato de guanidina 1.0 M 
F). - Cromógeno al 0.0 I % 
G). Hidrocloridrato de guanidina 1.0 M 
H). - Disco de reacción con Virus Respiratorio Sincitial inactivado 
1). - Pipetas de plástico desechables (del kit) 
J). - Contenedores de muestra y dispositivo de filtrado (del kit) 
K). - Guantes de latex 

2.5.' KIT DE "KALLESTAD'M. D1AGNOSTlC INe.. PATHFINDER HERPES SIMPLEX VIRUS 
TYPES 1 y 2 (Catálogo I07950F)" que consiste en: 

A). - Anticuerpos monoclonales contra HSV -1 y anticuerpos monoclonales contra HSV-2 
B) .• PBS. pH 7.3 +/. 0.10 

C). - Laminilla de control positi .. o y negativo. - con cuatro pozos, cada uno con células Vero. Dos 
sin infectar, uno infectado con HSV-l (ATeC cepa F-l) y HSV-2 (ATCC cepa MS). 

3. - SUEROS Y MEDIOS 
Medio de transporte viral (Ver apéndice A) 
Suero fetal bovino (irradiado) Bioexport. 
D-MEM (Dulbeco's modifíed Eagle medium ) GIBCO BRL (Ver apéndice A) 

4.- MATERIAL DE LAIlORATORIO 
Bulbo de latex 
Gasas 
Jeringas hipodérmicas estériles de 1 rnL (insulfnicas) y de 10 ml 
Mechero 
Placas de hemaglutinaci6n o de microtitulación de 96 pozos con fondo redondo 
Portaobjetos con 2 espacios marcados 
Portaobjetos con 8 espadas marcados 
Tijeras estériles 

S.' EQUIPO DE LABORATORIO 
Ovoscopio 
Microscopio de fluorescencia 
Microscopio estereoscópico 
Termocilcador 

ESTA TESIS NO SALE 
DE lA BIBLlOTECA. 

6. - MATERIAL BIOLÓGICO 

6.1.· LiNEAS CELULARES 
A). - MRC·S 
Linea celular MRC-S (ATeC :z: CCL 171): Linea diploide de pulmón humano proveniente de feto 
masculino de catorce semanas de edad. Se emplaron células MRC-S generación 38. Crecidas en medio 0-
MEM 
B).· VERO 
Linea celular YERO (ATCC=CCL81): Linea extraída de rifión de mono verde africano (Cercopitecus 
aethiops). Se emplearon células generación 169 
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6.2.' YIRUS RSY 
Cepa Long de RSV tipo A (ATCCVR . 26 American Typc Culture Colcclion, Rockvilk MO. ¡J,S.A.) 
donadas por el Doctor Trudel del Instituto Armand Frappie. 

6.3 .• EMBRIÓN DE POLLO PARA EL AISLAMIENTO DEL YIRUS DE INFLUENZA. 
Embriones de pollo de 11 días de edad, que el proovedor ALPES (Aves Libres de Patógenoes 
Especificas, S.A. de C.V.) garantiza que están libres de los siguientes patógenos (Tabla5): 

TABLA 5 '. LOS HUEYOS EMBRIONADOS DE POLLO QUE SEMPLEARON EN EL 
PRESENTE ESTUDIO SE ENCONTRARON LIBRES DE LOS PATÓGENOS CITADOS. 

AGENTE 
Sindrome de la baja postura 
V. de Leucosis linfoide 
V. de Leucosis linfoide 
V. de Leucosis linfoide 
Mycoplasma sinoviae 
Mycoplasma gallisepticum 
Salrnonella pul-gall 
V. de la bronquitis infecciosa 
V. de la enfermedad de Newcastle 
V. de la Influenza aviar 
ConnotacIones. 
AB = Aislamiento bacteriológico 
ARP= Aglutinación rápida en placa 

CEPA 
Me Ferran 
RSY·RAY A 
RSY·RAYB 
A,B,C,D,E 
WWY 1853 

A5969 
Comercial 
MASS 
SOTA 
H5N2 

ENSAYO 
IH 
MN 
MN 

COFAL, EIA 
ARP,IH 
ARP,IH 

ARP, MA, AB 

IH 
IH 

INMUNODIF.IH 

COPAL= Fijación de complemento para la detección del virus de la leucosis aviar 
EIA "" Ensayo inmuno enzimático 
IH = Inhibición de la hemaglutinación en yema 
MA= Micro aglutinación en placa 
MN= Micro virus suero neutralización 

6.4. - EXUDADOS FARÍNGEOS 

RESULT. 
(. ) 
(. ) 
(.) 

(-) 
(-) 
( -) 
(.) 

MG 160 (-) 
MG360(-) 

(.) < 5 

Las muestras se obtuvieron de [os hospitales "DR. GEA GONZALEZ, S,S.A" y" VENADOS, IMMS" 
proporcionadas por el Dr. Oscar Thompson (26 muestras) y del INSTITUTO NACIONAL DE 
PEDIATRlA proporcionadas por el Dr. José Luis Catañeda J. (65 muestras). 

Las muestras consistieron en aspirados o de exudados nasofarlngeos, provenientes de pacientes 
hospitalizados menores diez afias de edad con diagnóstico cHnico de Enfermedad Aguda del Tracto 
Respiratorio Inferior (EATRI). 

6.5. - HEMAGLUTlNACIÓN PARA DETECTAR YIRUS HEMAGLUTlNANTE 
Eritrocitos de pollo diluidos al 5% en PBS. 

7. - REACTlYOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
Inhibidor de RNAsa 20 000 U Boehringer Mannheim Cal. 799,017 
Transcriptasa reversa. Monolone)' Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLTV RT) 
GIBCOBRL 
Taq polimerasa donada por el Dr. Rogelio Alonso jefe del laboratorio de Genética Molecular de la 
Facultad de Medicina de la U.N.A.M. (AMPLlFICASA, BOTECSA-MÉXICO) 
dATP Trifosfato de desoxiadenosina GIBCO BLR Cat. 8252SA 
dCTP Trifosfato de desoxicitidina GISCO BLR Cal. 18253-013 
dOTP Trifosfato desoxiguanosina GIBCO BLR Cal. 18254-011 
dTTP Trifosfato desoximidina GISCO SLR Cat. 28025-013 
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Marcadores de peso molecular ~ X 174 RF DNAI Hae 11I UIUCO Cut. 561 J SA 
A. y PBR 322-Mps Y donados por el Dr. Rogelio Alonso Morales. 
Iniciadores: que van de la posición 858 u la 1,135 del gen N del RSV. Con IlIs siguiente secuencia: 
NI: 5' GGAACAAGTTGTTGAGGTITATGAATATGC J' 
N2= 5' CTTCTGCTGTCAAGTCTAGTACACTGTAGT 3' 
Sintetizados comercialmente por Laboratorios Boheringer - Lakeside 

8. - BASE DE DATOS 
Todos los resultados de este trabajo fueron capturados en una base de datos de acuerdo al programa Excel 
versión 5.0 de Microsoft Office. 
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FIGURA 1.· APARATO EMPLEADO PARA EL ASPIRADO NASOFARINGEO 

-
/ 

FIGURA 2.- ETIQUTA EMPLEADA PARA IDENTIFICAR LA MUESTRA 

FECHA Fecha de toma de muestra 
EXPEDIENTE Cleve del expediente que maneja el hospital 
CLAVE Clave con la se manejo la muestra en el presente estudio 
NOMBRE Nombre de la paciente o en algunos casos de la madre 
EDAD Edad del paciente 
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FIGURA 3 ,- LAVADO NASOFARíNGEO 

FIGURA 4,-INOCULACIÓN A EMBRiÓN DE POLLO POR 
VíA AMNiÓTICA Y ALANTOIDEA 

Al_- Limpieza 
del cascarón 

Bl,-lnDculación 
vía CAMN 

C).-lnoculación 
vía CALA 
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FIGURA 5.- INOCULACiÓN DE EMBRiÓN DE POLLO POR 
LA ViA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOIDEA 

A Bombilla p8n~ V succionar 

~ '----- N~evo esp.cio 

~~ meo 

AJ.- limpie," 
del cascarón 

~~~ 
~ CJ.· Inocul.ción 

vía MeA 

8).- Crcacl6n de un 
nuevo espacio 
aéreo 
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