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RESUMEN 

OBJETIVO: La finalidad de este estudio fue determinar la frecuencia del virus 
sincicial respiratorio (VSR} en niños menores de 2 años de edad que fallecieron con 
neumonía, empleando la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

METODOLOGIA: Fueron estudiadas 98 biopsias de pulmón incluidas en parafina de 
niños fallecidos durante el periódo de 1989-1997 con diagnóstico anatomopatológico 
de neumonia en el Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI. Estas 
muestras fueron desparafinadas para extraer el ARN total y realizar la transcripción 
reversa. Una vez obtenido el ADNc se llevaron a cabo dos amplificaciones (PCR-1 y 
PCR-2}, utilizando oligonucleótidos especificos para la glicoproteina F de VSR. De 
las 98 muestras de pulmón de niños menores de 2 años de edad, se eligieron 30 
para evaluar la metodologia, formando tres grupos de 10 muestras cada uno con 
diferente diagnóstico anatomopatológico. Grupo 1 con neumonia viral, Grupo 11 con 
neumonía bacteriana y Grupo 111 sin neumonía, encontrando una diferencia 
significativa entre Grupo 1 y Grupo 111 con una p=.005, posteriormente, se apllicó la 
metodología a las 98 muestras de tejido pulmonar de niños que fallecieron con 
neumonía. A todas las muestras que fueron negativas se demostró la ausencia de 
inhibidores inespecificos, utilizando un control interno de VSR, también se comprobó 
la integridad del ADNc por PCR, usando oligonucleótidos específicos para el gen 
FMR-1 del cromosoma X humano. 

RESULTADOS: De los 98 casos de neumonla el 30% resultaron positivos a VSR por 
PCR. De los niños que fallecieron con diagnóstico anatomopatológico de neumonla 
viral el 62% fueron positivos a VSR y en el 25% de los niños con diagnóstico de 
neumonía bacteriana (P=0.018}. 

CONCLUSIONES: Este estudio muestra una elevada frecuencia de VSR en los niños 
menores de 2 años de edad fallecidos por neumonía, siendo más frecuente en los 
casos de neumonía viral (62%}, además, en los casos con diagnóstico 
anatomopatológico de neumonía bacteriana, también se detectó el VSR en un 25 %, 
indicandonos la presencia de una infección mixta. 
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INTROOUCCION 

El virus sincicial respiratorio (VSR) es el principal causante de infecciones graves 
de las vías respiratorias que conduce a bronquiolitis y neumonía en niños menores 
de 6 meses de edad y preescolares.''' También es responsable de otros síndromes 
respiratorios (rinitis y bronquitis). Además, está asociado con exacerbaciones 
clínicas en niños que tienen asma, fibrosis quistica u otros problemas 
cardiopulmonares. 12

' En los Estados Unidos se ha estimado que dentro de la 
patología infecciosa en vías respiratorias, el VSR es responsable de la mayoría de 
las admisiones hospitalarias en comparación con las causadas por cualquier otro 
agente, además juega un papel muy importante en la mortalidad infantil por 
enfermedades respiratorias. 1 · 

3
' Este virus también es importante en las infecciones 

nosocomiales ya que incrementa la morbimortalidad en prematuros, en niños 
menores de 6 meses de edad con enfermedad con~énita cardiopulmonar y 
preescolares con deficiencia o depresión inmunológica. 12· 1 

La infección primaria por VSR produce enfermedad sintomática en casi todos los 
niños menores de 2 años, estimándose que aproximadamente el 1% son 
asintomáticos. La enfermedad que se produce en la mayoría 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 
árbol respiratorio inferior. <

2
· 

31 

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 reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un 
método de diagnóstico rápido, sensible (96%) y especifico (89%). Además, se 
puede identificar al virus sin requerir cultivo, asi como, detectar virus no viable. 18•

9
' 

Es limitada la información sobre mortalidad debida al VSR, la que existe indica que 
es una causa importante de muerte en niños menores de 6 meses de edad y 
preescolares. Así en el Reino Unido, se aisló el VSR postmortem en 13 de 46 
niños menores de 6 meses de edad (28%) que murieron por patología del tracto 
respiratorio inferior. 15

· 
6

· 
7

> Debido a la ausencia de estos datos en nuestro país, fue 
importante realizar el presente estudio. 
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FUNDAMENTACION TEORICA 

NEUMONIA 

Antecedentes 

la neumonía es una inflamación del parénquima pulmonar y es la causa de la 
mayor parte de la mortalidad infantil. los patógenos de Jos paises en vía 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 vía de desarrollo.(1°> 

las neumonías son causadas por diversos agentes etiológicos, siendo Jos 
principales: 
a) Virus: Sincicial respiratorio, Parainfluenza (1,2,3) y Adenovirus. 
b) Bacterias:Streptococcus, S. pneumoniae, Legionella, Haemophi/us influenzae, 

S aureus, K. pneumoniae. 
c) Otros:Mycop/asma pneumoniae, Toxop/asma gondii, Histop/asma capsulatum, 

Chlamydia trachoma/is y Pneumocys/is carinii. : 
Otros agentes como los del sarampión, rubéola, varicela, tifoidea, pueden producir 
neumonla en forma secundaria.(1 1

> • • •·.ic_ .. ~ •. - ._. 

Histopatológicamente las neumonías pueden clasificarse de la siguí~nte manera: 
Neumonía viral, en la cual se observa engrosamiento de Jos·i;epios alveolares 
e infiltrado Jinfocitario intersticial. . _ . ,. · . . ..-.: · · '. 
Neumonfa bacteriana, en Ja cual se observa exudado inflamatorio agudo con fa 
presencia de leucocitos polimorfonucleares en alvéolos, bronquiolos y bronquios, 
además de la presencia de bacterias. 111 > 

Epídemíologia: 

los agentes causales más frecuentes de neumonía varían de acuerdo a la edad, 
la temporada del año, el estado inmunológico del individuo incluyendo el estado 
nutricional y el estrato socioeconómico entre otros. 
Con anterioridad se pensaba que los virus eran responsables del 20% a 25% de 
las neumonías pero con el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico, se 
considera que éstos son los responsables del 60% a 70% de Jos casos de 
neumonía y la menor parte por problemas bacterianos, siendo que el mayor 
número de casos de neumonía viral se observan en los menores de 2 años de 
edad de ahi su interesen epidemiología y la importancia en su diagnóstico. 111

• 
2•> 

En los casos de bronquiolitis y de neumonía intersticial, los virus son casi siempre 
los agentes etiológicos, predominando el virus sincicial respiratorio, y el virus 
parainfluenza. 111 > 
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 neumonla. Aunque el período estacional de estos agentes 
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virales es bastante predecible, las epidemias en ciertas localidades pueden 
modificar las cifras de incidencia en un determinado año.P 01 

La morbilidad de las neumonías aún es elevada. En 1988, en México se 
notificarán, a la Dirección General de Epidemiología de la Secretaria de Salud, 
116,230 casos de neumonías, en 1990 se notificó un número similar de casos 
(116,412) presentándose el 50% de ellos en niños menores de 5 años de edad. 1111 

La fuente de contagio la constituyen casi siempre las secreciones nasales o 
bucales de personas infectadas y el mecanismo de transmisión es el contacto 
directo. El periodo de contagio es muy variable, dependiendo del agente 
etiológico, pero casi simpre es de 7 días. <

11
1 

Manifestaciones clinicas: 

La mayoría de las neumonías virales presentan slntomas respiratorios, como rinitis 
y tos, la temperatura es generalmente menor que en la neumonía bacteriana. En 
general es frecuente la taquipnea acompañada de retracciones intercostales, 
subcostales y supraesternales, así como aleteo nasal. Las infecciones graves 
pueden acompañarse de cianosis y fatiga respiratoria. La auscultación del tórax 
puede revelar estertores y sibiliancias difusas. po¡ 
Las neumonías virales no pueden distinguirse de las neumonías bacterianas 
basandose sólo en las manifestaciones clínicas, pues existen signos de infección 
viral en muchos pacientes que presentan una neumonía bacteriana, p,or tal motivo 
es necesario la realización de estudios de laboratorio y gabinete. 110•

1 1 

Patologia: 

La causa que con mayor frecuencia transtorna los mecanismos de defensa del 
pulmón es una infección 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 
resoiratoria viral preceda en unos dias Ja aparición de una neumonía bacteriana. 
(10.11) 

La neumonia bacteriana durante la niñez no es una infección frecuente si no existe 
alguna enfermedad crónica de fondo, como Ja fibrosis quistica o algún déficit 
inmunitario. La neumonía 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 diagnóstico para el uso de antibióticos. 1121 

En los Estados Unidos de cada 1000 niños en Jos primeros años de vida, 15 a 20 
casos son de neumonía bacteriana, y la incidencia incrementa de 30 a 40 casos 
por año en niños mayores de 5 años de edad. 1121 

Diagnóstico: 

El diagnóstico de neumonia es fundamentalmente clínico, pero es indudable que la 
radiografla aporta datos de gran valor. El cultivo de exudado faríngeo proporciona 
una ayuda poco confiable y los cultivos de espectoración son controversiales, ya 
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que pueden reportar una gran contaminación de microorganismos del tracto 
respiratorio superior. Los hemocultivos se han reportado positivos en un 10% hasta 
40% de casos de infección respiratoria. Para identificación viral se emplean cultivos 
celulares, asi como Ja técnica de inmunofluorescencia, fijación del complemento, 
análisis inmunoenzimáticos entre otros. no¡ 
Existe gran dificultad para Ja determinación de los agentes etiológicos de las 
neumonías, ya que es difícil el aislamiento del microorganismo; sin embargo, el 
virus sincicial respiratorio y el virus de parainfluenza parecen ser Jos agentes más 
frecuentes en niños pequeños. (lOJ 

Tratamiento: 

A los pacientes con neumonía se les trata con antibióticos cuando se sospecha 
que es de origen bacteriano ya que cuando es de origen viral se proporcionan 
medidas de sosten como hidratración, aplicación de oxigeno ó incluso ventilacion 
asistida, y en casos graves se sugiere el empleo de una droga antiviral. <10

• 1
1
•
12

l 
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AGENTE CAUSAL (VSR) 

Historia 

El virus sincicial respiratorio humano (VSR) es la causa más importante de 
enfermedades vlrales en el tracto respiratorio inferior en niños, en adultos 
inmunosuprimidos y ancianos. El VSR se aisló 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 aisló en un niño con neumonía y otro con 
laringitis, observándose sincicios, que es el efecto citopático característico del 
VSR en cultivos celulares; debido a esta característica se denominó "virus sincicial 
respiratorio". 113¡ 

Los estudios serológicos en aquel momento indicaban que la infección era común 
en el hombre y se producía generalmente antes de los 4 años de edad. 
Investigaciones similares en diferentes partes del mundo indican que el VSR está 
asociado con enfermedades del tracto respiratorio inferior en los niños menores de 
2 años de edad.114

• 
15
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CARACTERISTICAS DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR) 

Clasificación 

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 (SVS); b) Paramixovirus, 
representado por el virus Sendai y el virus Parainfluenza tipo 3 (PIV3); c) 
Morbi//ivirus, género representado por el virus del Sarampión. Estos 3 géneros 
forman parte de la subfamilia Paramixoviridae debido a que presentan una 
relación en la secuencia de aminoácidos para varias proteínas. 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 (TRIV), presenta una secuencia de aminoácidos 
diferente al de los Pneumovirus. (Figura 1) Los Pneumovirus difieren 
principalmente de otros Paramixovirus en el diámetro de la nucleocápside que es 
de 12nm - 1 Snm y el de los Paramixovirus es de 18 nm. 116· 17) 



Figura 1 Relación entre VSR y otros miembros de la familia Paramixoviridae de 
acuerdo a la secuencia de aminoácidos. 
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N/NP: protefna de nucleocápside, P: fosfoproteína, V: proteína rica en cistefna, M: proteína 
de matriz, F: protefna de fusión, SH: pequeña protefna hidrofóbica, G/HN/H: protefnas de 
enlace, L: proteína polimerasa, C/NS: proteína no estructural, M2: segunda proteína 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. 3ª, vol. 1. Editorial Líppincott-Raven, 
Philadelphia; 1996: 1313-37. 
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Morfología 

El virus sincicial respiratorio es una partícula esférica cuyo tamaño es de 150 nm a 
300 nm, presenta una nucleocápside helicoidal semejante a la de Paramixovirus, 
excepto que el diámetro (12 nm a 15 nm) es menor que el de Paramixovirus (18 
nm).EI genoma esta constituido por ácido ribonucléico (ARN) de una sola cadena. 
no segmentado de polaridad negativan 5

. 
16

· 
171 El VSR tiene una envoltura con 

doble capa lipídica y tiene tres proteínas de membrana G, F. SH, las cuales 
median la adhesión y penetración del virus a las células, algunas de estas 
glicoproteinas se han observado por medio de microscopia electrónica como 
filamentos de 11 nm-20 nm de largo en intervalos de 6nm-10 nm; en la matriz del 
virión hay dos proteínas no glicosiladas, la M1 y M2; las proteínas N, P y L se 
encuentran en la nucleocápside y están asociadas con el ARN genómico, y las 
proteínas no estructurales son NS1 y NS2. <1 4

. 
15

' 

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

Tabla 1. Características diferenciales de los Paramixovirus 

-----
VIRUS Parotiditis Parainfl u enza 

----
Género Rubutavirus Paramix 
Serotípos 

-
1 1,2,3,4 

ovirus- Morbillivirus Pneumovirus A y 4B -----------+----1-(_2_v_a_r-ia_n_t_e_s_, 

------------1a·-- -----~ Diámetro de la 18 
AyB) 

18 14 
nucleocáP-side -------- ------- ----------------·--------
HA + + +• ---------+--------; 
NA + + --- ----
Hemadsorción + + 

--- ---·-----------f--------< 
+ 

1 ¡ 
---1 ____ I __ _ 

J.!l_clusiones --:--;---
11/\: hcnutglullnma: NA: ncuramin1dasu; l:-ir-1c--l-us-·i~o-n-cs-· -~itoplu!'imüticas: *unicamcnlc 
aglutina glóbulos rojos de primates y carece de actividad de ncuraminidasa. ' 11

'' 

Fuente: Fíclds BN. Knipc DM. llowlcy PM. Virology. Y' cd. Vul l. l'hiladclphia: Editorial 
l.íppincott-Ruvcn. 1996: 1313-37. 

La replicación del virus sincicial respiratorio esta limitada al citoplasma de las células 
infectadas; es sumamente lábil al calor, desecación, congelación y descongelación. 
por ello el transporte de las muestras debe ser rápido y conservarlas a 4ºC para 
evitar la inactivación viral, recomendándose la inoculación inmediata de las muestras 
en los diferentes cultivos celulares sensibles a VSR como son las células Hela, 
células HEP-2, células Vero, etc. 116

· 
171 La inestabilidad del virus ha sido un obstáculo 
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para la purificación y el análisis detallado de su estructura. Se han identificado dos 
subgrupos: el A (cepa prototipo Long) y 8 (cepa prototipo 18537). que circulan 
simultáneamente en Ja comunidad y que se han caracterizado con anticuerpos 
monoclonales específicos. Las relaciones antigénicas entre las cepas A y 8 medidas 
por medio de Ja ELISA y protelnas F y G altamente purificadas, demuestran que la 
respuesta anti-F en ambos subgrupos son del 50% en comparación con valores 
entre 1% y 15% para la glicoproteina G. 115

· 
171 

PROTEINAS DEL VIRUS SINCICJAL RESPIRATORIO. 

ESTRUCTURALES 

Proteínas de membrana. 

La glicoproteina G se encuentra en Ja envoltura del VSR y sirve para fijarse a los 
receptores celulares, e induce anticuerpos neutralizantes, tiene un peso de 90.6 Kda 
y es una glicoproteina de 298 aminoácidos.C1 5 > 

La giicoprotelna de fusión (F) consta de dos fragmentos (F 1 y F2) unidos por un 
puente disulfuro, que al fusionarse con la célula huésped, da por resultado la 
penetración del virus dirigiendo la fusión de la membrana viral y celular originándose 
el efecto citopático prominente con la formación de sincicios, como un mecanismo 
adicional de la diseminación viral. La glicoproteina F es de 574 aminoácidos con un 
peso de 70 Kda, es una región altamente conservada y especifica del genoma del 
VSR, que tiene un 19.2% de homología con Ja proteína F del virus de Parainfluenza 
humano tipo 3. 116

•
17

•
181 Debido a esta baja homología con proteínas similares de 

otros virus, permite Ja utilización de este gen para el diagnóstico del VSR. 

La glicoprotelna SH, es una protelna corta de 64 aminoácidos que se encuentra en 
la envoltura de la membrana de VSR, tiene un peso de 7.5 Kda y solamente se 
encuentra en la superficie de las células infectadas; su función es desconocida. '15

•
161 

Proteínas de matriz. 

Las proteínas M1 y M2 son no glicosiladas y se encuentran en Ja matriz del virión. 
La proteína M1 es hidrofóbica e interviene en la asociación de la nucleocápside 
con Ja envoltura del virus, pesa 28.7 Kda, y contiene 256 aminoácidos. <

15
> 

La proteína M2 esta formada por 194 aminoácidos, es básica e hidrofiiica, con un 
peso de 22.15 Kda, cuya función es desconocida y se expresa en la superficie de 
la célula infectada.P6

· un 

Proteínas asociadas con la nucleocápside. 

Estas tres proteínas de Ja nucleocápside del VSR, están involucradas en la 
transcripción y replicación viral. P5

. 
18
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La nucleoproteina N esta involucrada en la función estructural-y probablemente en 
la transcripción y replicación del ARN vira1.P 71 Es la proteína más grande de la 
nucleocápside formada por 391 aminoácidos con un peso de 43.42 Kda. P81 

La nucleoprotelna P (fosfoprotelna}, esta formada por 241 aminoácidos con un 
peso de 27.15 Kda y es probablemente un cofactor de la polimerasa.116

-
181 

La proteína Les una polimerasa ~ fesa 250.2 Kda, probablemente funciona como 
polimerasa de la nucleocápside. 1 6 

En general las proteínas estructurales facilitan la transferencia del ácido nucleico 
viral de una célula huésped a otra, protegen el genoma viral contra la inactivación 
por las nucleasas, también participan en la adhesión de la partícula viral a células 
sensibles y proporcionan la simetría estructural de esta partícula, estableciendo 
las características antigénicas del virus. <14

. 
19

> 

NO ESTRUCTURALES. 

Las proteínas NS1 y NS2 se consideran no estructurales y se detectan en 
pequeñas cantidades en la purificación del virión, encontrándose en las células 
infectadas, desconociendo su función, (Figura 1). P5 > 
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Figura 1. Proteínas del virus sincicial respiratorio 

N 

M t y2 ... 

G 

p 

l. 

NSI 
NS2 
(afuera del virión) 

G: Proteína de enlace, F: Proteína de fusión, M1 y 2: Proteínas de matriz 1 y 2, N: 
Proteina de nucleocápside, P: Fosfoproteina, L: Proteína polimerasa, SH: Pequeña 
protelna hidrofóbica, NS1 y NS2: Proteínas no estructurales. 

Fuente: Escobar GA, Valdespino JL, Sepúlveda J. Vacunas, Ciencia y Salud. Secretaria de Salud, 
Subsecretaria de Coordinación y Desarrollo, México; 1992: 409-20. 
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PATOGENIA 

El mecanismo por el cual el virus sincicial respiratorio se difunde desde la vía del 
tracio respiratorio superior al inferior no está claro. Se postula que la vía es el 
epitelio respiratorio o la aspiración de secreciones infectadas. El virus puede 
diseminarse de célula a célula sin emerger al liquido extracelular ya que no 
produce viremia. <

17
·
2º1 

La patología de una infección severa por VSR en niños, es similar a la de 
bronquiolilis o neumonla en comparación con otros virus respiratorios, sin 
embargo, los niños que presentan infección por VSR presentan graves cambios 
pulmonares, con notable inflamación, con infiltrados de células mononucleares en 
tejidos intersticiales y alvéolos, formación de pequeños sincicios e inclusiones 
citoplasmáticas, también se observa necrosis epitelial y tapones compuestos de 
restos celulares y fibrina, así como infiltrado linfocitario peribronquial causando 
obstrucción bronquial.<' 6

·
201 Los lactantes son especialmente propensos a la 

obstrucción de las vias respiratorias bajas a causa del escaso calibre de sus 
bronquios. No se ha aclarado el papel que desempeña la infección bacteriana 
asociada al efecto destructor del virus y la respuesta del huésped. En casi lodos 
los lactantes con o sin neumonia intersticial, la experiencia clinica sugiere que las 
bacterias son un factor importante. <

101 

La imagen de rayos X puede ser normal, aunque casi siempre muestra 
combinación de atrapamiento de aire (hiperexpansión) y engrosamiento 
peribronquial o neumonia intersticial. La consolidación lobar o segmentaría, que 
usualmente afecta el lóbulo superior derecho, sólo es ocasional y la efusión 
pleural es rara. <

151 

Se menciona que en los casos más graves de bronquiolitis y neumonla, se 
observan en niños pequeños que aún tienen anticuerpos maternos (lgG). Sin 
embargo, aún no está dilucidado cual es el mecanismo patogénico ni cuales son 
los mecanismos que protegen contra la infección o la reinfección. <20> 

Los pacientes con defectos en la inmunidad mediada por células pueden 
presentar infecciones persistentes, eliminando virus por largos periodos. Esto ha 
sido observado en niños con SIDA congénito y en niños tratados con drogas 
inmunosupresoras, lo que indica que la inle~ridad del aparato inmunológico es de 
importancia para que la infección termine.<" 

HALLAZGOS CLINICOS 

En los niños la infección respiratoria por VSR generalmente es sintomática 
desarrollando signos en el tracto respiratorio inferior, entrando en una fase 
prodrómica de rinorrea acompañada de pérdida del apetito, aparece 
simultáneamente tos, aunque es más frecuente después de un intervalo de 1 a 3 
días. Durante esta etapa también pueden presentarse, estornudos y febrícula .< 15> 

Después de que la tos se presenta, los niños comienzan con taquipnea, pero si la 
enfermedad es leve, los sintomas no van mas allá de esta etapa . En el examen 
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clínico del niño se detecta, taquipnea, estertores roncantes difusos y sibilancias, 
las imágenes de rayos x del tórax son generalmente normales. 116

·
181 En la mayoria 

de los casos la recuperación se presenta después de 7 a 12 dias de enfermedad. 
En casos más graves la tos y taquipnea es mayor a 70 respiraciones por minuto y 
el niño se vuelve dispénico; la hiperexpansión del tórax es evidente, asi como, 
retracciones intercostales y subcostales. El niño presenta apatia, cansancio, 
rechaza la comida y la hipoxia se hace más evidente, ya que cuando el niño se 
pone exhausto, la hipoxia llega a ser más extrema y va acompañada a menudo de 
hipercapnia y acidosis, presentándose disminución de la respuesta auditiva, apnea 
y jadeo. En general. la primoinfección que ocurre habitualmente antes del año de 
vida, suele inducir cuadros más severos que en las reinfecciones. 115

· 
16

· 
211 

En los niños con anomalías 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 clínicamente del resfriado común.1171 

Los estudios analíticos habituales aportan escasa información en la mayor parte 
de las neumonías 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 más importante, cuando es más intensa, va 
acompañada a menudo de hipercapnia y acidosis. <101 

EPIDEMIOLOGIA 

El VSR tiene una distribución mundial, con brotes anuales que duran varios 
meses con un patrón estacional para cada región. 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 máxima incidencia en enero, febrero o marzo, pero también se han 
descrito máximos desde el mes de diciembre hasta el mes de junio. Durante el 
resto del año, las infecciones son esporádicas y poco frecuentes. 1101 

La distribución 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 años de vida. 1211 

Se ha observado que los niños de 6 semanas a 9 meses de edad, desarrollan con 
mayor frecuencia neumonía o bronquiolitis severa, con un pico de incidencia entre 
los 2 meses y 7 meses de edad. En un 30% la infección por VSR es más común 
en el sexo masculino que en el femenino. En las zonas urbanas de los Estados 
Unidos, la infección por VSR es más frecuente en niños de color; sin embargo, la 
enfermedad de las vías respiratorias inferiores es más frecuente y precoz en los 
grupos de nivel socioeconómico bajo y en condiciones de hacinamiento. <101 

Estudios en el Norte de Carolina y Newcastle, la hospitalización es más frecuente 
en niños cuya familia tiene un nivel socioeconómico bajo en donde un 75% de los 
niños menores de 1 año de edad con bronquiolitis y 22% con neumonía fueron 
hospitalizados; en otro estudio realizado en Washington con vigilancia durante 13 
años se detectó un 43% de infección por VSR con un diagnóstico de bronquiolitis y 
un 25% con neumonía. También se encontró que este virus juega un papel menor 
en las bronquitis (10.6% de los casos) y en laringitis (9.8%). <

15
· 

1
' En un grupo de 
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55 niños que asistieron al servicio de urgencias del Hospital Infantil de México con 
infección respiratoria baja (neumonía o bronquiolitis) detectaron al VSR en un 
36%, lo que indica que el VSR juega un papel importante como agente etiológico 
en este tipo de infecciones. <22

> 
La reinfección parece ser un evento frecuente, pues un estudio realizado en 
Houston la infección de VSR fue de 69.8% durante los primeros años de vida y 
82% durante el segundo año. Todos los niños de 24 meses de edad que fueron 
infectados, el 50% tuvo reinfección. El riesgo de infección decrece a un 33.3% a 
Jos 48 meses de edad. El periodo de incubación desde la exposición al primer 
sintoma es de unos 4 días. El virus se excreta durante periodos variables, que 
probablemente dependen de la gravedad de la enfermedad y del estado 
inmunitario. Casi todos Jos lactantes con enfermedad del aparato respiratorio 
inferior secretan virus durante 5-12 días a partir de su ingreso en el hospital. <

10> 
Por otra parte las infecciones nosocomiales por VSR, son un problema en los 

hospitales pediátricos y recientemente se ha registrado un incremento en la 
frecuencia en adultos hospitalizados, especialmente en aquellos pacientes 
inmunocomprometidos, pues el virus suele propagarse de niño a niño a través de 
la participación del personal de salud. <

23
> 

La infección por VSR, principalmente se difunde por contacto directo con 
secreciones infectadas, ya sea por estornudos, fomites o contacto directo con 
niños 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 
niños 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 Jos niños infectados. <

21
·
22

> Es probable que el VSR se introduzca en la mayoría 
de las familias a través de Jos hijos en edad escolar reinfectados. Es típico que, en 
el espacio de pocos días, los hermanos mayores y uno o los dos padres sufran 
resfriados, pero los lactantes presentan una enfermedad más grave con fiebre, 
otitis e infección de las vias respiratorias inferiores. 110

> 

La primoinfección, que ocurre habitualmente antes del año de edad, suele inducir 
cuadros más graves que la reinfección. En estudios realizados en USA se 
demostró por seroconversión que el 40% de los niños antes de cumplir un año de 
edad ya se habían infectado con VSR, al segundo año el 50% y a los 4 años el 
100%. (17.20) 
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DIAGNOSTICO 

La radiografía de tórax se caracteriza por infiltrados difusos, en algunos pacientes 
también puede haber infiltrados lobulares transitorios. El recuento de leucocitos en 
los niños con neumonía viral tiene tendencia a ser normal o a elevarse ligeramente 
(< 20 OOO/mm3

), con predominio de los linfocitos, la velocidad de sedimentación 
globular o la proteina C reactiva suelen estar normales o algo elevados, por lo que 
el diagnóstico definitivo exige el aislamiento del virus en una muestra obtenida del 
tracto respiratorio. El dilema para el diagnóstico de mayor importancia es una 
posible participación bacteriana. El diagnóstico de la infección por el VSR es por 
medio de la detección del virus o de sus antígenos en las secreciones 
respiratorias. <10

·
12

> 

La muestra de elección para el diagnóstico de infección por VSR es el aspirado 
nasofaringeo, obtenido en los primeros días de enfermedad, mediante aspiración 
con bomba de vacio, ya que cuando la muestra nasofaringea se obtiene con 
jeringa o hisopo, disminuye la calidad de la muestra. El diagnóstico de VSR puede 
realizarse por los métodos de aislamiento en cultivo celular, considerado como 
método clásico, y que tiene una sensibilidad y especificidad del 57% y 100% 
respectivamente asi como la detección de antígenos virales que son considerados 
de elección por ser métodos rápidos. <

17
> 

Para el aislamiento de VSR en cultivo celular es fundamental un envio rápido de la 
muestra y conservarla a 4 ºC, debido a la gran labilidad de este virus; además, 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 riñón de mono verde, etc. Pero la 
desventaja es que requiere un mínimo de 15 días para obtener los resultados. <17

· 
24) 

En cambio, la inmunofluorescencia que detecta antígenos de VSR en células 
nasofaríngeas, tanto directa como de manera indirecta (con anticuerpos 
policlonales o monoclonales) tiene una sensibilidad similar al aislamiento en cultivo 
celular, sin los inconvenientes de este, ya que los resultados se pueden obtener 
en pocas horas. 124

> 

El método de análisis inmunoenzimático (ELISA) también es utilizado para la 
detección de antígeno de VSR en las células nasofaríngeas, tiene una sensibilidad 
de 87% y especificidad de 91.0% respectivamente la cual es ligeramente inferior a 
la de inmunofluorescencia, tiene una utilidad epidemiológica y permite definir la 
incidencia y prevalencia de diversos patógenos virales. El diagnóstico serológico 
no es muy útil, debido al tiempo que es necesario esperar la conversión serológica 
y a la leve respuesta humoral en los lactantes, sin embargo, para estudios 
epidemiolóQicos en niños mayores de 2 años de edad o adultos, la serología es 
adecuada. ' 1"º· 17

·> 
Indudablemente los métodos moleculares de diagnóstico como la PCR, prometen 
aumentar la sensibilidad y especificidad en la detección de agentes virales, 
teniendo gran valor en el diagnóstico viral por ser difíciles de detectar con técnicas 
inmunológicas. <25

> 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

En 1983, el doctor Kary Mullis, postuló que se podrían producir copias múltiples de 
un fragmento de ADN, por un proceso bastante sencillo utilizando una enzima que 
normalmente se encarga de sintetizar el ADN y pequeños fragmentos de ADN 
complementarios (ADNc). La importancia de este descubrimiento fue reconocido 
en 1993 por el Comité del Premio Nóbel. el cual fue otorgado al doctor Mullís. 1261 

La PCR es un método de diagnóstico más rápido, sensible y especifico que evita 
el aislamiento viral especial y tedioso, además se detecta al agente viable y no 
viable a baja concentración, ya que con la mínima cantidad de ARN, es posible la 
identificación 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. 1271 

La PCR se ha utilizado para amplificar el ADN de una variedad de muestras 
incluidas en parafina, células de mucosa. cabello, células linfáticas o de semen, un 
cerebro momificado de 7000 años de antigüedad. 19· 281 

La identificación por medio de la PCR, en la actualidad, es el instrumento de 
elección cuando los métodos tradicionales requieren demasiado tiempo o 
proporcionan resultados inexactos. Los epidemiologos necesitan información 
acerca de la relación de las cepas bacterianas o virales, para investigar el origen 
de una epidemia, sobre todo en el medio hospitalario. El advenimiento de la 
identificación por medio de la PCR ha proporcionado un instrumento de alta 
tecnología y de alta precisión para identificar a los virus. <9 > 

En un estudio donde se detectó el VSR en niños con bronquiolitis, Cubi y col 1291 

mencionan que la lnmunofluorescencia es una prueba rápida de diagnóstico y que 
la detección de antígeno es más sensible que la detección por hibridación, pero 
consideraron de mayor importancia las técnicas de amplificación de ácidos 
nuecléicos en el estudio de virus, y que la PCR es indudablemente una técnica a 
emplear para el estudio de enfermedades respiratorias en niños. Gilbert demostró 
que la PCR puede ser usada para la detección de VSR y otros virus 
respiratorios. <30

> 

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS PARA VSR. 

El tratamiento de neumonía causada por VSR, puede requerir de hidratación y 
administración de oxígeno ya que la mayoría de los pacientes presentan hipoxia, y 
si es necesario, se aplica ventilación asistida. Cuando existe dificultad para comer 
es útil emplear la vía intravenosa o la sonda. <10

· 1
2

> Cuando la neumonía por VSR es 
severa, se sugiere administrar ribavirina que ha mostrado ser efectiva." 61 Los 
antibióticos son indicados en la neumonía de origen bacteriano. pero en el caso de 
neumonla por VSR no son útiles, 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 
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A, la cual estabiliza la estructura y función de las supeñicie mucosa, participando 
en la respuesta inmune y en la producción de moco. Esta vitamina es necesaria 
durante los primeros 6 meses de vida y cubre la mayor parte de las necesidades 
hasta los 2 años de edad. "º' 

PREVENCION 

Dentro del hospital, las medidas preventivas más importantes son evitar la 
diseminación del VSR, mediante el aislamiento de todos los niños con sospecha o 
con infección por VSR, debiéndose tomar estrictas medidas de higiene como es, el 
lavado de manos, utilizar batas y guantes especiales.123

' 

Existen dos productos para la prevención de la infección por VSR que reducen la 
excresión de éste, como es la inmunoglobulina intravenosa de origen humano 
(IGIV-VSR), y recientemente esta en investigación la vacuna monoclonal de la 
fracción F de VSR, llamada Palivisumab, que ha sido aplicada por vla intravenosa 
en niños menores de 2 años de edad.142

' 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El virus sincicial respiratorio es la causa frecuente de infecciones graves de vias 
respiratorias que particularmente conduce a neumonía y bronquíolitis en niños 
menores de 2 años de edad. En los Estados Unidos se ha estimado que dentro de 
la patología en vias respiratorias, el VSR es responsable de la mayoría de las 
admísíones hospitalarias. además juega un papel muy importante en la mortalidad 
infantil por enfermedades respiratorias. 12

·
3

> En nuestro medio se desconoce la 
mortalidad asociada a esta infección en niños hospitalizados con enfermedad de 
las vlas respiratorias, por éste motivo se desarrolló el método de la reacción en 
cadena de la polimerasa para la detección del VSR en muestras de pulmón 
incluidas en parafina de niños menores de dos años de edad. Por tal motivo se 
hizo el siguiente planteamiento: 

¿Cuál es la frecuencia con la que se identifica VSR en muestras de tejido 
pulmonar postmortem, mediante la técnica de la PCR en niños con diagnóstico de 
neumonía?. 

OBJETIVO 

Determinar fa frecuencia del virus sincicial respiratorio en muestras de tejido 
pulmonar postmortem en niños menores de 2 años de edad con neumonía o 
bronquiolitis, mediante la técnica de la PCR, usando oligonucleótidos especlficos 
que codifican para la glicoproteína F de este virus. 

HIPOTESIS 

Por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se identificará al VSR 
en más del 25% de las muestras de tejido pulmonar post-mortem de niños 
menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía. 

METO DOS 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Estudio transversal, observacional, retrospectivo y descriptivo. 
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POBLACION 

Se estudiaron un total de 98 muestras de tejido pulmonar incluido en parafina de 
niños menores de 2 años de edad, 57 casos del sexo masculino y 41 del sexo 
femenino, que fallecieron con diagnóstico anatomopatológico de neumonla en el 
Hospital de Pediatría de CMN-SXXI, durante el periodo de 1989-1997. El 
Departamento de Anatomía Patológica proporcionó los cortes de tejido pulmonar, 
que para incluir este tejido en parafina previamente siguió un proceso de 
endurecimiento, deshidratación, clareamiento e infiltración. 

CRITERIOS DE SELECCIÓN: 

Criterios de inclusión 

Niños menores de 2 años de edad fallecidos con diagnóstico anatomopatológico 
de neumonía con tejido pulmonar disponible para estudio histopatológico y para 
realizar la PCR. 

Criterios de exclusión 

Niños mayores de 2 años de edad. 
Que no cuente con muestras de tejido pulmonar suficiente. 

VARIABLES: 

Variable independiente: Metodologla empleada en la técnica de la PCR. 

Variable dependiente: Frecuencia del virus sincicial respiratorio en niños 
menores de dos años de edad fallecidos por neumonía. 

TAMAÑO DE MUESTRA 

Debido a que no existen valores epidemiológicos de la presencia de VSR en 
México, el tamaño de muestra fue determinada a través de los siguientes valores 
obtenidos en otros paises empleando la siguiente fórmula: 

n=~ 
d 
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z2 = 1.96 
p = 0.25 (Frecuencia esperada de acuerdo a reportes previos). C7.41J 
q = 0.75 (1 - p) 
d = 0.10 

De donde: 

.Z2 =.Factor que nos asegura que estamos dentro de los limites de error en el 95% 
· : de los casos. 
p =Frecuencia esperada de acuerdo a reportes previos. 

q ,;;·(1-p).1 menos la frecuencia esperada. 

·d =Discrepancia máxima entre el valor verdadero de P y el que se obtendrá de la 
muestra.:;· 

···;.··.·<(_ .·~ ,' 
n = 72 muestras .de biopsias de niños menores de 2 años 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 (Sigma). 

Cloruro .de magnesio (Gibco BRL). 

Dietil pirocarbonato (Sigma). 

dNT~;·s (Sigma). 

Dodecil sulfato de sodio (Gibco). 

· ·•. EDTA (Pharmacia Biotech). 

Etanol absoluto (Merck). 

Etanol 75% (Merck). 

Ficoll (Pharmacia Biotech). 

lsopropanol (Sigma). 

Oligonucleótidos: 1-6 (Clontech). 

Random primers (Gibco BRL). 

RNasin (Promega). 

Taq DNA Polymerasa (Gibco). 

Transcriptasa reversa (GibcO BRL). 

23 



_Tris base {Pharmacia biotech). 

Trizo!® {Gibco BRL). 

Xileno {Merck). 

SOLUCIONES 

Solución amortiguadora para AMV-RT {Gibco BRL). 

Solución amortiguadora para PCR {Gibco BRL). 

Solución KCI {Gibco BRL). 

Solución MgCl2 {Gibco BRL). 

MATERIAL BIOLOGICO 

Biopsias de pulmón incluidas en parafina de niños que fallecieron con neumonia. 

Células Vero infectadas con Virus sincicial respiratorio y no infectadas. 

EQUIPO 

Autoclave {lnteramericana). 

Balanza analflica (Sartorius). 

Balanza granataria {Mettler-Toledo). 

Cámara de electroforésis {Life technologies, Horizon 58). 

Cámara fotográfica {Polaroid MP-4). 

Campana de bioseguridad {Nuaire). 

Campana de extracción {HL S.A). 

Espectrofotometro {Beckman, DU 650). 

Estufa (Thelco). 
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.. Fuente de poder modelo 250 (life Technologies). · 

Horno de microondas (Samsung). 

Lámpara de luz U.V de onda corta. 

Microcentrifuga (Sorvall MC- 12). 

Pellcula Polaroid tipo 55 de 9 cm x 12 cm. 

Placa de calentamiento con agitación (Corning). 

Potenciómetro (Beckman RS:232}. 

Refrigerador de 4 ºC, -20 ºC.~·~io•c (Puffer Hubbard, Fisher Scientific y Reveo 
respectivamente}. 

Termociclador (Perkin Elmer}. 

Vortex (Genie, K-550-G}. 

MATERIAL EMPLEADO 

Aceite mineral (Sigma}. 

Barra magnética (Cole-Parmer}. 

Bolsas para esterilizar en gas o vapor (PMG}. 

Espátula de acero inoxidable. 

mL y 500 mL (Schott}. 

Gasas. 

Gradillas. 

Guantes de hule no estériles (Tru-Touch}. 

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

Membranas de filtración para esterilización con poro de 0.22 ~1M y 0.45 ~1M 
(Millipore}. 
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Micropipetas de 2~1L 10µL, 200µL y'1000µL (Gilson). 

Papel aluminio (Reynols). 

Papel parafilm (American Company); 
·, - ' 

Pipeta graduada de 1 ml, 2 ml, 5 rnl y.1 O ~L (Pyrex). 

Portafiltro ( Swinner-0.22 µM-MHÍipóre) .. · 

Puntas para micropipeta Gilson de 5 µL. 10 ~1L, 20 µL, 100 µL, 1000 µl. 

Tubos Eppendorf estéril de 0.5 ml y 1.5 ml. 

Vasos de precipitado de 100 ml (Pyrex). 

ANALISIS ESTADISTICO 

1. Se utilizó estadlstica descriptiva: 

Frecuencias simples. 

Prevalencia = Nº casos en los que se encuentró VSR 
Nº total de casos 

2. Los resultados se presentan en tablas de frecuencias. 

3: Prueba de Fisher's. 
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Diagrama de flujo para la detección de VSR en muestras de tejido pulmonar 
incluidas en parafina. 

Tejido pulmonar incluido 
en parafina 

Cortes 10 µ 

Desparafinación 

Extracción de ARN 
viral 

Purificación 

Densidad óptica 

Transcripción 
reversa 

PCR-1 Y PCR-2 

Electroforésis 

Fotografia 
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TECNICAS 

OBTENCION DE LA MUESTRA. 

Las muestras trabajadas fueron biopsias de pulmón incluidas en parafina, de 
niños menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonia, en el Hospital de 
Pediatria de Centro Médico Nacional S-XXI. Al Departamento de Anatomía 
Patológica se pidió de cada muestra 36 cortes de 1011 e/u de tejido pulmonar, de 
los cuales se repartieron en 3 tubos eppendoñ estériles por cada caso. Para 
seleccionar las muestras que se utilizaron en el estudio, el patólogo empleó los 
siguientes criterios para el diagnóstico anatomopatológico en el tejido pulmonar 
postmortem. Definiendo como neumonía viral a Ja observación de engrosamiento 
de los sepias alveolares, e infiltrado linfocitario intersticial. Neumonía bacteriana, 
a la observación de exudado inflamatorio agudo con Ja presencia de leucocitos 
polimoñonucleares en alvéolos, bronquiolos y bronquios, además la presencia de 
bacterias. P3

> 

El tejido pulmonar incluido en parafina fue procesado por el técnico histopatólogo 
de la siguiente manera: el tejido se fijó en una solución de formalina al 10% para 
endurecerlo. Posteriormente se deshidrató con alcohol al 96 % y 100 % durante 5 
horas, realizándose el clareamiento con xilol durante 1 hora y finalmente la 
infiltración de la parafina durante 2 horas. 

EVALUACIÓN DE LA PCR. 

Antes de aplicar la metodología a las biopsias de pulmón incluidas en parafina, la 
PCR fue evaluada con 30 muestras de tejido pulmonar, tomando 10 casos de 
neumonía viral con alta probabilidad de infección por VSR (Grupo 1), otros 1 O casos 
con diagnóstico anatomopatológico de neumonía bacteriana con probabilidad 
indeterminada (Grupo 11) y 1 O casos con diagnóstico anatomopatológico sin 
neumonía con muy baja probabilidad de infección por VSR (Grupo 111). 

TESIS e··::· 1 
FALLA DE u"'ñrr~r.1a.r .~ H•1o1 , ¡v 
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DESPARAFINACION. 

De cada muestra de pulmón incluida en parafina se pidieron 36 cortes que fueron 
distribuidos en 3 tubos eppendorf, a cada uno se adicionó, 700 ¡1L de xileno, 
dejándolo 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó a 12, 
000 r.p.m por 3 minutos a temperatura ambiente, se eliminó el sobrenadante y se 
repitió el paso anterior. El sedimento del tejido pulmonar, se lavó 2 veces con 700 
¡1L de etanol al 100% para remover el solvente, centrifugando a 12, 000 r.p.m por 3 
minutos a temperatura ambiente, dejándose secar en la campana de extracción. 
Después se agregaron 500 ¡1L de Trizo!'"', delándolo 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 descongeló la muestra previamente desparafinada a temperatura ambiente e 
inmediatamente fue colocada en un homogenizador de vidrio para triturar la 
muestra a la cual se adicionó 1 mi de Trizo!"'', dejándose en hielo durante 1 hora, 
realizándose la extracción del ARN con 200 ¡1L de cloroformo, se agitó 
vigorosamente durante 2 minutos. Se centrifugó a 14, 000 r.p.m. por 15 minutos a 
4ºC. La fase acuosa fue separada en un tubo eppendorf y se adicionaron 500 ¡ti 
de cloroformo; se centrifugó a 14, 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 ºC. El ARN 
total de la fase acuosa fue purificado mediante precipitación con 1 mLde 
isopropanol dejando en hielo por 30 minutos. La muestra fue centrifugada en las 
mismas condiciones, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se dejó secar a 
temperatura ambiente dentro de la campana de extracción; finalmente se lavó con 
etanol al 75% centrifugándose a 14, 000 r.p.m. por 15 minutos, y se dejó secar el 
sedimento para disolverlo en 5µLde dietil pirocarbonato 0.01 % en agua, 
procediéndose a determinar en una alícuota la densidad ótica (DO), guardándose 
a -70 ºC. 

Lectura de densidad óptica. 

La suspensión de ARN total purificado se llevó a 65 ºC por 5 minutos e 
inmediatamente se colocó en hielo, de esta suspensión se tomo 1 µI y fue colocado 
en un tubo eppendorf, adicionándose 99 ¡1L de agua DEPC (dilución 1:100). 
Finalmente se procedió a leer la densidad óptica en el espectrofotométro a 260 
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- . . . 
nm/280 nm. Debido.a q~e fue necesario 1µg de ARN- para realizar la transcripción 
reversa del ARN total, llevándose a cabo los siguientes cálculos: 

ARN total ouriÍ.~adu = (Ab. 260 nm} (40 ~lg /ml ) (100) (Vol. final}= ~19/ml 

En donde: 

40 ~1g /ml = Factor de conversión de absorbancia relativa para la concentración 

100 = Factor de dilución 

TRANSCRIPCION REVERSA 

En un tubo eppendorf para PCR de 0.5 ml, se colocó el equivalente a 1 ¡1g de 
ARN purificado de la muestra de pulmón y de los controles positivo y negativo de 
células Vero los cuales, fueron llevados a 65ºC por 5 minutos, se colocaron en 
hielo y se adicionó la siguiente mezcla de reactivos correspondiente a la Tabla 1. 

Tabla 1 

Reactivos Concentración ul 
dNTPs 40mM 0.625 c/u 
Rnasin 20 u 0.5 
Hexameros ~m 1.33 
Buffer AMV RT 5X 4.00 
KCI 50mM 8.00 
Transcriptasa 
reversa 2.5 u 1.00 
Aqua DEPC 0.01% cbo 20.00 
Aceite mineral 20.00 

La mezcla de reacción anterior se llevó al termociclador, en donde la 
desnaturalización se realizó a 23 ºC por 20 minutos, la slntesis a 42 ºC por 45 
minutos y la inactivación de la enzima a 95 ºC por 1 O minutos. Finalmente el 
ADNc se guardó a -20 ºC, hasta continuar con el método de la reacción 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 oligonucleótidos especificas (1 y 2) 
que codifican para una región del gen F del VSR y que amplifican 390 pares de 
bases {pb). 

1) 5' GGT - GTT - GGA - TCT - GCA - A TC - GCC - A. 

2) 5' AAC - TTT - TIC - TGA - TCA - TTT - GT. 

Se preparó en un. tubo eppendorf la mezcla de reactivos correspondiente a la 
Tabla2. 

Tabla 2 

Reactivo Concentración uL 
Buffer PCR 10 X 10.00 
MgCl2 50.0 mM 3.00 
dNTPs 40.0 mM 0.5 e/u 
Oligonucleótido 1 0.5¡tM 2.5 
Oligonucleótido 2 -~¡tM 2.5 
Taq-polimerasa 2.5 u 0.5 
~gua in~ectable cbp 100.00 
Aceite mineral 75.0 

A ésta mezcla de reactivos se colocaron 9pl de ADNc de la muestra, así como de 
los controles, llevándose al termociclador en donde la desnaturalización del ADNc 
fue a 94 ºC por 30 segundos, alineación a 55ºC por 30 segundos, y extensión a 72 
ºC por 60 segundos. Esto se realizó en una serie de 35 ciclos. Llevándose a cabo 
una segunda amplificación (PCR-2) del VSR, utilizando un par de oligonucleótidos 
(3 y 4) anidados, que amplifican 207 pb, empleando las mismas condiciones de la 
PCR-1, la secuencia de los oligonucleótidos es la siguiente: 

1) 5' AAG-TGC-TCT-ACT-ATC-CAC-A. 

2) 5' CAC-TAA-ATT-CCC-TGG-TAA-TC. 

El ADNc amplificado se guardó a -20 ºC. 
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ELECTROFORESIS 

Alícuotas de 10 ¡tl de las muestras de ADNc amplificado por la PCR-1 y la PCR-2, 
así como un marcador de pesos moleculares, se colocaron en un gel de agarosa 
al 1.5 %, adicionándose a cada una de ellas 2¡1L de buffer de corrida. 
El corrimiento electroforético se llevó a cabo en buffer TAE 10X, empleando 86 
volts durante 45 minutos. Finalmente el gel fue teñido con una solución de 
bromuro de etidio al 0.05% durante 15 minutos, se retiró el gel de esta solución y 
se tomó una fotografía. Observándose en los casos positivos a VSR las bandas de 
390 pb y 207 pb de los productos del PCR-1 y 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 

ADNc + control interno de VSR 

PCR-1 

PCR-2 

Electroforésis 

Fotografia 

Integridad de ADNc 

Producto de PCR-1 + 
oligonucleótidos especificas 
para el gen FMR-1 

PCR-2 

Electroforésis 

Fotografia 

:u 



En las muestras que resultaron negativas a VSR por PCR, se demostró la ausencia 
de inhibidores inespecificos utilizando un control interno de VSR y se comprobó la 
integridad del ADNc usando oligonucleótidos específicos (5 y 6} para gen FMR-1 
del cromosoma X humano por PCR. 

AUSENCIA DE INHIBIDORES INESPECIFICOS 

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

Tabla 3 

Reactivo Concentración ul 
Buffer PCR 10x 10.00 
MaCl2 1.5mM 3.00 
dNTPs 0.2mM 0.5 c/u 
Oligonucleótido 1 0.5 ¡1M 2.5 
Oligonucleótido 2 0.5¡iM 2.5 
~olimerasa 2.5 u 0.5 
ADNc control interno 
de VSR (10"2} 9.0 
Agua inyectable cbp 100.0Q__ 
Aceite mineral 75.0 

-·-· 

A esta mezcla de reactivos, se adicionó 9µ1 del ADNc de la nuestra y 9¡tl de los 
controles de células Vero positivo (control infectado con VSR} y negativo (no 
infectado con VSR), llevándose al termociclador, para realizar la desnaturalización 
del ADNc a 94ºC por 30 segundos, alineación a 55 ºC por 30 segundos y extensión 
a 72 ºC por 60 segundos, esto se llevó a cabo en una serie de 35 ciclos. 
Posteriormente se realizó una segunda amplificación (PCR-2 anidado) empleando 
las mismas condiciones de la PCR-1. Finalmente se realizó una electroforésis con 
los productos de la PCR-1 y PCR-2, de las muestras y los controles observándose 
las bandas de 390 pb y 207 pb del VSR respectivamente, que confirmó la ausencia 
de inhibidores inespecífcos. 

INTEGRIDAD DE ADNc 

A partir del producto de la PCR-1 de las muestras negativas a VSR, se comprobó 
la integridad del ADNc, usando oligonucleótidos especificas 5 y 6 para una región 
especifica del gen FMR-1 del cromosoma X humano, realizándose la siguiente 
mezcla de reactivos de la Tabla 4. La secuencia de los oligonucleótidos es la 
siguiente: 
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5) 5' AAC-TGG-CAG-CCT-GAT-AGG-CAG-ATT-C. 

6) 5' TAG-CTA-ACC-ACC-AAC-AGC-AAG-GC. 

Tabla 4 

Concentración L 
10 X 10.0 ·------1 
1.5 mM 3.0 
0.2 mM 0.5 e/u 
2.5 u 0.5 
1.0 nmol 2.0 

f-"'"=-''-=~===-==--=..--.1--'1-=º-=º.oc· oc.L mol 2 .o 
------t----~-=----= ~~ 100.00 75.0 

A ésta mezcla de reactivos se adicionaron 9µ1 de ADNc de la muestra negativa. La 
muestra y los controles se llevaron al termociclador, siguiendo el mismo programa 
para la PCR-1. El ADNc obtenido de la PCR-2 fue corrido junto con un marcador 
de pesos moleculares asl como de los controles positivo y negativo, en un gel de 
agarosa al 1.5 %, empleando 86 volts por 45 minutos y teñido con bromuro de 
etidio, observándose una banda de 146 pb, de una región del gen FMR-1 del 
cromosoma X humano, que confirmó la integridad del ADNC. <

37
> 
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RESULTADOS 

Evaluación de la PCR 

En Ja evaluación de la PCR mostrada en la Tabla 5 se observa que de 30 
muestras de tejido pulmonar postmortem de niños menores de 2 años de edad, se 
encontró que en el Grupo 1 con diagnóstico anatomopatológico de neumonía viral 
se presentó el 70% de posilividad al VSR, en el Grupo JI con diagnóstico de 
neumonia bacteriana se encontró el 30% de positividad a VSR, y ningún caso 
positivo en el Grupo 111 con diagnóstico anatomopatológico de sin neumonia. 
Encontrando diferencia significativa entre el Grupo con alta probabilidad de 
infección por VSR (Grupo 1) y el Grupo de baja probabilidad de infección por VSR 
(P=0.0015). 

Tabla 5 

Detección del VSR por PCR en tejido pulmonar incluido en parafina en 30 
niños menores de 2 años de edad fallecidos con o sin neumonia. 

Grupo 

11 

111 

Diagnóstico anatomopatológico 

Neumonia viral 
(/\Ita probabilidad de infección por VSR) 

Neumonia bacteriana 
(Probabilidad indclcnninada de infección por 

VSR) 

Sin neumonía 
(Muy baja probabilidad de inli:cción por VSR) 

Positividad a VSR por 
grupo 

7/10 (70%) 

3/10 (30%) 

0/10 (0%) 

Grupo 1 vs Grupo 111, P=0.0015. prueba exacta de Fisher's 
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Electroforésis en gel de agarosa al 1.5% mostrando: (M) marcadores de pesos 
moleculares, (8) Banda de 390 pb que corresponde al PCR-1 del control positivo 
de células Vero infectadas con VSR, (C) PCR-2 del control negativo de células 
Vero, (O) banda de 207 pb que corresponde al PCR-2 del control positivo de 
células Vero. 

Gel 1 

M A B e o 

--- 1 
TESIS CCF ¡ 

FALLA DE OR!~i~ j 
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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 diagnóstico 
anatomopatológico de neumonía viral, (B) PCR-2 de un caso negativo a VSR 
de neumonla viral, (C) PCR-2 de un caso positivo a VSR con diagnóstico 
anatomopatológico de neumonla bacteriana, (D) caso negativo de neumonía 
bacteriana, (E) PCR-2 de un caso con diagnóstico anatomopatológico sin 
neumonfa, (F) PCR-2 de control negativo, (G) PCR-2 de control positivo de 
células Vero infectadas con VSR. 

Gel2 

M A B e D E F G 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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En la Tabla Nº 6, la columna uno de PCR-2 indica que de 98 muestras de tejido 
pulmonar 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 Jos 69 casos 
negativos a VSR, ya que cada uno de ellos presentaron las bandas de 207pb y 
de 146pb correspondientes al control interno y a la región del gen FMR-1, 
respectivamente. 

T11bl:16 

PCR-2 

No. de casos positivos 29 

No. de casosnegativos 69 

PRUEBAS DE AUSENCIA DE 
INHIBIDORES E INTEGRIDAD 
DEADNc 

o 

69 
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La Tabla 7 muestra que de un total de 98 muestras de tejido pulmonar postmortem 
de niños menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonla, el 30% fueron 
positivos a VSR por la PCR. De estas muestras, el 62% de positividad correspondió 
a niños con diagnóstico anatomopatológico de neumonía viral y el 25 % fueron de 
niños con diagnóstico anatomopatológico de neumonía bacteriana. Observándose 
diferencia significativa entre estos dos grupos (P=0.018). 

Tahh1 7 

Frecuencia de infección por VSR mediante la PCR en biopsias de pulmón de 
niños menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía, de acuerdo 
al patrón anatomopatológico. 

Diagnóstico 
anatomopatológico 

Neumonía viral 

Neumonía bacteriana 

Total 

Número de casos 

13 

85 

98 

P=0.018, prueba exacta de Fisher's 

-·-- ·--~----------- --------

Positividad para VSR 
(%) 

8/13 (62) 

21/85 (25) 

29/98 (30) 
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A continuación se presenta en la Gráfica 1 los resultados de la Tabla 7 

Grafica 1 
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Diagnóstico anatomopatológico 

Se muestra la frecuencia de infección por VSR en muestras de tejido pulmonar 
postmortem respecto al diagnóstico anatomopatológico. Presentando una mayor 
frecuencia de infección a VSR (62%} en las neumonías virales que dentro en las 
neumonías bacterianas (25%}, por lo que se deben considerar las infecciones 
mixtas. 

, TESIS CON 
imA DE ORIGEN 
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En la siguiente tabla los resultados se analizaron para observar la frecuencia de VSR 
en los niños menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía de acuerdo a 
la estación del año; encontrando, que en los niños que fallecieron con neumonía viral, 
el 80% fueron positivos a VSR en la temporada de Primavera - Verano y el 50% en la 
temporada Otoño-Invierno, no se encontró diferencia significativa (P=0.56). Con 
respecto a los casos de neumonía bacteriana observamos que en la temporada 
Primavera - Verano, el 22% fueron positivos a VSR y el 27% durante la temporada 
Otoño - Invierno, no encontrándose diferencia significativa (P=0.84). Cuando se 
analizaron de manera global los casos de neumonía, tampoco se observó diferencia 
significativa en ninguna de las estaciones del año (P= 0.95). 

Tabla 8 

Frecuencia de infección por VSR mediante la PCR en biopsias de pulmón de niños 
menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía, de acuerdo a Ja estación 
del año. 

DIAGNOSTICO ANATOMOPA TOLÓGICO 

Neumonía viral/ 
Estación positividad para 

VSR(%) 

Primavera-Verano 4/5 (80) 
(Marzo - Agosto) 

Otoño-Invierno 418 (50) 
(Septiembre-Febrero) 

Total 8/13 (62) 

P=0.56 

P= prueba exacta de Ficher's 
*porcentaje = casos positivos a VSR 

total de casos 

Neumonía bacteriana 
positividad para VSR 
(%) 

8136 (22) 

13/49 (27) 

21/85 (25) 

P=0.84 

Neumonía global/ 
positividad para 
VSR (%)* 

12/41 (29) 

17/57 (30) 

29/98 (30) 

P=0.95. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Este estudio aporta Ja primera información epidemiológica en nuestro pais 
respecto a Ja frecuencia con Ja que el virus sincicial respiratorio infecta a niños 
menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía, durante el periodo de 
1989-1997. La frecuencia global de infección por VSR obtenida de 98 biopsias de 
pulmón de niños que fallecieron con diagnóstico anatomopatológico de neumonía, 
fue de 30%. En estudios previos del Reino Unido, se encontró que el VSR estaba 
infectando entre 25% a 28%, de niños menores de 6 meses de edad que 
fallecieron por enfermedad respiratoria sugestiva de neumonía. 16· '

2
l 

En nuestro estudio, Ja frecuencia de infección por VSR en niños con diagnóstico 
de neumonla viral, fue elevada (62%) a pesar de los pocos casos estudiados. 
Mientras que en Jos niños que fallecieron con diagnóstico de neumonía bacteriana, 
se encontró una frecuencia de 25%. Este dato sugiere que se debe considerar la 
posibilidad de infección mixta, ya descrito previamente por otros investigadores 
que han encontrado una frecuencia de VSR con asociación bacteriana desde 
1.2% hasta de 39%, en niños con neumonía. <3•.35

l Aunque existe controversia 
respecto a Jos porcentajes elevados de infección por VSR ya que se ha reportado 
que es bajo el riesgo con asociación bacteriana en Ja infección por este virus. 

De las muestras de pulmón positivas a VSR en las que no se observó Ja banda de 
390pb, por Ja PCR-1, al realizar Ja PCR-2, se observó Ja banda de 207 pb, ya que 
se aumenta Ja sensibilidad y especificidad del método. Este aspecto ya ha sido 
mencionado por otros investigadores.<29

i 

Para la detección del VSR en las muestras de tejido pulmonar, se desarrolló el 
método de Ja PCR, el cual se considera sensible y especifico para Ja detección de 
secuencias de ácidos nucléicos. Del ADNc resultante de la transcripción reversa 
se llevó a cabo la amplificación mediante Ja PCR-1 y Ja PCR-2 observando las 
bandas de 390pb y de 207pb, respectivamente, ya descritas previamente por 
Okamoto y col.127

l Esto mostró que la PCR identifica como positivo las células Vero 
infectadas por VSR. Dada Ja falta de estudios con esta metodología (PCR), 
también fue necesario evaluar la prueba, con 30 biopsias de tejido pulmonar 
postmortem incluido en parafina. Encontrando en esta evaluación que Ja PCR es 
útil para discriminar entre muestras de pacientes con alta y muy baja probabilidad 
de infección por VSR (P=0.0015). Estos datos sugieren que el método es sensible 
y especifico, y que es útil para discriminar entre muestras de pacientes con alta y 
muy baja probabilidad de infección por este virus. 

De las 98 muestras estudiadas, 69 fueron negativas y para confirmar que estas 
muestras, no fueran falsas negativas, se comprobó Ja integridad del ADNc en cada 
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una de las muestras, utilizando oligonucleótidos específicos para una región del 
gen FMR-1 <

37>, que al observar la amplificación de la banda de 146 pb en cada 
una de las muestras, se demostró que el ADNc estaba integro. También se 
demostró la ausencia de inhibidores inespecificos utilizando un control interno de 
VSR observándose la banda de 207 pb. El trabajar en un área estéril, con material 
estéril y exclusivo para PCR, evitó que hubiera contaminación en las muestras, 
todas estas recomendaciones también fueron utilizadas por otros investigadores. 
(24) 

Con respecto a la frecuencia de infección por VSR en los niños menores de 2 
años de edad fallecidos con neumonía en los que se relacionó la temporada del 
año, no se encontró diferencia significativa que nos indicara lo observado por otros 
investigadores, que señalan que VSR presenta un patrón estacional.138> 

Los resultados obtenidos en esta investigación, indican que la infección por VSR 
es común ya que en 3 de cada 1 O niños menores de 2 años de edad que 
fallecieron por neumonia, se encontró involucrado este agente viral. Siendo la 
infección por VSR más común en los casos con patrón anatomopatológico de 
neumonía viral, pero también se identificó como infección mixta en aquellos casos 
con patrón anatomopatológico de neumonía bacteriana. Esto sugiere que la 
mortalidad asociada a esta infección es alta en niños menores de 2 años de edad 
con enfermedad pulmonar. 

Los datos obtenidos en este estudio, <43
> muestran que la tercera parte de los niños 

menores de 2 años de edad fallecidos con neumonía es causado por VSR, 
informando al clínico la importancia de realizar el diagnóstico rápido 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 
nasofaríngea en niños menores de 5 años de edad con neumonía hospitalizados 
en el IMSS de Tlaxcala, e Hidalgo, para conocer la concordancia entre este 
método y la IFA. Observándose una reproducibilidad excelente para la 
determinación de VSR, ya que los mismos casos positivos fueron detectados por 
ambos métodos.1441 Basados en estos resultados, se deberá llevar a cabo, un 
estudio de prueba diagnóstica para determinar la sensibilidad y especificidad por 
IFA y la PCR desarrollada por nosotros, para poder seleccionar el método más 
preciso y asf obtener el diagnóstico temprano de VSR en muestra nasofaringea de 
niños de alto riesgo hospitalizados por neumonia, para que puedan recibir 
tratamiento antiviral oportuno,(2) evitando el uso indiscriminado de antibióticos, asi 
como, impedir las infecciones nosocomiales.' 311 
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CONCLUSIONES 

El método de Ja PCR para Ja detección de VSR en biopsias de tejido pulmonar 
postmortem, es útil para discriminar entre muestras de pacientes con alta y 
muy baja probabilidad de infección por VSR. 

La frecuencia global de VSR encontrada por Ja PCR en 98 biopsias de pulmón 
de niños menores de 2 años de edad que fallecieron con neumonía, fue de 
30%. En Jos niños que fallecieron con neumonía viral fue de 62% y en Jos niños 
que fallecieron con neumonía bacteriana fue de 25%. 

• No se observó una diferencia significativa en Ja frecuencia de infección por 
VSR detectado por PCR. en las muestras de niños menores de 2 años de edad 
que fallecieron con neumonía cuando se analizaron por temporada del año. 
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PREPARACION DE REACTIVOS 

• 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 ámbar y cada vez 
que se abra el frasco emplear condiciones de esterilidad. 

Etanol 75 %. 

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

Mezclar y guardar en un frasco ámbar en condiciones de esterilidad el mismo dla 
que se utilice, dejar enfriar la solución antes de usar. 

Buffer TAE 50X. 

Tris base ........................ 121.0 g 
Ac. acético glacial............ 28~5 ml 
EDTA 0.5 M... ... ... ... ... ..... 50.0 ml . 
Agua des ionizada ..... c.b.p. 500 O ml 

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

Buffer de carga 1 OX. 

Ficoll. .................................. 2.0 g 
EDTA 0.1 M ........................ 1.0 ml 
sos .................................... 0.1 g 
Azul de bromofenol. ............ 0.025 g 
Agua desionizada ............... 10.0 ml 

46 



Mezcla~ y agitar. h~stél disolvér, usar frasco ámbar y guardar a temperatura 
ambiente. 

Bromuro de etidio ................ 50.0 mg 
Agua desionizada................ 5.0 ml 

Mezclar y agitar hasta disolver, guardar en frasco ambar a temperatura ambiente. 

• Gel de agarosa 1.5 %. 

Agarosa ......... :................ 0.375 g 
Buffer TAE 50X............... 0.5 ml 
Agua deionizada.:: .......... 24.5 ml 

Disolver la agarosa en horno de microondas, dejar enfriar un poco para adicionar 
el buffer TAE 50X, ágitar y finalmente vaciar en un soporte de plástico de 6.5 cm x 
8.5 cm y colocarlo en la cámara de electroforésis. Dejándose solidificar por 30 
minutos. 
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GLOSARIO 

Acidosis: Disminución de la reserva alcalina de la sangre. 

Anoxia: Oxidación insuficiente. 

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

Antígeno: Sustancia que introducida en el organismo provoca la formación de 
anticuerpos. 

Amplificación: Generación de múltiples copias de un gen. 

Apnea: Suspensión transitoria de la respiración. 

Biopsia: Extracción de una pequeña pieza de tejido de un órgano que mediante el 
examen histopatológico establece o confirma un diagnóstico. 

Bronquitis: Inflamación aguda o crónica de la mucosa de los bronquiolos. 

Bronquiolítis: Inflamación de los bronqulolos. 

Cápside: Cubierta proteica de un viríón o de una particula viral. 

Cianosis: Coloración azul o lívida de la piel y mucosas por causa de oxigenación 
insuficiente de la sangre. 

Disnea: Dificultad en la respiración. 

dNTPs: Mezcla de dioxinucleótidos (dATP, dGTP, dTIP y dCTP ). 

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

Enfermedad: Alteración o desviación del estado fisiológico en una o varias partes 
del cuerpo. 

Epidemia: Enfermedad accidental, transitoria, generalmente infecciosa, que ataca 
al mismo tiempo y en el mismo pais o región a gran número de personas. 

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

Fibrosis quística: Transtorno hereditario de las glándulas exocrinas que hace que 
produzcan una secreción densa de moco. 
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Fijación del complemento: Reacción inmunológica en la que un antigeno se 
combina con un anticuerpo en presencia del anticuerpo y eritrocitos de glóbulos 
rojos de carnero. · · · · 

Genoma: Conjunto de todos los genes de un indivlduo; 

Gen: Unidad de material hereditarió'.que ocupa un locus definido en un 
cromosoma. 

Hidrofilico: Compuesto soluble e·rí agJa.L' ; 
-_·· ~ -.-,· :. .,-·., -

Hidrofóbico: Compuesto insol~bl~~~: ~g~~­
Hipercapnia: Cantidad excesiva de C02 en la sangre. 

Hiperexpanción: Posición de má~im~'extéllsión. 
·,/· -·> .-.• :·-· , 

Hipoxia: Anoxia moderada. 

Huésped: Organismo en el que vi~e citro,C>rganismo parasitario. 
" .. -~·~Jl; ,' '.· h-. ~ - . -- " 

Infección: Implantación y des~rroÍl6' . en ·· él ()rganismo de seres vivientes 

patógenos. ·',· .. ;;;; X'';( <···•·. 
lnmunofluorescencia: Técnica riÍpida•empleada .'para id~ntificar .un anti geno o 
anticuerpo, exponiéndolo a un anticúerpo• o •«3nUgerú)~ conocido, marcados con 
fluoresceína y observándose la reacción'fluoréscente:.deantigeno o anticuerpo 
con lámpara de luz ultravioleta. ·'' ... :·:· <·.c.• .. n·:.• · ····· · 

Jadeo: Patrón de ventilación caracteri;~~~··g~~~ri~!~~~gi·ra~iÓn rápida y superficial. 

Lábil: Inestable, que se caracteriza por una tendencia a cambiar fácilmente. 

Mortalidad: Número proporcional de muertes en una población y tiempo 
determinados. 

Morbilidad: Número proporcional de personas que enferman en una población y 
tiempo determinados. 

Nosocomial: Perteneciente o relativo al hospital. 

Oligonucleótido: Secuencias complementarias y específicas de un segmento de 
ADN ó ARN el cual es amplificado. 

Otitis: Inflamación aguda o crónica del oldo. 

:zsTA TESIS NO SAL!' 
DE LA BI~LIOTEC"-
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Patógeno: Organismo capaz de produ~iíenferinedad. 
> ,,. ' ---·, -::· 

Pb: Pares de bases. ,, · · 

PCR: Método de la Reacción en/ca~~·nade la Polimerasa empleado para la 
amplificación de ADN o ARN. · · · , ',, 

,'•·"'" 

Retracción de tórax: Hundimieriío tisible de los tejidos blandos del tórax entre y 
alrededor de los tejidos más firmes de las zonas cartilaginosas y óseas de las 
costillas. 

Rinorrea: flujo abundante de moco nasal. 

Sincicio: Célula simple o masa de protoplasma con muchos núcleos. 

Taquipnea: Respiración acelerada, superficial. 

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

Tos: Expulsión súbita, ruidosa, más o menos repetida y violenta de aire de los 
pulmones. 

Viremia: Presencia de virus en la sangre. 
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