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RESUMEN

OBJETIVO: La finalidad de este estudio fue determinar la frecuencia del virus
sincicial respiratorio (VSR) en nifios menores de 2 afnos de edad que failecieron con
neumonia, empleando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

METODOLOGIA: Fueron estudiadas 98 biopsias de pulmoan incluidas en parafina de
nifntos fallecidos durante el periodo de 1989-1997 con diagnostico anatomopatoldgico
de neumonia en el Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XX|. Estas
muestras fueron desparafinadas para extraer el ARN total y realizar la transcripcion
reversa. Una vez obtenido el ADNc se llevaron a cabo dos amplificaciones (PCR-1 y
PCR-2), utilizando oligonucleodtidos especificos para la glicoproteina F de VSR. De
las 98 muestras de pulmén de nifios menores de 2 afhos de edad, se eligieron 30
para evaluar la metodologia, formando tres grupos de 10 muestras cada uno con
diferente diagnostico anatomopatolégico. Grupo | con neumonia viral, Grupo !l con
neumonia bacteriana y Grupo lil sin neumonia, encontrando una diferencia
significativa entre Grupo | y Grupo Ill con una p=.005, posteriormente, se apllico la
metodologia a las 98 muestras de tejido pulmonar de nifios que fallecieron con
neumonia. A todas las muestras que fueron negativas se demostro la ausencia de
inhibidores inespecificos, utilizando un control interno de VSR, también se comprobo
la integridad del ADNc por PCR, usando oligonucledtidos especificos para el gen
FMR-1 del cromosoma X humano.

RESULTADOS: De los 98 casos de neumonia el 30% resultaron positivos a VSR por
PCR. De los nifios que fallecieron con diagnoéstico anatomopatolégico de neumonia
viral el 62% fueron positivos a VSR y en el 25% de los nifios con diagndstico de
neumonia bacteriana (P=0.018).

CONCLUSIONES: Este estudio muestra una elevada frecuencia de VSR en los nifios
menores de 2 afos de edad fallecidos por neumonia, siendo mas frecuente en los
casos de neumonia viral (62%), ademas, en los casos con diagnéstico
anatomopatolégico de neumonia bacteriana, también se detecté el VSR en un 25 %,
indicandonos la presencia de una infecciéon mixta.
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INTRODUCCION

E! virus sincicial respiratorio (VSR) es el principal causante de infecciones graves
de las vias respiratorias que conduce a bronquiolitis y neumonia en nifios menores
de 6 meses de edad y preescolares."’ También es responsable de otros sindromes
respiratorios (rinitis y bronquitis). Ademas, esta asociado con exacerbaciones
clinicas en nifios que tienen asma, fibrosis quistica u otros problemas
cardiopulmonares. '@ En los Estados Unidos se ha estimado que dentro de la
patologia infecciosa en vias respiratorias, el VSR es responsable de la mayoria de
las admisiones hospitalarias en comparacion con las causadas por cualquier otro
agente, ademas juega un papel muy importante en la mortalidad infantil por
enfermedades respiratorias.”: ¥ Este virus también es importante en las infecciones
nosocomiales ya que incrementa la morbimortalidad en prematuros, en nifos
menores de 6 meses de edad con enfermedad congénita cardiopulmonar y
preescolares con deficiencia o depresion inmunoldgica. 2%

La infeccion primaria por VSR produce enfermedad sintomatica en casi todos los
nifios menores de 2 anos, estimandose que aproximadamente el 1% son
asintomaticos. La enfermedad que se produce en la mayoria de las infecciones
iniciales se limita al sistema respiratorio superior. Sin embargo, se ha considerado
que del 25% al 40% de esas infecciones primarias conducen a enfermedades del
arbol respiratorio inferior. 2%

El VSR se ha diagnosticado por cultivo de tejido con sensibilidad de 57% y
especificidad de 100%, por inmunofluorescencia directa con sensibilidad del 93% y
especificidad del 94%, y ELISA con una sensibilidad y especificidad del 87% y
91% respectivamente. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un
meétodo de diagndstico rapido, sensible (96%) y especifico (89%). Ademas, se
puede identificar al virus sin requerir cultivo, asi como, detectar virus no viable, &%
Es limitada la informacién sobre mortalidad debida al VSR, la que existe indica que
es una causa importante de muerte en nifios menores de 6 meses de edad y
preescolares. Asi en el Reino Unido, se aislé el VSR postmortem en 13 de 46
nifos menores de 6 meses de edad (28%) que murieron por patologia del tracto
respiratorio inferior. * ¢ 7 Debido a la ausencia de estos datos en nuestro pais, fue
importante realizar el presente estudio.



FUNDAMENTACION TEORICA

NEUMONIA
Antecedentes

La neumonia es una inflamacion del parénquima pulmonar y es la causa de la
mayor parte de la mortalidad infantil. Los patdgenos de los paises en via de
desarrollo son los mismos que en los paises desarrollados, pero la frecuencia de
infecciones bacterianas y virales, primarias o secundarias es mucho mayor en

paises en via de desarrollo./'®

Las neumonias son causadas por diversos agentes etioldgicos, siendo los

principales:

a) Virus: Sincicial respiratorio, Parainfluenza (1,2,3) y Adenovirus.

b) Bacterias:Streptococcus, S. pneumoniae, Legionella, Haemophrlus mﬂuenzae
S aureus, K. pneumoniae.

c) Otros:Mycoplasma pneumoniae, Toxoplasma gondii, H/sloplasma capsulalum
Chlamydia trachomalis y Pneumocystis carinii.

Otros agentes como los del sarampion, rubéola, varlcela tlf0|dea pueden produclr

neumonia en forma secundaria.!'"

Histopatolégicamente las neumonias pueden clasnfcarse dela sngulente manera

« Neumonia viral, en la cual se observa engrosamlento de los septos alveolares
e infiltrado linfocitario intersticial. :

« Neumonia bacteriana, en la cual se observa exudado inflamatorio agudo conla
presencia de leucocitos pollmorfonucleares en alvéolos, bronqmolos y bronquios,
ademas de la presencia de bacterias. "' . :

Epidemiologia:

Los agentes causales mas frecuentes de neumonia varian de acuerdo a la edad,
la temporada del aio, el estado inmunolagico del individuo incluyendo el estado
nutricional y el estrato socioecondmico entre otros.

Con anterioridad se pensaba que los virus eran responsables del 20% a 25% de
las neumonias pero con el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico, se
considera que éstos son los responsables del 60% a 70% de los casos de
neumonia y la menor parte por problemas bacterianos, siendo que el mayor
nimero de casos de neumonia viral se observan en los menores de 2 anos de
edad de ahi su interes en epidemiologia y la importancia en su diagnostico. ¢!' 2%
En los casos de bronquiolitis y de neumonia intersticial, los virus son casi siempre
los agentes etiologicos, predominando el virus sincicial respiratorio, y el virus
parainfluenza. '"

En general, las infecciones virales de las vias respiratorias inferiores son
frecuentes en los meses de invierno siendo el VSR de los agentes que con mayor
frecuencia produce neumonia. Aunque el periodo estacional de eslos agentes



virales es bastante predecible, las epidemias en ciertas localidades pueden
modificar las cifras de incidencia en un determinado afo.!'®

La morbilidad de las neumonias aan es elevada. En 1988, en México se
notificaron, a la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud,
116,230 casos de neumonias, en 1990 se notifico un numero similar de casos
(116,412) presentandose el 50% de ellos en niflos menores de 5 afios de edad. ''"
La fuente de contagio la constituyen casi siempre las secreciones nasales o
bucales de personas infectadas y el mecanismo de transmision es el contacto
directo. E! periodo de contagio es muy variable, dependiendo del agente
etiologico, pero casi simpre es de 7 dias. "

Manifestaciones clinicas:

La mayoria de las neumonias virales presentan sintomas respiratorios, como rinitis
y tos, la temperatura es generalmente menor que en la neumonia bacteriana. En
general es frecuente la taquipnea acompanada de retracciones intercostales,
subcostales y supraesternales, asi como aleteo nasal. Las infecciones graves
pueden acompanarse de cianosis y fatiga respiratoria. La auscuitacion del torax
puede revelar estertores y sibiliancias difusas. "%

Las neumonias virales no pueden distinguirse de las neumonias bacterianas
basandose sélo en las manifestaciones clinicas, pues existen signos de infeccion
viral en muchos pacientes que presentan una neumonia bacteriana, Por tal motivo
es necesario la realizacion de estudios de laboratorio y gabinete. '%!"

Patologia:

La causa que con mayor frecuencia transtorna los mecanismos de defensa del
pulmoén es una infeccion viral que altera las propiedades de las secreciones
normales, modificando la flora bacteriana y temporalmente, puede destruir la capa
epitelial normal de las vias respiratorias. Es frecuente que de una enfermedad
(rgsﬁi)ratoria viral preceda en unos dias la aparicion de una neumonia bacteriana.

La neumonia bacteriana durante la nifiez no es una infeccién frecuente si no existe
alguna enfermedad cronica de fondo, como la fibrosis quistica o algun déficit
inmunitario. La neumonia bacteriana usualmente ocurre cuando la bacteria es
inhalada o aspirada, este tipo de neumonia ocurre con menor frecuencia que la
neumonia viral pero se consideran en el diagnostico para el uso de antibiéticos. (2
En los Estados Unidos de cada 1000 nifios en los primeros afos de vida, 15 a 20
casos son de neumonia bacteriana, y la incidencia incrementa de 30 a 40 casos
por afio en nifios mayores de 5 afios de edad. ('?

Diagnéstico:
El diagnostico de neumonia es fundamentalmente clinico, pero es indudable que la

radiografia aporta datos de gran valor. El cultivo de exudado faringeo proporciona
una ayuda poco confiable y los cultivos de espectoracién son controversiales, ya
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que pueden reportar una gran contaminacion de microorganismos del tracto
respiratorio superior. Los hemocultivos se han reportado positivos en un 10% hasta
40% de casos de infeccidn respiratoria. Para identificacién viral se emplean cultivos
celulares, asi como la técnica de inmunofluorescencia, fijacion del complemento,
analisis inmunoenzimaticos entre otros.‘'®

Existe gran dificultad para la determinacion de los agentes etiolégicos de las
neumonias, ya que es dificil el aislamiento del microorganismo; sin embargo, el
virus sincicial respiratorio y el virus de parainfluenza parecen ser los agentes mas

frecuentes en nifios pequefios.

Tratamiento:

A los pacientes con neumonia se les trata con antibiéticos cuando se sospecha
que es de origen bacteriano ya que cuando es de origen viral se proporcionan
medidas de sosten como hidratracién, aplicacion de oxigeno 6 incluso ventilacion
asistida, y en casos graves se sugiere el empleo de una droga antiviral. (' 1112



AGENTE CAUSAL (VSR)

Historia

El virus sincicial respiratorio humano (VSR) es la causa mas importante de
enfermedades virales en el tracto respiratorio inferior en nifos, en adultos
inmunosuprimidos y ancianos. E! VSR se aislé por primera vez en 1956 en un
brote de una enfermedad semejante al resfriado en una colonia de chimpancés en
cautiverio, siendo denominado "agente de la coriza de los chimpancés”.
Posteriormente un virus idéntico se aislé en un nifio con neumonia y otro con
laringitis, observandose sincicios, que es el efecto citopatico caracteristico del
VSR en cultivos celulares; debido a esta caracteristica se denomind “virus sincicial
respiratorio”, ¥

Los estudios serologicos en aquel momento indicaban que la infeccion era comin
en el hombre y se producia generalmente antes de los 4 afos de edad.
Investigaciones similares en diferentes partes del mundo indican que el VSR esta
asociado con enfermedades del tracto respiratorio inferior en los nifios menores de
2 afos de edad.‘'*'®

CARACTERISTICAS DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR)
Clasificacion

El VSR es un miembro del orden Mononegavirales, que consiste en una cadena
de ARN negativa, pertenece a la familia Paramyxoviridae, la cual comprende 4
géneros: a) Rubulavirus, representado por el virus de las Paperas, virus de
Parainfluenza humano tipo 2 y 4, Virus Simian (SV5); b) Paramixovirus,
representado por el virus Sendai y el virus Parainfluenza tipo 3 (PIV3); c)
Morbillivirus, género representado por el virus del Sarampion. Estos 3 géneros
forman parte de la subfamilia Paramixoviridae debido a que presentan una
relacién en la secuencia de aminoacidos para varias proteinas. En la subfamilia
Pneumoviridae se encuentra el género d) Pneumovirus representado por el Virus
Sincicial Respiratorio humano (VSRH), bovino (VSRB) y caprino (VSRC). El virus
de la rinotraqueitis de aves (TRTV), presenta una secuencia de aminoacidos
diferente al de los Pneumovirus. (Figura 1) Los Pneumovirus difieren
principalmente de otros Paramixovirus en el diametro de la nucleocapside que es
de 12nm — 16nm y el de los Paramixovirus es de 18 nm. (%17



Figura 1 Relacion entre VSR y otros miembros de la familia Paramixoviridae de
acuerdo a la secuencia de aminoacidos.

Rubulavirus .
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LatA 2N e o 1 i e T T 1)

N/NP: proteina de nucleocapside, P: fosfoproteina, V: proteina rica en cisteina, M: proteina
de matriz, F: proteina de fusion, SH: pequefia proteina hidrofdbica, G/HN/H: proteinas de
enlace, L: proteina polimerasa, C/NS: proteina no estructural, M2: segunda proteina de
matriz. SV5: Virus de Simio 5, PIV3: Virus Parainfluenza tipo 3, VSRH: Virus Sincicial
Respiratorio Humano, VSRB: Virus Sincicial Respiratorio Bovino, VSRC:Virus Sincicial
Respiratorio Caprino, TRTV: Virus de rinotraqueitis de aves.

Fuente: Fields BN, Knipe DM, Howley PM. Virology. 32, vol. 1. Editorial Lippincott-Raven,
Philadelphia; 1996:1313-37.
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Morfologia

El virus sincicial respiratorio es una particula esférica cuyo tamaifio es de 150 nm a
300 nm, presenta una nucleocapside helicoidal semejante a la de Paramixovirus,
excepto que el diametro (12 nm a 15 nm) es menor que el de Paramixovirus (18
nm).El genoma esta constituido por acido ribonucléico (ARN) de una sola cadena,
no segmentado de polaridad negativa.'> '® ' Ei VSR tiene una envoltura con
doble capa lipidica y tiene tres proteinas de membrana G, F, SH, las cuales
median la adhesion y penetracién del virus a las células, algunas de estas
glicoproteinas se han observado por medio de microscopia electronica como
filamentos de 11nm-20 nm de largo en intervalos de 6nm-10 nm; en la matriz del
virion hay dos proteinas no glicosiladas, la M1 y M2; las proteinas N, P y L se
encuentran en la nucleocapside y estan asociadas con el ARN genomico, y las
proteinas no estructurales son NS1 y NS2, (419

Todas las membranas de la subfamilia del Paramixovirus tienen actividad
hemaglutinante, pero esta funcion no la presentan los pneumovirus. (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de los Paramixovirus

VIRUS Parotiditis Parainfluenza | Sarampion VSR
Género Rubulavirus | Paramixovirus |  Morbillivirus Pneumovirus
Serotipos 1 12,34Ay 4B 1 1 (2 variantes
. — R AyB)
Diametro de la 18 18 18 14
nucleocapside

HA + + +* -

NA + + - -
Hemadsorcion + + + -
Inclusiones ! | | |

[IA: hemaglutinina; NA: ncuraminidasa:  Dinclusiones  citoplasmiticas; *unicamente

aglutina globulos rojos de primates y carece de actividad de neuraminidasa. ae)

Fuente: Fields BN, Knipe DM. Howley PM. Virology. 3" ed. Vol 1. Philadelphia: Editorial
Lippincott-Raven, 1996:1313-37.

La replicacion de! virus sincicial respiratorio esta limitada al citoplasma de las células
infectadas; es sumamente labil al calor, desecacioén, congelacion y descongelacion,
por elio el transporte de las muestras debe ser rapido y conservarlas a 4°C para
evitar la inactivacion viral, recomendandose la inoculacién inmediata de las muestras
en los diferentes cultivos celulares sensibles a VSR como son las células Hela,
células HEP-2, células Vero, etc. \'® ' | a inestabilidad del virus ha sido un obstaculo
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para la purificacion y el anaiisis detallado de su estructura. Se han identificado dos
subgrupos: el A (cepa prototipo Long) y B (cepa prototipo 18537), que circulan
simultaneamente en la comunidad y que se han caracterizado con anticuerpos
monoclonales especificos. Las relaciones antigénicas entre las cepas A y B medidas
por medio de la ELISA y proteinas F y G altamente purificadas, demuestran que la
respuesta anti-F en ambos subgrupos son del 50% en comparacion con valores

entre 1% y 15% para la glicoproteina G. '

PROTEINAS DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO.

ESTRUCTURALES
Proteinas de membrana.

La glicoproteina G se encuentra en la envoltura del VSR y sirve para fijarse a los
receptores celulares, e induce anticuerpos neutrallzantes tiene un peso de 90.6 Kda
y es una glicoproteina de 298 aminoacidos."'

La glicoproteina de fusion (F) consta de dos fragmentos (F, y F;) unidos por un
puente disulfuro, que al fusionarse con la célula huésped, da por resultado la
penetracion del virus dirigiendo la fusion de la membrana viral y celular originandose
el efecto citopatico prominente con la formacion de sincicios, como un mecanismo
adicional de la diseminacion viral. La glicoproteina F es de 574 aminoacidos con un
peso de 70 Kda, es una region altamente conservada y especifica del genoma del
VSR, que tiene un 19.2% de homologia con la proteina F del virus de Parainfluenza
humano tipo 3. '8'7'® pebido a esta baja homologia con proteinas similares de
otros virus, permite la utilizacion de este gen para el diagnostico del VSR.

La glicoproteina SH, es una proteina corta de 64 aminoacidos que se encuentra en
la envoltura de la membrana de VSR, tiene un peso de 7.5 Kda y sclamente se
encuentra en la superficie de las células infectadas; su funcion es desconocida. ('%'®

Proteinas de matriz.

Las proteinas M1 y M2 son no glicosiladas y se encuentran en la matriz del virion.
La proteina M1 es hidrofébica e interviene en la asociacion de la nucleocapside
con la envoltura del virus, pesa 28.7 Kda, y contiene 256 aminoacidos.

La proteina M2 esta formada por 194 aminoacidos , es basica e hidrofilica, con un
peso de 22.15 Kda, ¢ B}{a funcion es desconocida y se expresa en la superficie de

la célula infectada (6!
Proteinas asociadas con la nucleocapside.

Estas tres proteinas de la nucleocapsnde del VSR, estan involucradas en la
transcripcion y replicacion viral, (%!



La nucleoproleina N esta involucrada en la funcién estructural y probablemente en
la-transcripcion vy replicacion del ARN viral.!'"”! Es la proteina mas grande de la
nucleocapside formada por 391 aminoacidos con un peso de 43.42 Kda. '®

La nucleoproteina P (fosfoproteina), esta formada por 241 aminoacidos con un
peso de 27.15 Kda y es probablemente un cofactor de la polimerasa./'®- '8

La proteina L es una polimerasa ¥ Pesa 250.2 Kda, probablemente funciona como
polimerasa de la nucleocapside. /'

En general las proteinas estructurales facilitan la transferencia del acido nucleico
viral de una célula huésped a otra, protegen el genoma viral contra la inactivacion
por las nucleasas, también participan en la adhesion de la particula viral a células
sensibles y proporcionan la simetria estructural de esta particula, estableciendo
las caracteristicas antigénicas del virus, {419

NO ESTRUCTURALES.

Las proteinas NS1 y NS2 se consideran no estructurales y se detectan en
pequerias cantidades en la purificacion del virion, encontrandose en las células
infectadas, desconociendo su funcion, (Figura 1), 9



Figura 1. Proteinas del virus sincicial respiratorio

NSt
NS2
(afuera del virion)

G: Proteina de enlace, F: Proteina de fusién, M1 y 2: Proteinas de matriz 1y 2, N: :
Proteina de nucleocapside, P: Fosfoproteina, L: Proteina polimerasa, SH: Pequena
proteina hidrofobica, NS1 y NS2: Proteinas no estructurales. :

Fuente: Escobar GA, Valdespino JL, Sepulveda J. Vacunas, Ciencia y Salud. Secre(ana de Salud
Subsecretaria de Coordinacion y Desarrolio, Meéxico, 1992: 409-20. :
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PATOGENIA

El mecanismo por el cual el virus sincicial respiratorio se difunde desde la via del
tracto respiratorio superior al inferior no esta claro. Se postula que la via es el
epitelio respiratorio o la aspiracion de secreciones infectadas. El virus puede
diseminarse de célula a célula sin emerger al liquido extracelular ya que no
produce viremia. '72%

La patologia de una infeccion severa por VSR en nifios, es similar a la de
bronquiolitis o neumonia en comparacién con otros virus respiratorios, sin
embargo, los nifios que presentan infeccion por VSR presentan graves cambios
pulmonares, con notable inflamacion, con infiltrados de células mononucleares en
tejidos intersticiales y alvéolos, formacion de pequefios sincicios e inclusiones
citoplasmaticas, también se observa necrosis epitelial y tapones compuestos de
restos celulares y fibrina, asi como infiltrado linfocitario peribronquial causando
obstruccion bronquial'®%” Los lactantes son especialmente propensos a la
obstruccion de las vias respiratorias bajas a causa del escaso calibre de sus
bronquios. No se ha aclarado el papel que desempefa la infeccion bacteriana
asociada al efecto destructor del virus y la respuesta del huésped. En casi todos
los lactantes con o sin neumonia intersticial, la experiencia clinica sugiere que las
bacterias son un factor importante.

La imagen de rayos X puede ser normal, aunque casi siempre muestra
combinacion de atrapamiento de aire (hiperexpansion) y engrosamiento
peribronquial o neumonia intersticial. La consolidacion lobar o segmentaria, que
usualmente afecta el lébulo superior derecho, so6lo es ocasional y la efusién
pleural es rara.

Se menciona que en los casos mas graves de bronquiolitis y neumonia, se
observan en nifios pequeios que aln tienen anticuerpos maternos (1gG). Sin
embargo, aun no esta dilucidado cual es el mecanismo patogénico ni cuales son
los mecanismos que protegen contra la infeccion o la reinfeccion. 2°

Los pacientes con defectos en la inmunidad mediada por células pueden
presentar infecciones persistentes, eliminando virus por largos periodos. Esto ha
sido observado en nifios con SIDA congénito y en nifios tratados con drogas
inmunosupresoras, lo que indica que la inte?ridad del aparato inmunolégico es de
importancia para que la infeccion termine.'”

HALLAZGOS CLINICOS

En los nifios la infeccion respiratoria por VSR generaimente es sintomatica
desarrollando signos en el tracto respiratorio inferior, entrando en una fase
prodromica de rinorrea acompafiada de pérdida del apetito, aparece
simultaneamente tos, aunque es mas frecuente después de un intervalode 1 a 3
dias. Durante esta etapa también pueden presentarse, estornudos y febricula ./'%

Después de que la tos se presenta, los nifios comienzan con taquipnea, pero si la
enfermedad es leve, los sintomas no van mas alla de esta etapa . En el examen




clinico del nino se detecta, taquipnea, estertores roncantes difusos y sibilancias,
las imagenes de rayos x del térax son generalmente normales. '%'® £n 1a mayoria
de los casos la recuperacion se presenta después de 7 a 12 dias de enfermedad.
En casos mas graves la tos y taquipnea es mayor a 70 respiraciones por minuto y
el nifio se vuelve dispénico; la hiperexpansion del tdrax es evidente, asi como,
retracciones intercostales y subcostales. El nifo presenta apatia, cansancio,
rechaza la comida y la hipoxia se hace mas evidente, ya que cuando el nifio se
pone exhausto, la hipoxia llega a ser mas extrema y va acompanada a menudo de
hipercapnia y acidosis, presentandose disminucion de la respuesta auditiva, apnea
y jadeo. En general, la primoinfeccion que ocurre habitualmente antes del arfio de
vida, suele inducir cuadros mas severos que en las reinfecciones. !'* 162"

En los nifios con anomalias congénitas cardiacas o respiratorias, las infecciones
con VSR pueden ser fatales. Las infecciones en adultos en especial del personal
hospitalario son muy frecuentes, aunque generalmente no es diagnosticado ya
que es indistinguible clinicamente del resfriado comun.!

Los estudios analiticos habituales aportan escasa informacion en la mayor parte
de las neumonias causadas por el VSR. El recuento leucocitario es normal o alto,
los cultivos bacterianos suelen revelar crecimiento de la flora normal. La hipoxemia
es frecuente y tiende a ser mas importante, cuando es mas intensa, va
acompafada a menudo de hipercapnia y acidosis. 9

EPIDEMIOLOGIA

El VSR tiene una distribucion mundial, con brotes anuales que duran varios
meses con un patron estacional para cada regidn. En paises templados, la
epidemia generalmente ocurre durante los meses de invierno, mientras que en
paises tropicales ocurre durante los meses de lluvia. Las epidemias suelen
alcanzar su maxima incidencia en enero, febrero o marzo, pero también se han
descrito maximos desde el mes de diciembre hasta el mes de junio. Durante el
resto del afio, las infecciones son esporadicas y poco frecuentes. ¢

La distribucion de la enfermedad grave por VSR con respecto a la edad, es similar
en todo el mundo con un pico de incidencia en los dos primeros afos de vida. 2"
Se ha observado que los nifios de 6 semanas a 9 meses de edad, desarrollan con
mayor frecuencia neumonia o bronquiolitis severa, con un pico de incidencia entre
los 2 meses y 7 meses de edad. En un 30% la infecciéon por VSR es mas coman
en el sexo masculino que en el femenino. En las zonas urbanas de los Estados
Unidos, la infeccion por VSR es mas frecuente en nifios de color; sin embargo, la
enfermedad de las vias respiratorias inferiores es mas frecuente y precoz en los
grupos de nivel socioeconomico bajo y en condiciones de hacinamiento. o
Estudios en el Norte de Carolina y Newcastle, la hospitalizacion es mas frecuente
en niios cuya familia tiene un nivel socioeconomico bajo en donde un 75% de los
nifios menores de 1 afno de edad con bronquiolitis y 22% con neumonia fueron
hospitalizados; en otro estudio realizado en Washington con vigilancia durante 13
anos se detecto un 43% de infeccion por VSR con un diagnostico de bronquiolitis y
un 25% con neumonia. También se encontrd que este virus juega un papel menor
en las bronquitis (10.6% de los casos) y en laringitis (9.8%). 5" En un grupo de



55 nifos que asistieron al servicio de urgencias del Hospital Infantil de México con
infeccion respiratoria baja (neumonia o bronquiolitis) detectaron al VSR en un
36%, lo que indica que el VSR juega un pape! importante como agente etioldgico
en este tipo de infecciones. @

La reinfeccion parece ser un evento frecuente, pues un estudio realizado en
Houston la infeccion de VSR fue de 69.8% durante los primeros afos de vida y
82% durante el segundo afio. Todos los nifios de 24 meses de edad que fueron
infectados, el 50% tuvo reinfeccion. El riesgo de infeccion decrece a un 33.3% a
los 48 meses de edad. El periodo de incubacion desde la exposicion al primer
sintoma es de unos 4 dias. El virus se excreta durante periodos variables, que
probablemente dependen de la gravedad de la enfermedad y del estado
inmunitario. Casi todos los lactantes con enfermedad del aparato respiratorio
inferior secretan virus durante 5-12 dias a partir de su ingreso en el hospital. '®
Por otra parte las infecciones nosocomiales por VSR, son un problema en los
hospitales pediatricos y recientemente se ha registrado un incremento en la
frecuencia en adultos hospitalizados, especialmente en aquellos pacientes
inmunocomprometidos, pues el virus suele propagarse de nifio a nifio a través de
la participacion del personal de salud. ©

La infeccion por VSR, principalmente se difunde por contacto directo con
secreciones infectadas, ya sea por estornudos, fomites o contacto directo con
nifios infectados, el virus sobrevive por minutos en una variedad de superficies
porosas, incluyendo, piel, papel, tela, guantes, cunas o camas. La enfermedad
adquirida también da como resultado una estancia hospitalaria prolongada de los
nifios y puede presentar enfermedad fatal con otros problemas asociados. Debe
tenerse en cuenta el aislamiento y un minucioso lavado de manos para el manejo
de los nifos infectados. ©'?? Es probable que el VSR se introduzca en la mayoria
de las familias a través de los hijos en edad escolar reinfectados. Es tipico que, en
el espacio de pocos dias, los hermanos mayores y uno o los dos padres sufran
resfriados, pero los lactantes presentan una enfermedad mas grave con fiebre,
otitis e infeccion de las vias respiratorias inferiores. '9

La primoinfeccion, que ocurre habitualmente antes del afio de edad, suele inducir
cuadros mas graves que la reinfeccion. En estudios realizados en USA se
demostré por seroconversion que el 40% de los nifios antes de cumplir un afic de
edad ya se habian infectado con VSR, al segundo afno el 50% y a los 4 afios el
100%. (1729



DIAGNOSTICO

La radiografia de torax se caracteriza por infiltrados difusos, en algunos pacientes
también puede haber infiltrados lobulares transitorios. El recuento de leucocitos en
los nifios con neumonia viral tiene tendencia a ser normal o a elevarse ligeramente
(< 20 000/mm?®), con predominio de los linfocitos, la velocidad de sedimentacion
globular o la proteina C reactiva suelen estar normales o algo elevados, por lo que
el diagnostico definitivo exige el aislamiento del virus en una muestra obtenida del
tracto respiratorio. El dilema para e! diagnostico de mayor importancia es una
posible participacion bacteriana. El diagnéstico de la infeccion por el VSR es por
medio de la deteccion del virus o de sus antigenos en las secreciones
respiratorias. (192

La muestra de eleccion para el diagnoéstico de infeccion por VSR es el aspirado
nasofaringeo, obtenido en los primeros dias de enfermedad, mediante aspiracion
con bomba de vacio, ya que cuando la muestra nasofaringea se obtiene con
jeringa o hisopo, disminuye la calidad de la muestra. E| diagnéstico de VSR puede
realizarse por los métodos de aislamiento en cultivo celular, considerado como
método clasico, y que tiene una sensibilidad y especificidad del 57% y 100%
respectivamente asi como la deteccion de antigenos virales que son considerados
de eleccion por ser métodos rapidos. 17

Para el aislamiento de VSR en cultivo celular es fundamental un envio rapido de la
muestra y conservarla a 4 °C, debido a la gran labilidad de este virus; ademas, el
VSR crece en varias lineas celulares por ejemplo: en células Hela derivadas del
carcinoma de cérvix, células HEP-2 provenientes de un carcinoma de laringe,
también en células Vero originadas de riion de mono verde, etc. Pero la
gﬁsventaja es que requiere un minimo de 15 dias para obtener ios resultados. '™

En cambio, la inmunofluorescencia que detecta antigenos de VSR en células
nasofaringeas, tanto directa como de manera indirecta (con anticuerpos
policlonales o monaoclonales) tiene una sensibilidad similar al aislamiento en cultivo
celular, sin los inconvenientes de este, ya que los resultados se pueden obtener
en pocas horas. ?9

El método de analisis inmunoenzimatico (ELISA) también es utilizado para la
deteccion de antigeno de VSR en las células nasofaringeas, tiene una sensibilidad
de 87% y especificidad de 91.0% respectivamente la cual es ligeramente inferior a
la de inmunofluorescencia, tiene una utilidad epidemiolégica y permite definir la
incidencia y prevalencia de diversos patogenos virales. El diagnostico serologico
no es muy util, debido al tiempo que es necesario esperar la conversion serolégica
y a la leve respuesta humoral en los lactantes, sin embargo, para estudios
epidemiolé?icos en nifios mayores de 2 afios de edad o adultos, la serologia es
adecuada. (1017)

Indudablemente los métodos moleculares de diagnéstico como la PCR, prometen
aumentar la sensibilidad y especificidad en la deteccidén de agentes virales,
teniendo gran valor en el diagndstico viral por ser dificiles de detectar con técnicas
inmunolégicas. @




Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En 1983, el doctor Kary Mullis, postulé que se podrian producir copias muitiples de
un fragmento de ADN, por un proceso bastante sencillo utilizando una enzima que
normaimente se encarga de sintetizar el ADN y pequefios fragmentos de ADN
complementarios (ADNc). La importancia de este descubrimiento fue reconocido
en 1993 por el Comité de! Premio Nébel, el cual fue otorgado al doctor Mullis.?®
La PCR es un método de diagnastico mas rapido, sensible y especifico que evita
el aislamiento viral especial y tedioso, ademas se detecta al agente viable y no
viable a baja concentracion, ya que con la minima cantidad de ARN, es posible la
identificacion viral, también amplifica secuencias del ADN desde 25 pares de
bases hasta 10,000 pares de bases, utilizando solamente la secuencia blanco
especifica en lugar del genoma completo.?”

La PCR se ha utilizado para amplificar el ADN de una variedad de muestras
incluidas en parafina, células de mucosa, cabello, células linfaticas o de semen, un
cerebro momificado de 7000 afios de antigiiedad. - 2®

La identificacion por medio de la PCR, en la actualidad, es el instrumento de
eleccion cuando los métodos tradicionales requieren demasiado tiempo o
proporcionan resultados inexactos. Los epidemiologos necesitan informacion
acerca de la relacién de las cepas bacterianas o virales, para investigar el origen
de una epidemia, sobre todo en el medio hospitalario. EI advenimiento de la
identificacion por medio de la PCR ha proporcionado un instrumento de aita
tecnologia y de alta precision para identificar a los virus. ©

En un estudio donde se detectd el VSR en niflos con bronquiolitis, Cubi y co
mencionan que la Inmunofluorescencia es una prueba rapida de diagnostico y que
la deteccion de antigeno es mas sensible que la deteccion por hibridacién, pero
consideraron de mayor importancia las técnicas de amplificacion de acidos
nuecléicos en el estudio de virus, y que la PCR es indudablemente una técnica a
emplear para el estudio de enfermedades respiratorias en nifios. Gilbert demostro
que la PCR puede ser usada para la deteccion de VSR y otros virus
respiratorios.®?

| (29)

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS PARA VSR.

Ei tratamiento de neumonia causada por VSR, puede requerir de hidrataciéon y
administracion de oxigeno ya que la mayoria de los pacientes presentan hipoxia, y
si es necesario, se aplica ventilacién asistida. Cuando existe dificuitad para comer
es util emplear la via intravenosa o la sonda.!'®'? Cuando la neumonia por VSR es
severa, se sugiere administrar ribavirina que ha mostrado ser efectiva.''® Los
antibidticos son indicados en la neumonia de origen bacteriano, pero en el caso de
neumonia por VSR no son Utiles, por lo que en éste caso se debe evitar el uso
indiscriminado de ellos.

El efecto protector de la leche materna ha sido demostrado eficientemente por lo
que debe proporcionarse la lactancia prolongada, ya que proporciona la vitamina



A, la cual estabiliza la estructura y funcion de las superficie mucosa, participando
en la respuesta inmune y en la produccion de moco. Esta vitamina es necesaria
durante los primeros 6 meses de vida y cubre la mayor parte de las necesidades
hasta los 2 afios de edad. '%

PREVENCION

Dentro del hospital, las medidas preventivas mas importantes son evitar la
diseminacion del VSR, mediante el aislamiento de todos los nifios con sospecha o
con infeccion por VSR, debiéndose tomar estrictas medidas de higiene como es, el :
lavado de manos, utilizar batas y guantes especiales. 23 s
Existen dos productos para la prevencion de la infeccién por VSR que reducen la“
excresion de éste, como es la inmunoglobulina intravenosa de origen humano:
(IGIV-VSR), vy recientemente esta en investigacion la vacuna monoclonal de la
fraccion F de VSR, llamada Pahvnsumab que ha sido aplicada por via mtravenosa
en nifios menores de 2 afios de edad.“?



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El virus sincicial respiratorio es la causa frecuente de infecciones graves de vias
respiratorias que particularmente conduce a neumonia y bronquiolitis en nifios
menores de 2 afios de edad. En los Estados Unidos se ha estimado que dentro de
la patologia en vias respiratorias, el VSR es responsable de la mayoria de las
admisiones hospitalarias, ademas juega un papel muy importante en la mortalidad
infantil por enfermedades respiratorias. ®» En nuestro medio se desconoce la
mortalidad asociada a esta infeccion en nifos hospitalizados con enfermedad de
las vias respiratorias, por éste motivo se desarrollé el método de la reaccién en
cadena de la polimerasa para la deteccion del VSR en muestras de pulmoén
incluidas en parafina de niflos menores de dos afios de edad. Por tal motivo se
hizo el siguiente planteamiento:

¢Cudl es la frecuencia con la que se identifica VSR en muestras de tejido
pulmonar postmortem, mediante la técnica de la PCR en nifios con diagnoéstico de

neumonia?.

OBJETIVO

Determinar la frecuencia del virus sincicial respiratorio en muestras de tejido
pulmonar postmortem en nifios menores de 2 afios de edad con neumonia o
bronquiolitis, mediante la tecnica de la PCR, usando oligonuciedtidos especificos
que codifican para la glicoproteina F de este virus.

HIPOTESIS

Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se identificara al VSR
en mas del 25% de las muestras de tejido pulmonar post-mortem de nifios
menores de 2 afios de edad que fallecieron con neumonia.

METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio transversal, observacional, retrospectivo y descriptivo.

20



POBLACION

Se estudiaron un total de 98 muestras de tejido pulmonar incluido en parafina de
nifios menores de 2 afos de edad, 57 casos del sexo masculino y 41 del sexo
femenino, que fallecieron con diagnostico anatomopatolégico de neumonia en el
Hospital de Pediatria de CMN-SXX!, durante el periodo de 1989-1997. El
Departamento de Anatomia Patologica proporciono los cortes de tejido pulmonar,
que para incluir este tejido en parafina previamente sigui6 un proceso de
endurecimiento, deshidratacion, clareamiento e infiltracion.

CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion

« Nifios menores de 2 arios de edad fallecidos con diagndstico anatomopatolégico
de neumonia con tejido pulmonar disponible para estudio histopatolégico y para
realizar la PCR.

Criterios de exclusién

* Nifios mayores de 2 afios de edad.
* Que no cuente con muestras de tejido pulmonar suficiente.

VARIABLES:
Variable independiente: Metodologia empleada en la técnica de la PCR.

Variable dependiente: Frecuencia del virus sincicial respiratorio en nifios
menores de dos anos de edad fallecidos por neumonia.

TAMANO DE MUESTRA

Debido a que no existen valores epidemiolégicos de la presencia de VSR en
Meéxico, el tamafio de muestra fue determinada a través de los siguientes valores
obtenidos en otros paises empleando la siguiente férmula: :

n =22 (pq)
d



2=1.96

=0.25 (Frecuencia esperada de acuerdo a reportes prevxos) 740
=0.75 (1 - p)

= 0 10

‘aaT N

Y De donde

._Z_"’ —/Factor que nos asegura que estamos dentro de los limites de error en el 95%
de los casos. .
Frecuencia esperada de acuerdo a reportes previos.

n=72 rﬁuestr'as,de biopsias de nifios menores de 2 afios de edad.
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MATERIAL DE LABORATORIO
REACTIVOS

Aceite mineral estéril (Sigma).

Acido acético glacial (Merck).
Agarosa (Stratagene).

Azul de bromofenol (Sigma).

Bromuro de Etidio (Sigma).
Cloroformo (Slgma)

vCloruro de magnes:o (Gibco BRL).

: Dlet;I plrocarbonato (Sigma).

) dNTP s (Slgma)
: "D“odecu sulfato de sodio (Gibco).
: _éDfA (Pharmacia Biotech).
E : Efaﬁbl absoluto (Merck).
Etanol 75% (Merck).
: Ficoll (Pharmacia Biotech).
lsopropanol (Sigma).
Iy Ohgonucleotudos 1-6 (Clontech).
) Random pnmers (Gibco BRL)
RNasun (Promega)
: - Taq DNA Polymerasa (G:bco)

- Transcnptasa reversa (Glbco BRL)
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... Tris base (Pharmacia biotech).
Trizol® (Gibco BRL).

Xileno (Merck).

SOLUCIONES

Solucion amortiguadora para AMV-RT (Gibco BRL)
Solucion amortiguadora para PCYR((Gitl)cio' 'BRL). -
Solucién KCI (Gibco BRL). :

Solucién MgCl, (Gibco BRL).

MATERIAL BIOLOGICO
Biopsias de pulmoén incluidas en parafina de nifios que fallecieron con neumonia.

Células Vero infectadas con Virus sincicial respiratorio y no infectadas.

EQUIPO

Autoclave (Interamericana).

Balanza analitica (Sartorius).

Balanza granataria (Mettler-Toledo).

Camara de electroforésis (Life technologies, Horizon 58).
Camara fotografica (Polaroid MP-4).

Campana de bioseguridad (Nuaire).

Campana de extraccion (HL S.A).

Espectrofotometro (Beckman, DU 650).

Estufa (Thelco).



Fuente de poder modelo 250 (Llfe Technologues). h
Horno de microondas (Samsung). TR

Lémpara de luz U.V de ondacorta. *:"

' Microcentrifuga (Sorvall MC- 12) i

Pelicula Polaroid tipo 55 de 9 cm X 12 cm

Placa de calentamiento con agltamén (Cormng) :

Potenciometro (Beckman RS

Refrigerador de 4 °C, -20 °C -70 °C (Puffer Hubbard Flsher Sc:entlfc y Revco

respectivamente).
Termaciclador (Perkin Elmer).

Vortex (Genie, K-550-G).

MATERIAL EMPLEADO
Aceite mineral (Sigma).
Barra magnética (Cole—Parmer).

Bolsas para esterilizar en gas o vapor (PMG)..

Espatula de acero moxtdable

Frascos con tapon de rosca d 100 'L 250 mL y 500 mL (Schott).

Gasas.
Gradillas.
Guantes de hule no esfénlesv(Tru-Touckh).

Matraz Erlen meyer de 250 y 500 mL (Kimax).

Membranas de filtracion para esterilizacion con poro de 0.22 pyM y 045 uM

(Millipore).
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A -'Papel aluminio (Réynols). S

N

Micropipetas de 2L 10yL, 200pL:y 1000uL (Gilson).

Papel parafilm (American Com;iany)'.;
Pipeta graduada de 1 mL, 2 mL 5mL

Portafiltro ( Swinner—0.22 yM-M leorlé). ,

Puntas para micropipeta Gilson'défs uL 10 ;iL. 20 ul, 100 pL, 1000 puL.

Tubos Eppendorf estéril de 0.5 mLy 1.5 mL.

Vasos de precipitado de 100 mL (Pyrex).
ANALISIS ESTADISTICO

1. Se utiliz6 estadistica descriptiva:

e Frecuencias simples.

Prevalencia = N° casos en los_gue se encuentrd VSR

Gt N° total de casos

. Los resultados se presentan en tablas de frecuencias.

3 Prueba“de‘;‘FisHér's.
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Diagrama de flujo para la deteccion de VSR en muestras de tejido pulmonar
incluidas en parafina.
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TECNICAS

OBTENCION DE LA MUESTRA.

Las muestras trabajadas fueron biopsias de pulmon incluidas en parafina, de
nifos menores de 2 afnos de edad que fallecieron con neumonia, en el Hospital de
Pediatria de Centro Médico Nacional S-XXI. Al Departamento de Anatomia
Patologica se pidid de cada muestra 36 cortes de 10u c/u de tejido pulmonar, de
los cuales se repartieron en 3 tubos eppendorf estériles por cada caso. Para
seleccionar las muestras que se utilizaron en el estudio, el patdlogo empleé los
siguientes criterios para el diagnéstico anatomopatologico en el tejido pulmonar
postmortem. Definiendo como neumonia viral a la observacion de engrosamiento
de los septos alveolares, e infiltrado linfocitario intersticial. Neumonia bacteriana,
a la observacion de exudado inflamatorio agudo con la presencia de leucocitos
polimorfonucleares en alvéolos, bronquiolos y bronquios, ademas la presencia de
bacterias. ®%

El tejido pulmonar incluido en parafina fue procesado por el técnico histopatélogo
de la siguiente manera: el tejido se fijo en una solucion de formalina al 10% para
endurecerlo. Posteriormente se deshidratd con alcohol al 96 % y 100 % durante 5
horas, realizandose el clareamiento con xilol durante 1 hora y finalmente la
infiltracion de la parafina durante 2 horas.

EVALUACION DE LA PCR.

Antes de aplicar la metodologia a las biopsias de pulmoén incluidas en parafina, la
PCR fue evaluada con 30 muestras de tejido pulmonar, tomando 10 casos de
neumonia viral con alta probabilidad de infeccion por VSR (Grupo ), otros 10 casos
con diagnostico anatomopatolégico de neumonia bacteriana con probabilidad
indeterminada (Grupo Il) y 10 casos con diagnéstico anatomopatologico sin
neumonia con muy baja probabilidad de infeccion por VSR (Grupo IlI).




DESPARAFINACION.

De cada muestra de pulmodn incluida en parafina se pidieron 36 cortes que fueron
distribuidos en 3 tubos eppendorf, a cada uno se adiciond, 700 pulL de xileno,
dejandolo 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugé a 12,
000 r.p.m por 3 minutos a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y se
repitié el paso anterior. El sedimento del tejido pulmonar, se lavé 2 veces con 700
ul de etanol al 100% para remover el solvente, centrifugando a 12, 000 r.p.m por 3
minutos a temperatura ambiente, dejandose secar en la campana de extraccion.
Después se agregaron 500 uL de Trizol”, dejandolo durante 1 hora en hielo,
finalmente las muestras se guardaron a —20 C, toda la noche. Los controles
incluidos en parafina de células Vero positivo ( infectadas con VSR) y negativo (no
infectadas con VSR) se trabajaron en las mismas condiciones.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE ARN TOTAL.

Se descongeld la muestra previamente desparafinada a temperatura ambiente e
inmediatamente fue colocada en un homogenizador de vidrio para triturar la
muestra a la cual se adicioné 1 ml de Trizol”, dejandose en hielo durante 1 hora,
realizandose la extraccion del ARN con 200 plL de cloroformo, se agitd
vigorosamente durante 2 minutos. Se centrifugé a 14, 000 r.p.m. por 15 minutos a
4°C. La fase acuosa fue separada en un tubo eppendorf y se adicionaron 500 i
de cloroformo; se centrifugé a 14, 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 °C. El ARN
total de la fase acuosa fue purificado mediante precipitacion con 1 mlde
isopropanol dejando en hielo por 30 minutos. La muestra fue centrifugada en las
mismas condiciones, se elimind el sobrenadante y el sedimento se dejo secar a
temperatura ambiente dentro de la campana de extraccion; finalmente se lavo con
etanol al 75% centrifugandose a 14, 000 r.p.m. por 15 minutos, y se dejo secar el
sedimento para disolverio en S5ulde dietil pirocarbonato 0.01% en agua,
procediéndose a determinar en una alicuota la densidad é6tica (DO), guardandose

a-70 °C.

Lectura de densidad optica.

La suspension de ARN total purificado se llevo a 65 °C por 5 minutos e
inmediatamente se coloco en hielo, de esta suspensidn se tomo 1ul y fue colocado

en un tubo eppendorf, adicionandose 99 plL de agua DEPC (dilucién 1:100).
Finalmente se procedid a leer la densidad optica en el espectrofotométro a 260

29



'nm/280 nm: Debido.a que fue necesario 1ug'de’ARN para realizar la transcripcion
reversa del/}-\RN\»_tqt}aI.’ Ileyéndose a cabo los siguientes calculos: -

" ARN total puririads = (Ab. 260 nm) (40 g /mL ) (100) (Vol. final) = pg/mL
En donde:

740 pug /mL = Factor de conversion de absorbancia relativa para la concentraciéon
100 = Factor de dilucién

TRANSCRIPCION REVERSA

En un tubo eppendorf para PCR de 0.5 mL, se colocé el equivalente a 1 ng de
ARN purificado de la muestra de pulmén y de los controles positivo y negativo de
células Vero los cuales, fueron llevados a 65°C por 5 minutos, se colocaron en
hielo y se adiciono la siguiente mezcla de reactivos correspondiente a la Tabla 1.

Tabla 1
Reactivos Concentracién ul_ |
dNTPs 40 mM 0.625 clu
Rnasin 20U 0.5
Hexameros 100 pm 1.33
Buffer AMV RT 5X 4.00
KCI 50 mM 8.00
Transcriptasa
reversa 25U 1.00
Agua DEPC 0.01% cbp 20.00
Aceite mineral 20.00

La mezcla de reaccion anterior se llevd al termociclador, en donde la
desnaturalizacion se realizé a 23 °C por 20 minutos, la sintesis a 42 °C por 45
minutos y la inactivacién de la enzima a 95 °C por 10 minutos. Finalmente el
ADNc se guardd a —20 °C, hasta continuar con el método de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Para llevar a cabo la PCR-1 se utilizaron dos oligonucleétidos especificos (1 y 2)
que codifican para una region del gen F del VSR y que amplifican 390 pares de
bases (pb).

1) § GGT-GTT~GGA- TCT = GCA — ATC — GCC - A.
2) 5'AAC-TTT=TTC-TGA~TCA~TTT-GT.

Se preparéy en un’ tutid eppehdoff_la mezcla de reactivos correspondiente a la
o Tabla2, s T '

Tabla 2
Reactivo Concentracion ul
Buffer PCR 10 x 10.00
MgCl> 50.0 mM 3.00
dNTPs 40.0 mM 0.5 clu
Oligonucleétido 1 0.5 uM 2.5
Oligonucleotido 2 0.5 uM 2.5
Taqg-polimerasa 25U 0.5
|Agua inyectable cbp 100.00
Aceite mineral 75.0

A ésta mezcla de reactivos se colocaron 9ul de ADNc de la muestra, asi como de
los controles, llevandose al termociclador en donde la desnaturalizaciéon del ADNc
fue a 94 °C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos, y extension a 72
°C por 60 segundos. Esto se realizé en una serie de 35 ciclos. Llevandose a cabo
una segunda amplificacion (PCR-2) del VSR, utilizando un par de oligonucledtidos
(3 y 4) anidados, que amplifican 207 pb, empleando las mismas condiciones de la
PCR-1, la secuencia de los oligonucledtidos es la siguiente:

1) 5'AAG-TGC ~TCT -ACT —ATC —CAC - A.
2) 5CAC-TAA-ATT -CCC~-TGG —-TAA-TC.

ElI ADNc amplificado se guardd a —20 °C.



ELECTROFORESIS

Alicuotas de 10 pL de las muestras de ADNc amplificado por ia PCR-1y la PCR-2,
asi como un marcador de pesos moleculares, se colocaron en un gel de agarosa
al 1.5 %, adicionandose a cada una de ellas 2uL de buffer de corrida.

El corrimiento electroforético se llevé a cabo en buffer TAE 10X, empleando 86
volts durante 45 minutos. Finalmente el gel fue teiido con.una solucién de
bromuro de etidio al 0.05% durante 15 minutos, se retird el gel de esta solucion y
se tomod una fotografia. Observandose en los casos positivos a VSR las bandas de
390 pb y 207 pb de los productos del PCR-1y PCR-2, respectivamente.
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Diagrama de flujo para demostrar la ausencia de inhibidores inespecificos e
integridad de ADNc en muestras de tejido pulmonar negativas a VSR por
PCR.

Muestra negativa a VSR por PCR.

Ausencia de inhibidores Integridad de ADNc

|

- Producto de PCR-1 +
ADNc + control interno de VSR oligonucieotidos especificos

para el gen FMR-1

l PCR-1 l PCR-2
PCR-2 J [ Electroforésis J
Electroforésis [ Fotografia ]

r Fotografia J
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En las muestras que resultaron negativas a VSR por PCR, se demostro la ausencia
de inhibidores inespecificos utilizando un control interno de VSR y se comprobé la -
integridad del ADNc usando oligonucleétidos especificos (5 y 6) para gen. FMR 1.
del cromosoma X humano por PCR. :

AUSENCIA DE INHIBIDORES INESPECIFICOS

En un tubo eppendorf se preparo la siguiente mezcla de reactivos para PCR-1.

Tabla 3
Reactivo Concentracion ul
Buffer PCR 10x 10.00
MgCl, 1.5 mM 3.00
dNTPs 0.2mM 0.5clu
QOligonucledtido 1 0.5 uM 2.5
Oligonuciedtido 2 0.5 uM 2.5
Tag-polimerasa 25 U 0.5
ADNc control interno
de VSR (10?) 9.0
Agua inyectable cbp 100.00
Aceite mineral 750

A esta mezcla de reactivos, se adiciond 9ul del ADNc de la nuestra y 9ul de los
controles de células Vero positivo (control infectado con VSR) y negativo (no
infectado con VSR), llevandose al termociclador, para realizar la desnaturalizacion
del ADNc a 94°C por 30 segundos, alineacion a 55 °C por 30 segundos y extension
a 72 °C por 60 segundos, esto se llevé a cabo en una serie de 35 ciclos.
Posteriormente se realizé una segunda amplificacion (PCR-2 anidado) empleando
las mismas condiciones de la PCR-1. Finalmente se realizé una electroforésis con
los productos de la PCR-1 y PCR-2, de las muestras y los controles observandose
las bandas de 390 pb y 207 pb del VSR respectivamente, que confirmo la ausencia
de inhibidores inespecifcos.

INTEGRIDAD DE ADNc

A partir del producto de la PCR-1 de las muestras negativas a VSR, se comprobo
la integridad del ADNc, usando oligonucleétidos especificos 5 y 6 para una region
especifica del gen FMR-1 del cromosoma X humano, realizandose la siguiente
mezcla de reactivos de la Tabla 4. La secuencia de los oligonucledtidos es la

siguiente:
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5) ' AAC = TGG - CAG — CCT — GAT —~AGG — CAG - ATT - C.
6) 5 TAG — CTA —ACC — ACC — AAC ~ AGC — AAG — GC.

Tabla 4
Reactivo Concentracién ul
Buffer PCR 10 x 10.0
MgCl, 1.5 mM 3.0
dNTPs 0.2 mM 0.5 clu
Taqg-polimerasa 25U 0.5
Oligonucleétido 5 1.0 nmol 2.0
Qligonucledtido 6 100.0 pmol 2.0
Agua inyectable cbp 100.00
Aceite mineral 75.0

A ésta mezcla de reactivos se adicionaron 9p! de ADNc de ia muestra negativa. La
muestra y los controles se llevaron al termociclador, siguiendo el mismo programa
para la PCR-1. EI ADNc obtenido de la PCR-2 fue corrido junto con un marcador
de pesos moleculares asi como de los controles positivo y negativo, en un gel de
agarosa al 1.5 %, empleando 86 volts por 45 minutos y tefiido con bromuro de
etidio, observandose una banda de 146 pb, de una reg:on del gen FMR-1 del
cromosoma X humano, que confirmé la integridad del ADNC. !
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RESULTADOS
Evaluacion de la PCR

En la evaluacion de la PCR mostrada en la Tabla 5 se observa que de 30
muestras de tejido pulmonar postmortem de nifios menores de 2 afos de edad, se
encontré que en el Grupo | con diagnostico anatomopatologico de neumonia viral
se presentd el 70% de positividad al VSR, en el Grupo |l con diagndstico de
neumonia bacteriana se encontro el 30% de positividad a VSR, y ningin caso
positivo en el Grupo !l con diagnostico anatomopatoldgico de sin neumonia.
Encontrando diferencia significativa entre el Grupo con alta probabilidad de
infeccién por VSR (Grupo 1) y el Grupo de baja probabilidad de infeccion por VSR
(P=0.0015).

Tabla 5

Deteccion del VSR por PCR en tejido pulmonar incluido en parafina en 30
nifios menores de 2 afos de edad fallecidos con o sin neumonia.

Grupo Diagndstico anatomopatologico Positividad a VSR por
__grupo

I Neumonia viral 7/10 (70%)
(Alta probabilidad de infeccion por VSR)

I Neumonia bacteriana 3/10 (30%)
(Probabilidad indeterminada de infeccion por
VSR)
m Sin neumonia 0/10 (0%)

(Muy baja probabilidad de infeccion por VSR)

Grupo 1 vs Grupo Hi, P=0.0015. prueba exacta de Fisher's



Electroforésis en gel de agarosa al 1.5% mostrando: (M) marcadores de pesos
moleculares, (B) Banda de 390 pb que corresponde al PCR-1 del control positivo
de ceélulas Vero infectadas con VSR, (C) PCR-2 del control negativo de células
Vero, (D) banda de 207 pb que corresponde al PCR-2 del control positivo de

células Vero.

Gel 1

390 pb.
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Electroforésis en gel de agarosa al 1.5% mostrando: (M) marcador de pesos
moleculares, (A) PCR-2 de un caso positivo a VSR con diagnéstico
anatomopatologico de neumonia viral, (B) PCR-2 de un caso negativo a VSR
de neumonia viral, (C) PCR-2 de un caso positivo a VSR con diagnostico
anatomopatoldgico de neumonia bacteriana, (D) caso negativo de neumonia
bacteriana, (E) PCR-2 de un caso con diagnostico anatomopatologico sin
neumonia, (F) PCR-2 de control negativa, (G) PCR-2 de control positivo de
células Vero infectadas con VSR.

Gel 2

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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En la Tabla N° 6, la columna uno de PCR-2. indica que de 98 muestras de tejido
‘puimonar postmortem, 29 fueron positivas a VSR y 69 negativas por PCR, la
segunda columna representa las pruebas de ausencia de inhibidores
inespecificos e integridad de ADNc que se llevaron a cabo en los 69 casos
negativos a VSR, ya que cada uno de elios presentaron las bandas de 207pb y
de 146pb correspondientes al contro! interno y a la region del gen FMR-1,

respectivamente.

Tabla 6

PCR-2 PRUEBAS DE AUSENCIA DE|
INHIBIDORES E INTEGRIDAD
DE ADNc
No. de caéos_ 'ppéitivoé’ : 29 0
No. 'de;casosﬂ”neéé‘tkivos 69 69
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La Tabla 7 muestra que de un total de 98 muestras de tejido pulmonar postmortem
de nifios menores de 2 afios de edad que fallecieron con neumonia, el 30% fueron
positivos a VSR por la PCR. De estas muestras, el 62% de positividad correspondio
a niftlos con diagnostico anatomopatologico de neumonia viral y el 25 % fueron de
nifios con diagnostico anatomopatolégico de neumonia bacteriana. Observandose
diferencia significativa entre estos dos grupos (P=0.018).

Tabla 7

Frecuencia de infeccion por VSR mediante la PCR en biopsias de pulmén de
nifios menores de 2 aiios de edad que fallecieron con neumonia, de acuerdo
al patrén anatomopatoldgico.

Diagnostico Nuamero de casos Positividad para VSR
anatomopatolégico (%)
Neumonia viral 13 8/13 (62)
Neumonia bacteriana 85 ~ 21/85 (25)
Total 98 29/98 (30)

P=0.018, prueba exacta de Fisher's
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A continuacion se presenta en la Grafica 1 los resultados de la Tabla 7 -

Grafica 1

100-
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Positividad para VSR (%)

30~ L -

20-

10—

Neumonia  Neumonia Total
Viral Bacteriana

Diagnéstico anatomopatologico

Se muestra la frecuencia de infeccién por VSR en muestras de tejido pulmonar
postmortem respecto al diagndstico anatomopatoldgico. Presentando una mayor
frecuencia de infeccion a VSR (62%) en las neumonias virales que dentro en las
neumonias bacterianas (25%), por lo que se deben considerar las infecciones
mixtas. )

" TESIS CON
BALLA DE ORIGEN
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En la siguiente tabla los resultados se analizaron para observar la frecuencia de VSR
en los nifios menores de 2 anos de edad que fallecieron con neumonia de acuerdo a
la estacion del aio; encontrando, que en los nifios que fallecieron con neumonia viral,
el 80% fueron positivos a VSR en la temporada de Primavera — Verano y el 50% en la
temporada Otofio-Invierno, no se encontré diferencia significativa (P=0.56). Con
respecto a los casos de neumonia bacteriana observamos que en la temporada
Primavera — Verano, el 22% fueron positivos a VSR y el 27% durante la temporada
Otoio — Invierno, no encontrandose diferencia significativa (P=0.84). Cuando se
analizaron de manera global los casos de neumonia, tampoco se observé diferencia

significativa en ninguna de las estaciones del afo (P= 0.95).

Tabla 8

Frecuencia de infeccion por VSR mediante la PCR en biopsias de pulmén de nifios
menores de 2 afios de edad que fallecieron con neumonia, de acuerdo a la estacion

del afio.
DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Neumonia viral/ Neumonia bacteriana Neumonia global/

Estacion positividad para positividad para VSR positividad para
- VSR (%) (%) VSR (%)*
Primavera-Verano 4/5 (80) 8/36 (22) 12/41 (29)
(Marzo — Agosto)
Otofio~Invierno 4/8 (50) 13/49 (27) 17/57 (30)
(Septiembre—Febrero)
Total 8/13 (62) 21/85 (25) 29/98 (30)
P=0.56 P=0.84." P=0.95 .’

P= prueba exacta de Ficher's

*porcentaje = casos positivos a VSR
total de casos



DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio aporta la primera informacion epidemiologica en nuestro pais
respecto a la frecuencia con la que el virus sincicial respiratorio infecta a nifios
menores de 2 afos de edad que fallecieron con neumonia, durante el periodo de
1989-1997. La frecuencia global de infeccion por VSR obtenida de 98 biopsias de
pulmaon de nifos que fallecieron con diagnoéstico anatomopatolégico de neumonia,
fue de 30%. En estudios previos del Reino Unido, se encontré que el VSR estaba
infectando entre 25% a 28%, de nifios menores de 6 meses de edad que
fallecieron por enfermedad respiratoria sugestiva de neumonia.®'?

En nuestro estudio, la frecuencia de infeccion por VSR en nifios con diagndstico
de neumonia viral, fue elevada (62%) a pesar de los pocos casos estudiados.
Mientras que en los nifios que fallecieron con diagnostico de neumonia bacteriana,
se encontrd una frecuencia de 25%. Este dato sugiere que se debe considerar la
posibilidad de infeccion mixta, ya descrito previamente por otros investigadores
que han encontrado una frecuencia de VSR con asociacion bacteriana desde
1.2% hasta de 39%, en nifios con neumonia. **% Aunque existe controversia
respecto a los porcentajes elevados de infeccion por VSR ya que se ha reportado
que es bajo el riesgo con asociacion bacteriana en la infeccion por este virus.

De las muestras de pulmén positivas a VSR en las que no se observo la banda de
390pb, por la PCR-1, al realizar la PCR-2, se observo la banda de 207 pb, ya que
se aumenta la sensibilidad y especificidad del método. Este aspecto ya ha sido
mencionado por otros investigadores.®®®

Para la deteccion del VSR en las muestras de tejido pulmonar, se desarrollo el
método de la PCR, el cual se considera sensible y especifico para la deteccion de
secuencias de acidos nucléicos. Del ADNc resultante de la transcripcion reversa
se llevé a cabo la amplificacion mediante ia PCR-1 y la PCR-2 observando las
bandas de 390pb y de 207pb, respectivamente, ya descritas previamente por
Okamoto y col.?” Esto mostré que la PCR identifica como positivo las células Vero
infectadas por VSR. Dada la faita de estudios con esta metodologia (PCR),
también fue necesario evaluar la prueba, con 30 biopsias de tejido pulmonar
postmortem incluido en parafina. Encontrando en esta evaluacion que la PCR es
util para discriminar entre muestras de pacientes con alta y muy baja probabilidad
de infeccién por VSR (P=0.0015). Estos datos sugieren que el método es sensible
y especifico, y que es util para discriminar entre muestras de pacientes con alta y
muy baja probabilidad de infeccion por este virus.

De las 98 muestras estudiadas, 69 fueron negativas y para confirmar que estas
muestras, no fueran faisas negativas, se comprobb la integridad del ADNc en cada
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una de las muestras, utilizando oligonucledtidos especificos para una region del
gen FMR-1 ®7, que al observar la amplificacion de la banda de 146 pb en cada
una de las muestras, se demostro que el ADNc estaba integro. También se
demostro la ausencia de inhibidores inespecificos utilizando un control interno de
VSR observandose la banda de 207 pb. El trabajar en un area estéril, con material
estéril y exclusivo para PCR, evitd que hubiera contaminacion en las muestras,

todas estas recomendaciones también fueron utilizadas por otros investigadores.
24)

Con respecto a la frecuencia de infeccion por VSR en los nifos menores de 2
afios de edad fallecidos con neumonia en los que se relacioné la temporada del
afno, no se encontrd diferencia significativa que nos indicara lo observado por otros
investigadores, que seiialan que VSR presenta un patron estacional.®®

Los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que la infeccion por VSR
es comin ya que en 3 de cada 10 niflos menores de 2 arios de edad que
fallecieron por neumonia, se encontré involucrado este agente viral. Siendo ia
infeccion por VSR mas comtn en los casos con patrén anatomopatologico de
neumonia viral, pero también se identifico como infeccidon mixta en aquelios casos
con patrén anatomopatoldgico de neumonia bacteriana. Esto sugiere que la
mortalidad asociada a esta infeccion es alta en ninos menores de 2 afios de edad
con enfermedad puimonar.

Los datos obtenidos en este estudio, “* muestran que la tercera parte de los nifios
menores de 2 afios de edad fallecidos con neumonia es causado por VSR,
informando al clinico la importancia de realizar el diagndstico rapido de éste virus
en el ambiente hospitalario. Por este motivo, la PCR desarrollada en células Vero
y aplicada a tejido pulmonar en este estudio, ya fue adaptada a muestra
nasofaringea en nifios menores de 5 afos de edad con neumonia hospitalizados
en el IMSS de Tlaxcala, e Hidalgo, para conocer la concordancia entre este
método y la IFA. Observandose una reproducibilidad excelente para la
determinacion de VSR, ya que los mismos casos positivos fueron detectados por
ambos métodos.“” Basados en estos resultados, se debera llevar a cabo, un
estudio de prueba diagnoéstica para determinar la sensibilidad y especificidad por
IFA y la PCR desarrollada por nosotros, para poder seleccionar el método mas
preciso y asi obtener el diagnostico temprano de VSR en muestra nasofaringea de
ninos de alto riesgo hospitalizados por neumonia, para que puedan recibir
tratamiento antiviral oportuno,® evitando el uso indiscriminado de antibioticos, asi
como, impedir las infecciones nosocomiales.!*!
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CONCLUSIONES

e El método de la PCR para la deteccion de VSR en biopsias de tejido pulmonar
postmortem, es util para discriminar entre muestras de pacientes con alta 'y
muy baja probabilidad de infeccion por VSR.

e« La frecuencia global de VSR encontrada por la PCR en 98 biopsias de pulmon
de nifilos menores de 2 afios de edad que fallecieron con neumonia, fue de
30%. En los ninos que fallecieron con neumonia viral fue de 62% y en los nifios
que fallecieron con neumonia bacteriana fue de 25%.

¢ No se observd una diferencia significativa en la frecuencia de infeccion por

VSR detectado por PCR, en las muestras de niflos menores de 2 afios de edad
que fallecieron con neumonia cuando se analizaron por temporada del ano.
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PREPARACION DE REACTIVOS

e Agua DEPC 0.1%.

Dietil pirocarbonato......... 0.05 mL
Agua deionizada............ 49,95 mL

Homogenizar, dejar reposar toda la noche a temperatura ambiente y finalmente
esterilizar durante una hora en autoclave. Guardar en frasco ambar y cada vez
que se abra el frasco emplear condiciones de esterilidad.

e FEtanol 75 %.

Etanol absoluto............... .75.0 mL
Agua DEPC............c.b.p 100.0 mL

Mezclar y guardar en un frasco ambar en condiciones de esterilidad el mlsmo dia
que se utilice, dejar enfriar la solucién antes de usar, .

o Buffer TAE 50X.

Tris base................
Ac. acético glacial...........
EDTAOSM......ccceiiiiens .

Agua desionizada..... ¢.b.p. 500 0 mL

Mezclar y agitar hasta disolver el Tris base, ajustar pH 8, esterilizar por filtracion
(filtro millipore 0.22 uM), finalmente guardar en frasco ambar a temperatura
ambiente.

e« Buffer de carga 10X.

Ficoll...oovriiriiiiiiene 20g
EDTAO0.1M . 1.0mL
SDS...oiiiviieiieen ..01g
Azul de bromofenol... .0.0256¢g
Agua desionizada............... 10.0 mL
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Mezclar y agltar hasta . dlsolver, usar frasco émbar y guardar a temperatura
amblente y:

"« ‘Bromurode Etidio 10 pg /ml.

Bromuro de etidio
Agua desionizada

Mezclar y agitar hastﬁ'disblver. guardar en frasco ambar a temperatura ambiente.

e Gel de agarosa 1.5 %’.“‘

Agarosa .-0375¢
Buffer TAE 50X .05 mL
Agua delomzada ... 245 mL

Dtsolver la agarosa en horno de microondas, dejar enfriar un poco para adicionar
‘el buffer TAE 50X, agitar y finalmente vaciar en un soporte de plastico de 6.5 cm x
8.5-cm: y. colocarlo en la camara de electroforésis. Dejandose solidificar por 30

s mlnutos
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GLOSARIO
Acidosis: Disminucion de la reserva alcalina de la sangre.
Anoxia: Oxidacion insuficiente.

Anticuerpo: Inmunoglobulina esencial para el sistema inmune, producida por el
tejido linfoide. :

Antigeno: Sustancia que introducida en el organismo provoca la formacion de
anticuerpos.

Amplificacion: Generacion de multiples copias de un gen.
Apnea: Suspension transitoria de la respiracion.

Biopsia: Extraccion de una pequefa pieza de tejido de un 6rgano que mediante el
examen histopatolégico establece o confirma un diagnaéstico.

Bronquitis: Inflamacion aguda o crénica de la mucosa de los bronquiolos.
Bronquiolitis: Inflamacién de los brdnqqlplbs. '
Capside: Cubierta proteica de un virién o:de una particula viral.

Cianosis: Coloracién azul o livida de la piel y mucosas por causa de oxigenéciéh
insuficiente de la sangre. :

Disnea: Dificultad en la respiracion.
dNTPs: Mezcla de dioxinucledtidos (dATP, dGTP, dTTP ydCTP ).

Electroforésis: Movimiento de particulas cargadas en suspension a través de un
medio liquido, como respuesta a los cambios de un campo eléctrico.

Enfermedad: Alteracion o desviacion del estado fisiolégico en una o varias partes
del cuerpo.

Epidemia: Enfermedad accidental, transitoria, generaimente infecciosa, que ataca
al mismo tiempo y en el mismo pais o region a gran niUmero de personas.

Estertor: Sonido respiratorio anormal percibido por auscultacion toracica
producido por el paso del aire a través de exudados bronquiales.

Fibrosis quistica: Transtorno hereditario de las glandulas exocrinas que hace que
produzcan una secrecion densa de moco.
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Fijacion del complemento: Reaccion * inmhholégica en”la que un antigeno se
combina con un anticuerpo en presencna del’ anhcuerpo y erltrocnos de globulos
rojos de carnero. :

Gen: Unidad de material hereditario’ qt ddpé_ un locus definido en un
cromosoma. R S

Hidrofilico: Compuesto soluble en agu:
Hidrofdbico: Compuesto ihsolu

Hipercapnia: Cantidad excesiva de COz en la sangre

Infeccién: Implantacién y de ganisrﬁb«de seres ' vivientes
patogenos. o Lo

Inmunofluorescencia: Técnica:rap
anticuerpo, exponiéndolo a un: anticuer
fluoresceina y observandose la reaccion
con lampara de luz ultravioleta.

scente e’ ntlgeno o anticuerpo

Jadeo: Patrdon de ventilacion caractenzado por |raC|on réplda y superﬁmal

Labil: Inestable, que se caracteriza por una tendencta a camblar facllmente

Mortalidad: Numero proporcional de muertes en .una poblacién 'y tlempo
determinados. . R

Morbilidad: Numero proporcional de personas que enferman en una poblacnon y
tiempo determinados. ; o S )

Nosocomial: Perteneciente o relativo al hospital.

Oligonucledétido: Secuencias complementarias y especificas de un segmento de
ADN 6 ARN el cual es amplificado.

Otitis: Inflamacion aguda o crénica del oido.
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Patégeno: Organismo capaz dé'bfbdﬁdir'éryiferrvﬁ‘édaa.' [
Pb: Pares de bases. R

PCR: Método de la Reaccion’ e

adena V'dér‘ la "F’oliméras‘a empleado ba'ra. la’
amplificacion de ADN o ARN. L » T

Retraccion de térax: Hundimiento visible de los tejidos blandos del térax entre y
alrededor de los tejidos mas firmes:de las-zonas cartilaginosas y 6seas de las
costillas. Rt ) . :

Rinorrea: flujo abundante de nibi:o nésal.

Sincicio: Célula simple o masa de protoplasma con muchos nicleos.
Taquipnea: Respiracion acelerada, superficial.

Templado: Contiene el ADN extraido a partir de muestras o de un control.

Tos: Expulsién subita, ruidosa, mas o menos repetida y violenta de aire de los
pulmones.

Viremia: Presencia de virus en la sangre.
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