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FLANTEAMIENTD DEL FROBLEMA,

b s

- Lenfirmar la Brezerncla de RKeVo oo Muestran nasal ar dred:

rin aguda.

mospitalizadez com infeccidn resp

- Evaluar la eficiencia @n la detorminacidn del agente viral por

atslamiento ar cdlulas Hes 2 vz,

ARBOTT K3V EIA
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CAPITULS T
Lug sifL: S#sb.ratoriod 300 probadlemants 2l egente causas mas ia -
portaane d2 infazziotes razpiscatorias. Las cuales 3e prasaatan an fodas
las wedades s.n diz4:ncidn de saxe, suque 3on mis Srecuszatas ¥ Causan

mencras de % 7 mayoras de &4

&

mayor probi=zsé 241 135 37UFIS zxSrimes 4
aMos, (331

Er prom:dic un adulto de ecada 3 y =ox niYos de cada 7 presentan en-~

fermedades razpiratarias cada aNo. En los adultos los virus s

sa de enfermzdades del tracto rezpiratorio superior con baja

dad ¥ una tasa Laja de mortalidad il 3z, 37}

En los niYos iss virue resgiratorios son la principal causa de

anfgrmedadas d=l zpiratoric infarior vy han $.00 asaciados

muncdialmente con udna tasa significativa de morbilidad, hospitalizacien

wl cuyadro clinizo vy el agante
atiolégico; la gravedad fd2 la enfurmecad degende d2 la localizacidén vy
de la extens!dn de las lasicnes) en la etlologla predomiran los virus

haste en un 95% de les casos dal %racto respiraterio superior ¥y en

Los tasos graves frecuentemaente

a uri irfecciin da origan




La: .nfgaciores de las vide respiratsrizs presantan en Mexica la mis

1233 i-2:dencia de adrbil:idaa antrz  las enfermedsdes infecciosas

LrALEMiBLDlad oy 300 L4 2auBd Sk mIrta.idad iz alta - rniffos de 0-12

»

masR3} ccmo puece observeerse an, las tablas y gréaficas Iy I.
Lz azenrnas l2utases de 1nfeccisnes rezpirgtoraas  &gudas mds
fra.aartemente reportsdcs =a Méuico soni AdenovirdsyParainPluenza tips

A, %ipo E 4 EET

s 5. preaumonias, He 1nfluenza, K. pneumonicey; 3. aureva
8. pyogenas. 134,332

Er i7s palsz:z en los qu2 se han realiZado estudics ep:damiolégicos
del agente gcausel de {areicigonas respiratouriasy el mayor ndmero de
Lronquiotlatiz y naumonlas gav2ras Gque rejuieren hospitalizacidn de

_nfanteg menro- 2@ de »  meBes  tianen  CORD Agante atillsgico al virus

sneitial resgirgtoriz. A nivel muendral se tonslidera al RSV zoms agjente

téisal MAF importanta d- ia8u nYacIisre

0

nosocomiaiag 32 L3§ vias

Atts3dlments 82 Jdizpon: de anti.irales 2specificoss (Ribaviringt corsra
22V, par e que el diagnéstico opcrtune  permita  prescaribir el
tratamiento acacyado, asi como Lomar mcd:das preventivas contra

iafecesnnes -23ccomiales,

DeSiaicibn ie Infaccsiza Bespiratoria aguda,



La infeccidén respiratariz aguda se dafine comosl

- Zscurrimieatc nasal (con o sin obstrucc.on nasall.

Je- Deinr de oide o d2lvazllic Jurule fa.

2.~ Earojeciai2nts 3e Garzan%ta (Lon O %in ;lacas purulentas),
< Fonquera.

5:- Tos tproduct.va o no proguitivaie

Ze= Disnoa.

D& acuardo 3 i& s2varidas ¢ proatstico 92l cuaszro clinico, las infa:
cione: pespiratorias AgJda: se claz:fican ent
o~ Levas
2.~ Moderadas

3.~ Gravss

Irfazcidn Pesrciretarila gir PSY.

Z1 Yirags S.oncrtial Fespiratorio es el agente etisliogice mas
importants de enfermaedaZez ¢a 21 tracts respiratorio inferiar (neumonia

y brorquiolitiz) en ~i¥i: menorez de dos aNos. (1, 12}
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Es clasificado en el

EV pertinzce & La



jé¢nero Pneumovirus y tisne como dn.fo hu¢sped natural al hombres

Z3 . virug anvuelas fon un diimetrd 28 YO0-130 nam. Su genoma estd
TOmESEETL de RUA de una scla ciderna no asegmentida an une nucleocdps:iae
Fyliioidal. Estd constituldo pIr T polipdptidos 3 de nutleocdpside:

nvaoltural 2 glicoprotelnas O (90

o

VRN, VPZ2 (fosforilada) y L} v < ge

FIT2 AT, 4 2 protednaz -o gliccsiladast protelna matriz (VPN 28

KDi v la o%ra de un peed I3 14 a 25 KD v carece de hemagiutinina. Es un
sirue 14Dil vy su titul:> a2cae répicamsate. 11, 21, 27, 17, 31, 32, 4%,
47

C:eclo de Replicacibn viral,
Fase de¢ Penetracian.
Bl RSV antran =a la célula por fusiin gon la mambrana con

11 gunsegusnte dz gus sutleocispsides en ¢l cLtoplesmde wé

anvolvuras de 25408 virus para fusionarce con

€3 uNd TunNGlEin de una de las dos eaplculas
glueccpreosiicas aquelila ~ormaza por lz protaelne F.

La agdzfreoildng panetraciin vy denudamiento dan coemo resultado la
perzida de la infactiv:dag lo tual s@ denoming parlodo da aclipsa.

Fase de Raplicacion,

E:zta fase 22 ileva & cabo e~ el nozleo. La remocidn de la envoltura

2cTie2 13 PlHA polimerssa en 14 Snoleccépside, la cusl transeribe el RHA



de caﬁana naga~iva en RIA cde cag2na positiva de dos tipos usand?
mecanssmos Jifarsatest

EL primer: coansiste an la transcripeidtn de tadanas nagativas
gn cadenas potitivas, 2% Cudies 3l-ven & Su ve> coko acdeios pare la
sinteais de nuaserosas cadenas r.jaz negat:vas en donde se requiere la
sintesis de no.o de protelanas virales,

£l se¢gQundo mecanisme =laprends la tanscripo:on Zel PHA do cadena

nega“iva en mcléculag ce ANA de cazena positiva que puaden servir como

crcpio gentaa del viru:z,

FHA mencajero a través cel cuil s exXnress

Fase de Salida,

El RSV, wvirus €nvuelto, codifica dow tipos de proteinas
zstructurales, protelnas de la nuclescépside y prateinas de anvoltura.
Lag protelna: d: la nucliaccdpside son ensanklacdas an el “itoplasme (g:l:
128 Qrtomixavirus son znsanmblados e el ndzlas!, donde i manudo puedan
varge @n gran canvidéd, Lag provelnaz da aenvolivra siguen una vig
difecente. La glucoprotaling @y sintetizada en los risosomas, comec ouras

ar Tmembrans: poseen Iezue-ziaz llideres

protelnas g.- debsa:x
hidrofobas de 13 a ;0 k& da longitud en sus extraemos asinoe cerminales, s
medida que =zon gintetizacas las gluconrotelnas tambien sen glicosiladas,
‘Mientras ocurre 1a Qiicosilaciédng la:z glliceprotalnas son fransportadas a

travde dei oliftema Jdx 14 oembrani .=loldar hagls Ypacoces

g6 1a

mamtrang piasmatica , membtranes Gue tubresn las wasdsias



ntrzzriteplédsmicase,; donde habi:tualmente cgemplazar totalmenta a

orateints de membrana zspecificas del huésped. Posteriorme-ta las

nalii L@ areas meodificadss qua ~eilngcen zon

Te alinear ; zmarjgen 3 traviés de 210las, quedando

a4 Jumzntez el prozcezo. {120

Aspaztos Tl{ .coe ; E;.denioldgicis,

£i1 RSV es transmitidc por propegacidn directa persona-persona v. o por
seroso.es y fomites. (1)
Los aspectes eclinicos de la i1afaccién por B3V particularmente en

adultos, son indistingQuibles ¢ muchas otras (nfeccicnes virales del

TTdetd respirtitorios Los zagnos v sintomas zor compatible

traste resciratorio . super.or (1850, La

e

infezetionas dao la mucodta de

sintomatoicgla eclintia manivestada poer log adultcs zorrazponde &0 un

principio ds la :aferciés e 2ongectidn nazal, g procductive len la
cual "¢ ex:ste expactoracidnl, “iebra, doilnr de garganta y ronguidoe El
FBYV cause enfermedad respiratoria significativa on adultas noraales -y an
los anciznog cson ocasisnalmente fFatales 1191, Sin embarqe en niflos,
particularmente &n lactantes 4, mencres de dos a¥osy estow virys pusden

cemns uns a-farnezad leva del

Shnauizlitis. &

o4s reEpira%tdriT Iuper:or. ! RBEY ka3 si¢s rarament: 23:213d0 Zon



CEOUP, Los sintomas aparacen. alrededor del cuarto a aquinto dia
peztinfeccidny si REV agkd presente an el tracto respiratorioc superior

£oc ur pRelode eorto después Jdis los sintomas ! 3~-3 drasz an ratlos

pagqualosl, sz pusde

ilar dal 4racto respiratorLo  por un perlade

>
"

<
o

E1 paoel fue juaga la respueste inmune 32l nuéspec en la enfermedad

senias enfermedades en

W

ne ag claess Bl P2V eg el 2nipo virug que Laue

iactantzs y niles menores de dos a¥o®, 2 pesar Ge .a presengid  de
anticuerpos materacs circulantes. Io adultos 5 niMos 2 edad €s5&o0lar, 21
.

sueres con anticuarpos nautralizantes no es prew

paro aminora la

anfermadad. Los nlveles sigaificativos da anticuerpos son frecuentemen

zncontrades eén el suero de fase aguda

tadas y hasta
tuatro aloz después. Estudiocs ea edutlos wvoluntarics nen cdemostrade gue

ta infaceciin con BEY  puede ocurrir en presencia de articuerpos

nzgtralizantes. (8}

intomatologia Clinica,

E! virus entra en contacts con la superficie mucosa de la nasofaringe
y sa produce 13 raplicacién viral, La iamunofluocrascencia t(IF) de

TRUTRClune: ad3dles dropurcioce evadangisg J




repllizacida wirdl. 023 .

.3 in;eccicn rormelimenta se limits & la vlas resgird%orias y en
g2aeral #412 5¢ 4.Sla sivus de %ejiiis y SeEGreciones resplratorias. T
Feriocge de incubacién habitualmente a5 de i-4 dlas. (18,300
for aas afaccidn gacy por slacitial

su laicio por Fluje nasel, Los, Falta I:

apeti%o aebld: a la i1nflamiciis local gsne: ingarir
alime-%2s, esputs y positraciing
En l2 sejzunda fase de la i1nfaceibdn al paciente maniflesta UiSNg3,

clanosisy =2 hizerventilzcisdn {53~100 respiraciones por minutsl, y

fiabre.
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Los signos clineos Que tirachterizan a la %
inface:rdn sont jadeo lrespiracién difleil, ruzdosa v asnelantel,
hiperfonesis  deszenso del diafragma, 1o cual ncasion: gque la
eslpirazién se dificulte generarndo acumulacidn Je 702 en los pulmenas,

25340 aparece como Lonsacuenci Ze la presencia ¢el virus 2n los

bronguiclos.

Tanto la bronguioiitis como la neumcnla genaran un cuaara clinied
como el dascrito} as posible cliferenciar astoes pedecimientor & travas

deé wna elaza toedalza Ya zual fox re.ela que aen la brongulioliltis no nay

Agumoals ®.18% eTIFLINT &

¢ inTirltralos. alenvras 3

[%

greiancid



infiltrados celulares, ambos padeclemientos, lncluyando al asma son
considarados cong perdnatros caradctaristicos de infaccidn respiratoriz
por RE7.

Acartir de N e:liuclio patolégico ce paziantes con infeccisn
raspiratoria por REV se dasprencan 10S siguiantas puntos 2 consideraec?
2 Brongjuitis puruienti.
bt Neusmania henorrdgica.

-3 C:‘bloqla.

Heaorosis y cistruccitn del epitelic bronquial.

Infiltraciéon celular peribronguia. {(cdlulas monoruclaarasl!.
Inclusidn intraciteplasmica en células epitelizies.

lLae myertes dabidas & RSV ban sidc repcriadas solamente en infantes
con neumonla © tranquislitiz,

Un zspect: importante e Ionziltarer £on respesto 3 la infeccidn de
vias respirateriaz poac PSV ez el que s¢ refizrz a 13 frecuencia vy
szvecidad oon que ést: agente s2 prasanta causande brotas nosocomialas.,

La alta Fraecuencia de contagao se Jebe & fiferanitets fackticals zome
son! tiempe de hospitalizacidn, edad de los ni¥os, personal tanfermo y
p;ftadar iano) Y come fuenta principal aguelios aiffoz con infecclion

deblida a B3V los cuales expulsan yrandes cantidades de particulas

virsies por pariodos prolonqgades nceaiienandd una albts transmisidn del

virus 2 hri¥os hospitalizados por causas de enfarmagdades reaspisratorits no



debidas 4 REV y otrus padacimizntos no ralacicnados.

Existe une alta morbilidadg ascc:dda con los brotes nosocomiales

tdusados pcor REV ueze liegar & “anar nasta cchseiuentias fFatales
Bl B

e

er aguel.ss ni¥Nos con prcoblemas congénitcs cardidcoes. (5,7)



CAPITULO IIX.
RESFUESTA INMUNE ANTE LA INFECCION VIRAL.

a) Inminidad medinda por células, - La célalas T citotdxicas jueqgan
un papel primordinl durante la infeccién de vias reﬁbirnnoriqs prr RSV
fhY.

Lae resnouosta citotdxica do estas células estd restringida na la
expvesién de lus moldculas de MHC vy son cupdceﬁ de reconocer los
diferentes serctipos de RSV} esto se debe o gue exisle ana regidn
relativamente invariable de la nucleaoproteins del viras.

L& prolifaracién de células T citotéiticas durante el proceso
infeccioso revela que el desarvtolls de un cuadro aguda savero no estf
asociado a una deficiencia en la respussts inmune celular.

Es de 1muo;:dn:iq considerar gque una respuesta de hipersensibilidad
@5 considerada como un factsr de riesgs durante 1a infeccidn del tracto
raspiratorio inferior par RSV, (45,24)

Se hu seffalado upa respuesta ceplular ligeramente superior en
hronquiolitis que en asmar; 1o cunl ns se contrapone a otros ostudios
cuyos - resyliasdos reflejen nna wayor respussta celnlar en bronguiclitis v
neumonia. Lo rospacala celular en infantes es debxda a la
sensibilizarion fetal doe linfocitos por REY o0 2 le transf{orencias
Lrasplacenturia de mediadores solubles de CHMI (Inmunidud mediada por

cdlulas)d. (43



b)) Interferdn.- Nifos menores de 4 meses con padecimiznios en wvias
rospiratorids  inferigres cuusadas por GV, cioducen ana peauefia o nula
cantidad de (ntorferen en sgoreciones naskalis dando come resuliado ta
axpulsion abundente ¥ prolungade de particnlazs virales. Pero en aguel’os

infantes donde fue posib.e 13 deteccidn do Interferon esto no digminuve

la excrecibn del wirus

No hu side del todo uclgrudu 3i 1la falta de preduccions de Interfardn
en estos pacientes se deba a factores gur abtafen directanente al huassp:d
como es la edad. lie 1o anisrior se sugiere que el {nterferin no
participa en el reconccimicato de ALV vy osto puede estar reolacionadoe
con una falta de respuests celular local, 1o que s2 relacicna €nn 104
periodos prolongadon de excrecién del virus., (8)

) Inmunidod mediada por anticuerpos. - Los anlicuerpos po RIV en

secreciones nasofaringens apairecen rdpréamnenis ducnnte 1o enfeoraeitnd.

habitualmente en los tres primeros dioeu. Se datests lgG = Igh cun

tItnulos pico en los 6-19 pruimeros dfas. Lo g8 es la Tlase przdoginantc
de anticuerpos, con Litulos pico 14-28 dias pestinfeecidn v oo omansiene
n 1o larqgo de dos meses, periado en que Yas igG o Yob dicminaven. Los

niffos mayores de & meses praducen titulos mdz aliau de Iga on yeos Lo

@ la infeccidn primeric.ia infeccise sesundaria genara unn raspuesta
anamnésica 2n las tree difapantes clearys de inmgpraglobalinas. (17,023,248
Se realizd un estudio detsliado de la rosguesta dads po- anticuer -

pos frente a o3 7 difoventeos palipéptidas gis




srival byre como 1a nitcleqoipside de RSV en pacientes menores de 21 arses

din se realizd tanta en lo

1li:ad;z por-brorquiolitis. Estd os
faase agunda como’cnnvalezcx:nte de la onformedad enccntrando lo
tiguientel

Durante 1a fase aguda los nifos hospital izados manifestaron

pringipaiaunte yna respuesta a las gns glicopraoweinas 6 v F, UFID dn )

nuclreocApsite v formacidn de anticuerpos neutral:izantas. -
Can respoctn ol titule de entircuerpes nocutralisontes con valore: MR

50 » 100/ml no existe respuesta contra la glicoprotei-a B, esto se

to ge

nnplifn en- funcién a un grmascaramiento o eliminac:én 1
nniicuerpos maternos circulantes.

t.a baja produccidn de anticuerpos nedtrlizintes 20 niffos menores e
4 meses s dess a o peobre regpuesta anbigénzea,

rn la fase convalesciente los niMos reasponden o 1es mismos

pelapéptidos mencionados aurante 1o fase aguda, 4nicz

mainifiestan diferenciacs claras en el ti{tulo de anticunrpos anti-F . la
slta preduncion de anticuerpos anti~VP32. En relacion a la respunsta
dada por los un&icuerpos anti-F se manificsta una clarqa disminacidn »n
el titulo, poro\ﬁe produce la inhibicadn de lu fuasidn a pesar de, pate
resultndo nos indica gue existe respuesta a 1o infeeccidn virael pero su

proteing se done nuovamente nal wnto o

reapitesta a oy

lus asticuerpos saternos cairaulantes.

aliminoaion lonts

El incremanto de anticusrnos aniyi-UF en eabn Cass any indioa



Anycomente que juegan un gapel primordial en 1a insuniced durante 1o
infeccidn de-vins respiratorins por RSV, (325

Mds recientemente se demcsterd IgE esprcifica para RSV go1 ads
frecuencis y con tilulos ads alton 2n secrecionas nasofaringeas do rifss

infectados con sibilancias. £l grado de respuaesta de IgE-REV <o

correlagiand con 1a hipoiiia ¥y por ende eon la saveriaad de 1a

enfarmedad! ademds de la sresencia de hisntamina, (J3,256°

CAPITULD 11X,
CONFIRNACYON DE LA PRESENCIA DEL RSY

Aislamients del Virus.

Es posible llevar a cebo @l aislamiento de K5V de aspiracos » lavado:
nasoafaringeos, gargarisaosy lavado nasal y aspirado brongiaicl apartir e
cultivos celulares (cdlulas Hep 7, MRC-T, Vero y otress ~-eoduciando un
efeclo citopdtice caracteristivo conecidu come Siancitia. (;27

El efecto citopdtice causado por RBV sa@ garacieriza porque las
cdlulas ndyacenities s fusiohan @n grandes cupas dé piterial ceialar do
Iimitos indistintos, nicleus mditipnles @ incluzaiones citoplismicas
casinofilicas. (30)

El efecto citopdi-cp ps chsorvabie azdianis migrousraocio dptico »

microscopio electrdnicu gyue permiten get

scbar unmb waryedod de



brganeles celulares, poce despuds de 1o infeccién, Con frecuencia el

rlec ey ol 0 en sev darfado, ohservdAnaose picaosis, cambios =n in

primn
vabrictara nucleclar y omarginecioén de le crogmatina. Mosteriormentio
aparecen cambios en la membrann ceiular las células gradualenmnte
pierder su capacidad para adherirse 2 superficies de sosten y por cnde
se redondean y anlgunas veces desarrcllan una fuerte tendencia a
Fusionarse entre ellas., & continuacién apardcen. va sea c; el ndeoloo o
en el citoplasma, claros focos de diseminacidén que en general astdn
compuestos por material fibriler, estos san los clazitos cuerpos de
xncl&siﬁn que representan 108 sitios de biosintesis y morfogénesis
dirigidas por el virus, For dliimo, en el mowento en el cual la sintesis
de proteinaes eslructurales ocurre en su ad:iima intensidad se observan
cambios aecrdlires degradadtivos., (4,23

Estos cambios pucden alriknirse a tres cousas!
1.~ Interferoncia do la biosintesis macromolecular de la célule hudsped,

2.~ La funcion de 12 membrana decling, probublemente porque cesa lo

siniesis de lipidas y proteines de la célula hudsped y porque los si
de proteina de la membrana del hugsped =on reemplazades por proteinas
codificadaz por ol virus. Poce después de la infeccidny le permeahilidud

dee 11 me~hrana ge inZrementa vy la pérdida de la funcisdn de &sta da como

resultade gue la concentoeoién Intracelulor rTones no son ia

aprop.acd . proveca la disminncion de Lrasnsports de nutri

0 de desecho faera de olla,

gsenciasrr nacia ia célula vy duo produc



~ Ruptira de las memhranas lisasomales con. . 1o consecuente littoracidn

dn onzimes hidroifbicas que se filtran hacaia el citeplases,

por log gtres mesinessos,

increnentande asi lus afectos caunad
: £l raesuliado neto de la necrosis celular es la liévrnriﬁn de.wirus
gue no em=2rgon 4o la menbrana celinlas.

l.as tecnicas ubilizadas para el diagnéstico de RSV son las
siguientes!
a) Fijacitn de complamento.

La Fijocrgn de complementc courre durante la interaccion del anuigenc
y 8] antitunrpo. For le tanto, el consumo de complemsntc in vitro puede
ser usado tomo praeba para identificaer ¥ medir unticanrpos, uantigenos o
anboas .

Esta pruebae complejn enfo.a el undlisis de oacrdantes inaune, o g -
forma que no es ficil nu rédpidasentin comprensibie.

o1 prueba de fijecidn de complemento puedw considercrse comeo 11
samuencia de dos titulaciones del complemcento. La primers 1ealizedga on
ausencia 9o una muestra de suero de) paciente vy tashidén pr o nusercia del

ta

antigeno en estudie, y la segunda en presencia de 2stos

diferontis, si la hay, en 1o aztividaed del complementin entra estas dos

1 .

titulacinnes, reflejs la cantidad de conplomeata g los

AR

anticuerpss del pacionte al reccciopar cor s antfigong

B) Nemtralizcuiér de la In‘ectividad.



La remccion entre los apticuerpos neutralizaontes y los vxru§ S®iQues

1 cihéﬁicu dn primer arden, gue indica que unag molécula de anticuerpo
“puede inactivar una particula viral., Ocurre por ainterferencia con Ics
 su;me2sos intci1ales del caclo de multipliceocién viral.

Existin varios mecanismos nropuestos que tratan de e:plican como o0
1leva a cabe la neutralizacidn do las particrdlas vireles. El primero so
refiere 3l impedimento estérica. o8 poco probunle gue ics particulas
virnles unidas a anticuerpos sean capaces de reacclionar CoOn Sus
raceptores un 1a superficie celular. £l sequndo mecanisme se relaciconn
con éumblos en  1a conformacidn estérico de la cuperficie viral o del
recubrimiento de los sitios rereplores reales, EY torcer vy dltime
mecanismo nrchable se relaciona cen la interferencin de la fase
corraspondionte al degnudamiento.

o prichn de neutralizacidn virel detpcta anticuerpos gue blogquean 1n

infrcciosidad de una particula viral. e todos las reacciones gque

utilizan para investignr aniicuerpos praducidos por virgs oo
esta la mas especifica. Uebidor: o estn especificidad, las pruebas do
neutralizacidn viral e empleon tanto pare identificar presuntas agoentes
nigladps de pncientes como para diagnosticer una enfermedad viral
2specifica, medianta el aumentao del titulo de enticuerpos observado en
determinacionzes sertadas,

Exiaten dos variantes en 1o tecnaca de neatralisacidnd

1.~ MoutraliTacion independiente de complemenio.
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La neutralizacidn de este tipo es reversible va quoe los cooplejos virus
snticyerpo pueden ser dJdisociados, generandu viriones infectantos.
J.~ Nevtralizacién facilivadn por complementa.

El mecanismn de esta intensificacién waria con el tipo de wvirus. En

alguanes casos, puede producir la disgregacidn de la cubierta de
lipoprotetna, con neutralizacién irreversible y perdida de 1a

infectividad} o bien acrecenta los cambios dstériceos generaros por el

anticuerpo. 714,232

c) Inmnccrtogquimica.

Tnrmunoflucroscencia,

Es unn técnicae muy sensible pare le deteccidn do entigenos celularms,
ya sea plasmiticos, nucleares o unidos = in membrana plasedtica,

La mayoria de los compuestos flucroforos o Flunrescentiss son

sustancinz con 2etructura do enillo, Cuunde ol cowpussio absorse lus hay

iz absorcibn

una exitacién de electrones que oscilan en roezonancio. Con

de

de lux de menar longibud de onda, o eaergiao e puede ewitic oo for

luxz de mayor longitud de onda, mediante un breve lapsoc entrz abisocidn v
amision de luz, E1 intervals aproximads entrr sbsoroion e encrgia v
emision de fiuorescencia s mwgnor de 10-% ceg.

La sensibilidad d= las metedas fluorcaébtricos se puede ahora ojustar

la deieceisdn de concentraciones de L0-12 @molar O REROTET.

ta requisrs ap anlicuerpn que o9

L bamuno Pl
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conjugadn - con un colorante fluorescente. Las células intactas o
sercionacas se incuban con 1ns anticuerpos fluorescentes. se lavan » wse

Quminan o1 un microscépio con fuente da2 lus YV, Las células unidas o

Jencrpas son omyy floorescrnies v fdcilmente v Ylps .

La ceasibilidad dé 1la tecnica puede incrementarse por medic do LF
sndiceels . £n aste fa2so, el roleranles Fluorescente se conjuga con Igo
da un. susro anti-inmunoglobulina. bas células on cztudis primero se
incubar con nticuero antigenc especifico, e lavan y 1290 se incubas
con ol sLsen anti-inmunoglobulina conjugade con la sustancia
Slunpessente. (23,285,400

‘EIA.

Lot ensayes inmungentimdticos ticnen su fundamentn en el marcaje do
unnrxrn;\t:-xnmunug"‘.ob-xlinﬂ con una enszima (cunjugado), generando una

raaccistn z:lorida cuantificable que ©s el resultade de 13 degradaciéon

del sos- alo pur la onoima.

Jrno us»mdsxrh:da an uyna superficie (Lubos, perlas, discos,
aicrepiacac de nylon, poliestireno, pelivinilo o palipropilenod), vy se
agrega el suero de pruebn. Todo anticuerpo especifico g2 adhiere al
antigens. Luego se agrega anti-inmunoglobulinag marcade con la enzima
e adhiere al complejo antigeno enticuerpo. Taspuds de un luvado
avhanaty. -, &l agranadn del sunieato da comt resnltado un visible camnta
de color. S1 no hay ningun anticuerpo especifico presente, la

anti-insgnoglobuline marcada con la enzima nn se adhiere al complejo v
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no podrd haber hidrdlisis del sustrato.

tabeuna gran variedad de razones por las gque se #l1Gi0 un ensayo

inmucnentimdtico pare determinar la presencia de RSV en tas ameshras

zados con

sarrfagess obtecides por aspirncion en niffos hosprte
infucciones respiratorias agudas.

Lo ventajaos del EIA, incluyen bejo costo. estab:iidad de los
reactivos, sequridad, sensibilidad, copecificidad, reperducibilidad, o
faclidad de renlizacién} ademds es aobjetivo, nutomatizanle y e::ento de
legislecion rrstr ctivae. Todes estos fFactores constiudayen el nargueg oo
ia eleccidn del RSV EXA de ABEOTT como midtodo de diagrdstice. (2,111,235,

40,432,447 .

23



AL 4
HORBILIDAED DE iNFECCIONES RESPIRATIRIAS AGUDAS

POR MG
ESTADOS UNIDOS MEXICANGS
Wi -~ 1986

1983 1384 1985 3986
Enero 504 012 196 62 752 064 735 248
Febrero 524 220 69 A99 769 ¢67 596 517
Marzy 72 002 ‘ nas 514 @57 6% 530 316
Abril 456 164 } 434 721 661 646 i 952
Hayo 365 964 : ©l7 08 540 819 614 392
Junio 470 498 433 281 878 ecy 481 076
Julin g2 732 573 3K7 531 780 567 97%
Agosto 467 B57 543 252 697 125 181 742
Septienbre 351 553 a51 834 514 599 390 104
Octubre 535 €85 725 AN 786 798 641 672
Horiembre £60 208 633 085 818 712 651 863
Diciembre 633 557 72% 113 3186 503 1 000 784
Fuente: Bireccitn General de Epidemiologia/ss.

HOMBILIDAD POR INFECCIONES RESPIRATORIAS AGUDAS
ENTIDADES FTDERATIVAS QUE OCUPARON
LOS CIACO PRIURCS LUGARES
16983 - 1n8A

Entidades SR < < I 1584 1985 1986
| . [% T [N I ¢ I* [ ™
Quintana Hog 41 482 | 14326.6 | 51 258 [ 22472.6)59 520 | 9454.2 |219 482163344.4
Tlaxcala 50 499 826.2 1 53 4441 9707.5!68 023 |10744.2 1349 003]55474.3
Baja Cal.Sur 83 177 [ 34381.9 | 97 543 [ 41487.2{19 033 § 42620.6 | 84 714 (30373.9
Huevo Ledn 4% 919 ; 14852.8 1469 401 | 15257.0 568 635 1 19186.8 | 807 855] 25640.4
Aguascalientes |133 832 | 22544.9 | 152 205 | 28553.7 789 | 28362.6 | 155 412 24489.7

*Tasa por 100 000 hab.
Fuente: Direccién Gereral

de Epidemiologia/ss.
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QRAVICA 1

MORBILIDAD DE INFECCIONTS nmnv_r»._.ox_rm
AGUDAS PQR MES
ESTADOS UKIDOS MEXICANGS
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TAHLA 2

MORBILIDAD POR [NFECCIONES RESPIRATORIAS AGUDAS
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

1082 - 1986
e LoAeB2 1083 98 1085 1986
- 570757 673776 746242 969321 713802
1 - 4 1125744 1460236 1791351 2100196 1784909
5 - 14 971338 1219850 15112635 1777080 1588627
15 - 44 1138400 1391641 1800337 2074687 2023377
45 ~ 65 291973 366978 45%733 535677 480808
65 + 126316 146993 174957 221073 167747
Se ignora 497155 528018 67/504 8rA7174 795313
TOTAL 4721683 79094873 71518759 8502817 7954683

Fuente: Direcuién General de Epidemiologla /7 5. 6.
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GRAFICA 2

MORBILIDAD POR INFECCIONES RESPIRATORIAS AGUDASR
ESTADOS UNIDOS MEXICANDS 1981-1986
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REACTIVOEZ QUIMICOS.
~-Albdming sérica bovina., SIGHMN Chemical Co. Cat 1989

~Antit idticos

Estreptomicina  SIGHMA Chemicai Ca. Cat $-650. v € de L 21F-0342
Penicilina STGMA4 Chemical Ca. Cat FEN-HA ¥y 3 de L 121F-0S4L

~Cnrbonato de MNa. J.T. Baker Cat. 790
~Cloruro de K. Merck  Catl., 4404 y & de L 104570N
~Clorury de Na. Merci Cat,. 6404 y & do L DO8140R
~EDTA (Etilen dinitriotetracetato disddico J. T. Baker. Cat.
~Folin v Ciocalteus 3I06MA Chemical Co. Cat. 19379
~Fasfato monekdiiceo do Ko JoT. BaKer Cat. 796
~Fasfalo dibdsico de Na. anhidro ANALIT Quimica Uindmica
~Hidrdiide de Na. Merck Cat. 6498 y ¢ de L 2149102R
~HEM (Madio Minime Escencials GLibeo Lab. €Cat. 430-5%Q
-Nistatina CIGMA Chemical Co. Cat. 1789
=QPD (Oric fenilendiamine) SIGHA Chemicnl Ca. Coat, 1?87
~Sulfate de Cobre pentahidratade Morclt Cot. o404
~faepharose 2B Pharmacia Fine Chemical.

Tariroto doe He ¥ K Merclh  Cat. 4404

~Tripsina €res bovine pancroas  SIGHA Chemicael Co. Cat. 1989

roLoGico.

ras Llinicas.
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Las muestras fueron obtenidnas por aspiracidn nasofaringea de nifios
menoras de 2 aftos hoapitalizados con infecciones respiratorias agudas
proporvcionadiss por @l Hosplital General Manuel Gea Gonzdlezr y el
Tastituto Nacional de Fediatria, su procesamiento s@ 1levd o caba el
Laboretorio de Virologia Facultad de Medicina UNAM, estas muesttds
cagron tomudas durante el pericdo invernal npoviembee 1989 o febrero
1990.

Su traslndo se 1levd a Tano empleando el medio de transporte para ree
{wer apendice).

Las muestras e mantuvieron a 4C durante su transporte del
hospital sl Laborstorio de VYiroclogiad una vez en ¢sie e conservaron a

~70C hasin su procesamiento.

~Cultive Carlulns-.

Se ulilizarenr células Hep 2 (Corcinoma epidermoide de laringe)
c¢el Laboratoric de Virplogia fiperimental, Focultad de Medicina UNAMS
1 cual eriginalmente fue proporcionads pur el Dector Trudel del
Instituta Armand Frappie, Montreacl CanadAd. Esta linea celular se maniuvo
caen MEM oadicionado de 2 & 10 % de suerc bovino fetal inactivado (SI0HA
Chemical Co. Cav. 195%) , 100 Ul/ml de estreptomicina,. 100 micro gramos
por ml de penicilina, 30 mizro gramos por ml de nistatina, Lo
isactivacidn S0l saers se realizd durante ang hora o 560« Los cujas

de cultive seé incubaron a4 350 en atmAsferas nnmeda , I do 00D,
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—Virus Sincitial Respiratorio.

a. Loang (ATCCYR-Z4 AMERICAR TYPE CULYURT COLECTIOH, ROCRVILLE, HI.
LUSA. ) donada por el Ductor Trudel del Instilute Armand Frappie. Se
recihid en cédlulas Hep 2 infeciadas en frasces de 25 em2  suplementadn

’ccn MEM, 100 Ul/ml de estreptomicing, 100 micrn gramos/ml de penicalina

O micro grames/ml de nistatina. Los Prasces s incubaro a 37C en

v

4
atmdsfera hdmedo v 5% de CO2. Lu cosecha vivai fue recngida cuando

aprasdandmanente 2l 70 4 de las células Hep I presentaron efecto

citopatico y/0 del 80~100% de célulus ducprendidas.

LABECTT RSY LIA Diagnostic KIT S0 Tests.

El cual consiste!
1.~ 50 esf2ras recubiertds con anti-RSY producido en cabra.
Q.- Un vial {11 ml) de conjugadna. Anticusrpa contra IaG de cone.io
producido en cabra unido a peronidasa (de rdbaned. Conentracidn micam
da 0.5 micro grames /ml de proteina estaebilizadora y antibidticos.
3.~ Un vinl (3.9 ml® control negntive, constituido por buffer de
fosfatosn y antibisdiicos.
4. Un vial (1.5 al) control positiva, concantracidn minimo de 0.031
micro gramos/ml de RSV inactivadao.
e~ Un vial (11 ml) anticuerpo anti-RSY praducido on
conejay concentracisdn minima de 0.1 mizcro gramcs/wl, on proteina
nstabilizadora » ant {bidticos.

S.— Un viul (& ml) Buffar de dilucidn; consiituldo.por amortiguaedor ds
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Fusfatos, proteina estabilitadora ¥ antibidticos.

7.+ ‘Una hetella (10 tabletas) de OFD, cada tableis contiene 12.8 mg

de
sustrato,
Fo~ Una bhotella (5% wl) de amortiguador fosfato :it.r;lt.n con 0.02 de
parMiidan de hidrdgeno.
?.- Una baotella (S0 mi) de dcido sulfirico 1 N,
MLTODOS.

1.~ DETERMINACION TE PFROTEINAS FOR FL METODO LE LDURY.

Se utilizaron las sigquientes solucionas
A, 1 ml de tartrato de sodio y potasin al Z¥

1 ml de sulfato de cobre al 1%

S0 ml de cnrbonuto di: sodio O en hidrisido de sodio Q.1 N
E. folin Ciocaltrus dilufdo 131 en agua destilada
. EstAndar de albamina sérica bovina 1 mgsel
U, Se realiza una curva esbtdandar de Albdmina.

Yrotedimiento?

Cuerva estdndar.

tubo solucisdn estindar de FBS (microlitros)

albumina (microlitros)

3] o} .200
1 3 195
z 10 190
3 25 175
a4 30 150
5.7 100 109
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Adiriopar 1 ml de solucisdn A o cedn tubu, agitar con vortox
inmodiatamente. o jar les tubos 10 min @ tewperate-a ambiente.

Adicicnue 100 microlitros de la wolucidn B a nade tube, agitar
con vortes inmedistamente. lejnr los tubos 30 min a temperutu}d
ambiente.

Ieterminer la dansidad dptica en un wspectrefotomebro o 68O am.

Se csrren dos geries de 1o curva @stindar Je albiamira por el m°
procedimiento.

La concentracion de proteines de las muen- tas  se determina de la
misma manara y el valor de densidad optica ae cada una de ellas se

interpolc en 1a curva estéandar de Clbdamina,

CLARIF ICACIUN DE RS\,

La clarificac1dn do RSV sc efectda en unc cantrifaga slinica =
velncided de 1500 rpm 15 miagtos a 23C, empleando tubos do conteifuge
de pldastico de 10 ml estériles copn tapdn de rosca.

' Se reconge el sobreandante Jasuspensian wvirall ¢ 56 trnslt;d-“n o tutos

de vidrio can tapdn de roscn zstériles. Manteney lao suspenaidn virsl o

dimento.

[

AC, desechar el s

ROFILTRACION,

2% wl de suspensidn ~ifal Lo sanerntraron hasta un velumen final de
1+& ml, por ultraetultencidgn supleands ol gistems de AMITON  ©IXO0 v una

membrana XM 300 AHICON. Maniener el siziema en hielo durante la
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coneert ncibn del virus evitande de asta magera gque se. inactive.

TS TTICACION DE RBV.

S ocancentrada por ultrafiitvracidén a oun vnlumenbde 1.% ml se
aurifica por columna de Sepharasa 2B con una altura de 20 om v 3 om odo
Haﬁﬁ04 2l Buffer utilizade paralo 21ucidgn fup NTE, se cnlectarcn frac-
ciphes de I ml cada 3 wminutos delerminande o cada une de ellas 1la

cencentraidn de preoteinas o 286 am en un espoctrofatdmetrn DU-E Bruehasn.

TITULACION DE RSV,

FEreparar placas de 24 pozos de Fcndé plano aotldriles, con células
Mep 2 (100,000 células/pozo contadas en cénmara de Neubauer?) e inuubar a
37C en atmbsfera himeda y 5% de didiido de carbone hasta tener una
monocap s semiconfluontas

Hacer dilucionag

de la suspension viral an MEM v an
base 10.
faviar $ veees Jas cédlulas con PBS estdril svitando que se sequen.,
Tomar 200 miceolilbrez de la suspensién vierl origical (virus
concentrado) e infectar lo cdlulas Hep 2 semiconfluentes &n cuantro pnto
diferentes distribaidas en forma norizontai, E} pracedim1ent5 anterior

o regitc dz fgqual mancra para cada unn de lau dilucipnes de 1o suspen~

aro vival,

£n cnadz dno do Ins placas, dos de les posos con c2lulas Hep 2 gdemi-

canfluantes cerrasponden o ins rontroles negalive v positivo. En el pri
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mero dnicamente tenemou sélulas Hep 2 con MEH, antibidlicos y nistai
yeoen wi segundo ung eantidad equivalenta (205 wioralohrasd deloan g o
referencity on aste caso B8V cepa tung, preducido en 21 Laberatarin de

Virplogia Dmerinental Facultad de Modicicag 0 -2 s Fup properaican. o

originalmente por el Dr. Trudel.

Incuitar 1 hora o 370 en atmactora Npeda o 20 Jdo dionado de carsy

no. Al término de este Liempo completnr a s veiliamen (’ir’w-m de 500 m:
litros con HEM,

Se deja incubends bujo los condizciones menc-.onadiz anleriorments
hacta obse\;'aur LR o células dosprendidas,

La tyitulqcién se realiza 4 -veces para oada. T iucian. o

Esta titulacidn es de curccter cualitative, debide u Ggue sédlo se

obgervé efscte ~itopdtice o ~d2titlag deasrandicos, wir |

fe madoras de plac o, For

canteo d& placass pura detersinay FRY Gwidad
1o que el bitulo estd dado por la snver dilucidn gue prosenne efecto

citopatico,.

AISLAMIENTO DEL YIRUS SINCITiAL RESELIRA TONT. L .*,:_‘I:Sl?:ﬁ“) CLIinlnag,

El aisluamiento del RGY de las muesiras chienidas por aspirecién
nasofaringeas de nitas hospitalizados con infec-=iones respiratorias
agudns. oo reslizd de la ciguionte maneeal

Frizpurar plages de 29 pozos de fonde piang 2sbériies. oon célulae

Hop 20 (100,000 cdlula= por pozo contadas on réaars de Nedbouer) o

incubar a 370 en atméufera hdmeda y S5Y dw £37 hasta t2ner unag mone capa
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seniconfluente.

Luﬁ muesiras ciinivns se contrifugaron en centrifuga EFFENDORFT
diranta 2 minutos,

Lavar 3 veces las células con FaS estéril avitaondo que se sequen.

Tomar un volumen de 200 microlitros de cada une de las muestras o
infectar an forma individial cadn uno de los pozes con células Hep O
seniconfluentes,

En cade una de las placas dos de lus pozos con celulag Hep 2
semiconfluentes corresponden o los controles negotivn ¥y positivo. En sl
priméru dnicamente Lenemos células Hep 2 con HEM, antibioticos vy
nigtating y; en el segundo una caentidad equivalente 200 microlitros de

virus de referencia preparado en el laboratorio de virslogils

enparimentnl facultad de Madicina UNAm,

Incunar durante una hora a 370 en astwosfra fimeda y 5% de CO2. Al
hérmino de este tiempo completar o S04 microlitros con HMEM. antibibdiicos
v nistatina,

Incibar @n Ins mismas condiclones hasta observar efechko citopdticn o
células desprendidas.

Lo suspensidn viral es recogida en condiciones estérliles y

mentonida a 4AC.

Mt Y v st ens gue donpags del praiser pase roesualten negativn

Jehapn valueos aproharse sanleanda pas Yo 12 suspensidn viral recogida

on 0l pase ante-wor,
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CDETERMINACION DL ANTIGENO.

ABEBOTT RSV ETA.

La prieba se reqliza do acuerdo al instructive prnporcinqqdc por )
KIT.

Enzyme Immunonssay for the Detection of RSV in Nqnophurynqeai
Washes, Aspirates, and Swabs.

Frimera Incubacidn,
1.~ Fipetear 100 micrclitros del buffer de diiucidn en - gada pozcy
2.- Agitar en vorte: los controles y las muestras.
3.~ Pipetear 100 microliflros de cada control (3 controles negatives
seguidos de 1 gositivol.
4.~ Pipetear 100 micrelitros do cadu unae de las puastras.
S~ Adicianur una oofera por pozo,
&S.— Cubrir 12 placa.
7.~ Incubar 120 min. en baHo Marifa a 37C.
B.~ Descubrir la piaca y lavar cada pozo 3 veces empleando up volumen
Aflnal de 12-1B =l de aguae desionirada o destilada.

Segunda Incubuacldn,
9.~ Adicionar 200 microlitros de anticuerpo anti-RSY a cada pozo.
10.~ Mithris 1o oliza.
11.~ Tneupar &0 min. on bafo kesia o 70,

1l.~ Doegeebrir e ploca v o lavars come se moenIiond antaeriormonts,
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Tercura Tneubdcadn,
13.- ddicionnr 200 micrelilros del coﬁjuuudn i cada pozo.
L7.- Incubar &9 min. en bhodo Moaria a 370.
15~ Cubrir la placn.
16~ Degaubrice a ploaca y lavar nuevamenta.
Uesarrollo de Color.
17.= Transferir inmediatamente las esforas peor wertido a los tubos de
LLEL LN
18~ Adicicnaar 300 microlitros de OFD (sustrato) a cada tubo problema o
incluir un tubo para el blanco.
19~ Cubrir 1a placa e incuhar 30 min. a2 temperatura ambispte. =
20.- pAdicionar 1 ml de dcido sulfarics 1N a cada tuba vy agitar,

tivo y negativo

21.,- Determinar la densidad éptica de los contreles po
v de las muestras a 492 nm en un especbroroiometro DU-46 Beckman,
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gdratoria aguia.
Sn le tadia 3 se wndican los sinkames predominantes prasentes en los

pacientei seleccionadds.

B

€& ~22o5]azta cuales 3%
correspondiaran al Instituto Hac:onal de Fadiatria v 212 3! Hospital
General Manuel Ges Gonzdlex, dursznt: el perlcdo invernal de noviembra

1989 a fatrero da 1990,

Il. Aislanienid del virus.

gars llever 2 cabo el aislamiento .de

piracién nasofaringea.

Al *irmin: de 2 pases oxra cada nuestra, el tousl de positivaz por

efesiy cibopdtico fue av 3T7.37H, Ze nagativas 31,78% vy dudssas §.33h

POTLNL A3 ,67 02N negativas y 23.1%

IVe Dablde a ia enccntrada en los resuliados obienides por

39



alslamients en odlulas H

RSV EIA, se probd un .ir

E«perimental Fac, ce IMedicina UHalll ypars se-

°ep

us

v determinac.dr
proguatigs en el l

'

positive, por le¢ que se procedio a real:rzar

Detarmitacidn ce proteinas por el mitoud

cel artigend por AEBCTT

abcraterio de VIrdloaglas
2%2212@€y CIime clntUOL
Lo siguiente §

de Lowry.

R3V crudo del lab. de virologla experiman=al memmse——— Cusod ag nl

R3Y de ABBOTT lab.

REY concentrado y purificado por el lab,

virologia expeciment
Ve Tituls del RSV,
RSV erudo del las, d

RSV de ABEOTT lab.

él.

€ virologla =

rime

RSY concentrade y purificado por al lab,

viroiogla experimentea
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TABLA 3

SINTOMAS
PAC. EDAD SX C S A BN B& D N EP 1. E. T,
1 12 noo+ + - - - + 4 + 13.3% 27/09 13/09-33
2 07 F - - - - - e - 27/03 13709 30/0%
3 10 F e ¢ - - e e e D1/10 10710 03/10-3%
4 0s Mo - - - - v . G5/10  10/10 06/10-89
5 03 M o- - - P - - 1u/t0 15710 13/10-5%
& Q3 Mo - - - + 4 + - - 12,10 19711 14/11-23
7 04 F o= - e . e .- e 3/11 26711 22/11-E
8 0s Mo- e - - . £ e - 25711 DR/11 27/11-8%
9 10 Moy - - - . - - 0z/i2  06s12
10 01 mo- - - - - e - 114:2 151z
11 o3 F - - - - - s - 1T/1 24712 20/
12 s Mo- o+ - - e e - - 1Z/0E 24712 13/12-59
13 07 mo- - - - . - - V3L 01701 B1/10-%3
(1333 (1590
14 97 F o+ - - - - v - 05,12 15/12 12/15-9%
15 e M+ - - - s + e - 21/11  0Z/12 D4r3f-@s
16 24 M - - = - - e 24731 15/02
(19353 (1730}
17 i Foe - - - - - - Z71Y GZ/01 VIAAZ-FF
Loy 11290
13 1 Fo- -~ - - - 1a,11 T4/32
19 24 Wo- e e B T 01 12/02
20 1 Fo- - - - - - - . TiCI 20D 2Iino-w
21 12 M- - - - - + + - DL I 41 bl
22 1z Py v - .- - - Phe01 0 1S/01 1E LoD
23 8 M - - = - - ‘- - 28711 02/12 30/11-8%
24 oL} L - Jx12 1zson 2a/42
(1229) (1990)
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TABLA 3
SINTOMAS

FAC.  EDAD I BN - Ba D N . .EP I. E. T.
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b
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it
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@
m
+
+
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1

26 09 F -~ o= =4 = - o 2B/02 0470X 22701-90
= 72 Moe e - - LT 0I/81 1I/01 0S/01-30
28 1o [ S - - £ - - 31/01 12702 02/%1-30
3 is Fomo= - - L 15791 15/01 1E/01-90

1201 08/ -3

RIFGL ZB/0Y ZR/UL-S0
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-
-
N
- S I
+
)
t
+
1
+
+
v

T R v e + - - A%/03 13701 0F/0L-90
- - - - - - QF/G1 11701 106130

- - . .- e QLs0T 0TSU2 012055

+ d - + - + * - 12702 1T/92 12/02-90

SR N + v - 30001 04/02 F1/01-90

X
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o
o
m X MmMm X X FT X =
[
+
1
+
+
*
'
t

12702 a2/02-30

g
-
P
h
2
+
+
'
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'
+
+
1

o703 OR/OD-E0

EX
wN
—
-
E4
+
i
1
i
[
[
+
'

02703 §3702-320

43 o Fo- - - - - £ - 14702
44 24 om Lo R 9102 0E40Z
h Foob - - - - - - ST AZSAD 0T I-R
as 3 L - - - - NI TX 1T/0T BESGR-ED
47 RR mo-- - - - - - L0003 GBI/
48 11 £ o~ - - - - - - - 16/03 0&/93-22
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EDAD . g¥
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s F
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U1 F
wr M
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TABLA 3

SINTOMAS

A BN BRY D N &P 1. E. 1.

- - + - - L0200 13702 Q3/02-70
- - - - 1S/02 . 27002 12702-%0
- e el oo ua/12 0 2ELD 12.12-5F
- - - v - - 12722 22702 Z0/02-%0
- - - . - - UEAOS 12703 QES03-F0
- - - e - DIo0L QS 1T Y6/ 2D-F0
- - - + + - 21,98

- - - + + ~

- - - - e 17,02

- - - .- 14762 86 ©F 4500700
- - - ¢ - - 1703 30703 Z0/R3-30
SIBILANCIAS  BK = BRONCONEDMONTA

ASME BQ = BRONGQUIOLITIS

NEUMONIA EP =

EGREST

ESPIRACION PROLINGADA

T = ToMa DE MUESTES
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SINTOMATOLOGIA PRESéNTADA EN EL TOTAL

DE LUS PACIENTES ESTUDIARDS

CIANOSIé

SIBILANCIAS

ASMA

BROMCONEUMONIA
BRONQUIOLITIS

DISNER

NEUMGNIA

ESPIRACION PRULONGADA
RINOQRREA

FIEBRE

TOTAL pE MUESTRAS @ €
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TZABRONGLTE
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SINTOMATOLOGIA_PRESENTRDR EN EL TOTAL
DE PRCIENTES ESTUDIADCS
ERONGUI0
LITIZ  grONCO
RELMONIR
"o
SIBILANCIP

DISNER

SIS
NELMONIR CIRNDOSIS

ESPIERCIGN

FROLONGRDR

FIEBRE
RINORRER

% CASOS
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INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

SINTOMATOLOGIA
CIANDSIS 28,204
SIBILANCIAG 25, 64%
AsMA 2.56%
BRONCONEUMONIA 0. 00y
BRONGUIOLITIS 17.94%
DISNER 79.48%
NEUMONIA 30.76%

ESPIRACION PROLONGADA G.00x%

TOTAL DE MUESTRAS : 29
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INSTITUTC NAC:GHAL DE PEDIATRIA
SINTCHRTOLOGIA
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INSTITUTO RRCIONAL [ PEDIATRIA
SINTOMATOLOGIA

ASMA . )
BRONGULO SIBILANCIA

LITIS

Ba, CINDSIS

NEUMONIR
DIShER

% RS
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HOSPITAL GENERAL MANUEL GEA

SINTOMATOLOGIA

CIANGOSTS
SYIRILAMCIAS
AZA
BRONCONEUMONIA
BRONGIOLITIS
LISNEA
NELUMINTA

ESFIRACION PROLONGADS

TR DE MUSSTRAS ¢ 22
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SINTOMATOLOGIR

r03F 1AL GRAL. MANUEL GER SONZALEZ
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o=

ECP EN CELULAS Hep 2

MUESTRAS lar Pasa 2 Pase 3er Pasa

1 s= chlulas células
gesprendidaz desprandidags

2 célulaz cialulas células
SecHs desprandidaz despreandidas
3 células células +
ZACHSE dasprendidas
+ +/- + +
] + /- - -
[ + + +
7 - - -
E/, - - -
Bl + + +
1t + + +
1 - - -
,
 9ed calulas - -
iacas
15 - + *
14 - + 4+
15 células - -
sacas
1e + + +
17 calulas - -
ZeCas
12 + + +
= ‘ .
13 calulaz - -
LECHD
put] - - .~
L - - *
i - células células
desprendidas dasprendidas
3 - - -
24 + + +
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MUESTRAS
25
26

27

48

TABLA 4
ECP EN CELULAS Hep 2

lar Fase 2 Pase 3er Pase
* + +
- - -
. .
- - celulas
desprendidas
+ + +
4/ - -
i - -
célulasz /= /-
SeCas
+ + +
+ + +
- + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ . +
contaminacidn + . +
+ + +
- + - +
- + +
Callaz " +
T@Caz
.
+ celulas +
aespraendidas
s
ceiulas - -
FRCES



TABLA 4
ECP EN CELULAS NHep

MUESTRAS ter Paze 2 Paze 3er Pase
43 células - ' -
sacas
b0y /- - ~
1 - - +
32 + + +
e /- - -
54 - - -
S5 - - +
b1 + + +
§7 +/- - -
52 + + &
859 + + +
&0 . - *
(3 + & +

Total de Muestras = &1

ter Pase : - muastras %
+ 42.82
- 18.67
/- 37.70
Z Pase @ ez tr &= i
+ 4%, 30
- Y, 24
.- 13,72

H nuszhrag A

1.2
b

+

.- L.l
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%k EFED Oﬂg]TOFETICD
EN CELULRS bop 2
Cas0 .

Pns1tivas

Casa 2
hNegativas
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* DE EFECTC CITOPARTICD
EN CELLRS Hep -2

Pczitivas

(===

2c PASE
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1ABLA S

TOMFARSCION LE: LA EFICIENCIA EN LA DETECCION DEL VIRUS. EIA vz. ECF,

Mueztra : ECP r.a.
1 . 0. 572"
2 ‘ + 0. 79562
e + n,07HT
4 + . QRRE
", - G, 1107
< + Wa1707
7 - 0. 2103
] - . 1131
4 + a.1u%d
10 - + . 0S38
11 + 0.023%
12 - 0.1287
13 + . 104%
14 + 0.0492
15 -
16 +
17 -
18 +
19 - G, Q923
2 - ) vL1216
‘,Zil + ¢ 0312
22 + 3. 0533
23 - 0,099
L4 + [RRics &
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TABLA S

COMPARACION DE LA EFICIENCIR EN LA DETECCION DEL VIRUS. EIA vz. ECP.

Muestra ECP DL,
ras) - 0. 1093
e - 0. 0934
7 - £.1176
23 + 0.0172
23 + 0. 4273
3q - (O Rk
<33 - 0. 1260
a2 €r- 0.1419
33 + LR
i3 + g.392¢%
3% + 0. 1451
R + Q0341
g + g, 1307
23 + 0.239S5
pei-] + 0.1117
40 + 5. 0237
41 3 . A3%5
42 € [P P 1]
4% + RLO4TZ

T34 B Y. RE08
4% + TefTe:
46 - J. 0=l
47 - DTG
43 - 0. 0438

6l



TABLA §

COMPARACION DE LA EFICIENCIA EN LA DETECCION DEL VIRUS. EIA vs. ECF.

Muestra ECP 0.Q.
43 - 1. 0850
S0 - 0.0542
51 + WL BEe70
2 + 0.u457
53 - 0. 0530
34 E - J.0%73
85 + a1, 0574
56 + Q, 0849
37 +/- 9. 0B
=3 + a.0854
=3 . + 0. 0693
€0 + G, 0602
61 + . 0E63
Conrtrol + 0. 6400
Control - a, Q800
QL9500
U,y
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CALCULOS:

¥ da controles regativos = U.0E00
Rango da nzgativos  +/- 35 = 0,.030-0.090

Cutaff = ¥ de negativee ¢ 0,120 = 0,0600 + 4.120 = 0,130

Zora gris = +/- 74 del valor del Cutoff = 0,07 * 0,130 = 0.0

{de N

Calculo de valor pozitivo ~ el valor neaative = F -
P - N = 0.5400 -~ ¢,0600 = G.6000

Aquzllas auastiras cuyo vslor de D.O. sea 1gual o mayor qus =1
valor del cutoff son conzideradas positives por ABBOTT RsV EIA.
Las muastras cuycs valores de [.0. sean mencras al vslor g
cuts Y zon condideradas negativas por ABBOTT RSV EIA.

Laz muestras Cuys vaior de D.0O. ze encuentra «n 1a Zona 4ras
2o congidearadas como dudesas. Su valor dafinitivo deber'a zar

confirmado.
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DIZCUSI2N.

recclectaron dr total de &1 muzsTras cbrzaldas

sofarlngea de niffos hospitalizades con infaezidn rezpiratoria aguda,

ce 1as cuales T correspendiecr:a 3] I~ztituro M2ciznal da Pediatrla ¢ 22

EBospital Teneral Manuszl Gea Ca-zdlex,

—

a

Fars el a.slamianto dal vir.s sincitial respirasor:io dz vstas
muestras, sSe empisaron chéiulas ABF ., se 2::2!5 29ta lirca cejular
debido a qua favorzce @i arslamzente dal antlgene viral hasta an un B2%
:onsAdn;anda adamids que e posible obserwir eecto citopatico an
aproximadamaente 2.9 dlas.

Se realizaror 3 pases @ cada una de las duestras al término da los
zuales ze dazterming un $57.37% de posgitivai, 22,.72% de negavivzas vy F.83
iudosazs (Var vabia 4)

log

En la detaraminaciyn dal antiger> virzl
310~as determinados para log z2on%troles positivo y negativo sa
gncontrarcn an al limite inferior aczptadc por el Wity por lo gue se
dudd de la purezs dal centrul posizivo, y s€ procedid a realizar la
mismas Lécnlica pero eémpleando 1a fepa Long iATOCCVR-T&6 AMERICAR TYPE
CULTURE CTOLLECTION, POCHTILLE, MD, USA.) producida v purifiecaca en el

ghoratoeic 4w Yiroilojala Edraviventai Face 3e Msdizina UHAMG, esperando

- Luirekednty 20 21 alor d& densidad 4p.1ca del control pesitivo, paro
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e: regultade obtenidc cala dentro de i2s valcras correipondientes a los
controlxs rzgatives, de io aus toncluimos cue un  &tigano extarne no

uzde ser LIIlizZado como Control EOsR.TLLD
p [

Sy 13s reszultaco:z otsenidos por AZSRITT

ps3itivas de azuz~32 3 loe zdlevlis rmalizzdo:z
alto porcestaje frersn consideraas negavivas (67.T78) , un 219.1%

corrasponde ai 113 muegetras ceNdaladaz como dudosa = 1o que requiaran

o
A3
o

nruava confirmacidn.

Ho fue posibla llevar 3 cabe la conparacion ce 2L eflciancia para la

o

detnrml&a:icn del antigeno viral {REV) enire lis dos t¢cnicas
utilizadas, debive orincipaimente & 133 protlemas jzue presentd el kit
ABBOTT REV ETA sisnic bdsicamente el hecnhe Jde une 3@ %rataj’ an un
periodo cerc3. 5 3 .a tTecha de z4zlucidad el rmit,

s masorta, los

En log &1 pac:envtas estudiacos menzres de O
slntomas mds Frecuentemente entontralos fueron fisnea, rciancsis vy
neumomia (ver tabia ZJ.,

En las dos muestras raportadas como Positivas por aBBOTT RSV EIA, vy
dudosas en efecto citopdtico no encontramoas unzg 2srrelacidn directa con

13 sintomatolcgla presentada por »stos pazzentes, yi que los sintomas

comunes fueron Ciensa y nraumonia, 0o manifestand: iquialitis como

nor F3V.

cuadro caracteristizy 2 Lae
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COHCLUSIZHES .,

El azslam.entd par 2facts citopdtics 3del virus 3incitial raspirator:s
‘de muegstras nacofiringaas ohbtenidas de nidos hespivalizadas con ’
infaceidn resp.ritaria aguda & particr de c¢lulaz Hep 2 |, no es
Zefinitivo en a2l diagnoztica] debido a Jue exiszsten otros virus
raspiratzciis jue ganeran ddncitio, asi como, bazxtarias gue ocasionan
destruccidn celular, por 1o qus &3 nsoesacyid llavar a cabo la
conTirmacidn da2finitiva & traves de Ln ensays inmunoanzimatico ABBOTT
PGV EIA.

La detarminacldn del antligens viral por ABBOTT RSV EIA no confirma

Lo< resugltadoes sbterados an cxlulas Hep 2, por lo que no

W
o
o
3
~
»
"
e
@
a
-
"
g
I
Y

sodemps decir Can certexs Suyales MUEZLCAS fTuersh rrancamante positivasz ¢

cegat.vas, ya-qu2 hubo una gran diferencie an 10s resulitsdos odtenidos
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Lag infeccicnss de laz viase

de'mertalidad méz alta &n cifo
3100% no Se han identificada,
RSV}

citial respiratorio saa

taccionzs. A mivel mundial se

impartants de las infecciones

(=l S 1N DY

laz

i

Lag

paballonas infanta )

Actualmarte

pdat e

30l, ne obstant: para que el o

administrarlo al infcic ge

firmar la presencia wiruE,

REV

. y
[ Vg B 1 |

AEBDTT RSV

"o

- r

FESUMEN.,
regpiratorrag
3 sntre 0y 12 meses. Loz
Sin emBzr90 ac
el responzabla de gran Rarte de

conzidara al RSV como =1 agente

aJPentas

factible gue ¢l virus

presentar an Mévico 1a nasa

e,

&niol
sin-
zstas 10~

caucgal mac

FeIpiratorias agudas an rNen. prindipal-
BUMCIIAT SAVEraT Sue rzauleren bhogpltali-

viazs raspiratorias  en
ralar la inracoion ribaviring an aszro-

rtiviral zea realmente

, . .
infecoion, For 1o gus

Q5
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‘APENDICE.
Muedio de transporte para RSY.
100 ml.de salacidn de Hanks balanceada.
0.5 # de albtmina sdrica bovina,
1 ml. de antibidticos.
Freparacidn de v solucién de HanKs:

Solucién 1.~

Nall ' 40.0 g.
KC1 2.0 q.
Fosfato monobdsico de sodio D305 9.
Fosfiato didcido de potasio 0.3 g.
Glucasn 5.0 g
Sulfato de sodio 1.0 g.
Ro.jo de& fenal d.085 g.
Agua drgionizada 1.0 1.
Salucibn 2. -
Clzrure de c2lcio 0.0Z7 q.
0 Cleraro de colcio dihudrotade 0,485 g.
Aqua desionizada 100 ml

Ecterilizar por cutoclayss 1% mio.

Bolucidn T.-

Bicarbonate de sediz 0.7 g.
Agun desicnizada 100 mi.

Esterilizar por austoclave 1% min,

Freparar frescos con 70 ml. de agun desicnizada + 20 ml, de la

-

solucidn 1, Ecterilizer por cutsclave 1% min. A actox frascos agregar ©

ml. de la solucidn 2 vy 5 de 1y soluacidn 3.
Amortiguadores.

23 Amortiquador de Fosfatos pH 7,4,
Fosfato monobdsico de sodio 0.02 M .75 9.

68



Agua destilada 1.0 1.
Fosfato dib4dsico de sodin 0.02 M .44 g4
Agiia destiladr 1,0 1,

bl emartiguador JATE pH 7.4,
NaCl .15 M
Tris=HC1 0.05 M
EDTA ¢.00L

Solucivnes.

a) FES
NaltL 8.0 g.
KC1 0.2 g.
Fosfato monohdsicn de sndia anhidro 026 .
Fosfato didzido de peolasio B2 g

Aforar con agua destiladna a2 1 litre.
Se ajusta @l pH a 7.8 v se esteriliza en autcclave o 121C 30

b)Y EUTA
Nall
E0TA
Aforar cen agug destilada a 1 litrag.
Esterilizar en autoaclave a 1710 30 min,

(o]

c) Tripeina

d) Antinidticos
100 mg de Sulfato de Titreptomicinag
100,009 UI de Fenicilina 6 Sédica

Se disuelven en 10 ml. de PHES.

min.

Se esteriliza por Ffiltrarien con {1ltro milipare de $.22 micras.

e) Nistat:ira
100 mg. de Nistatina

Se disunrlven on § ml ¢ MaDH IN ¥y ze adicionan 9 wl., de FES.

e esteriliza por Filtrac:on con £iliro milipore A2 0.22 miecrns.
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