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Etiologia de la neumonia viral

L.- ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA Y AGENTE ETIOLOGICO DE LAS NEUMONIAS VIRALES

El conocimiento en la importancia global de las neumonias hace la necesidad de la
interaccion entre los investigadores en los campos de la epidemiologia, el diagnostico
clinico, microbiolégico y molecular para el tratamiento de las neumonias y el desarrollo
de nuevas vacunas. Las neumonias particularmente en las edades extremas contintian
siendo la principal causa de hospitalizacion en todo el mundo. La mortalidad asociada a
la neumonia ha disminuido en las tltimas décadas desde la introduccién de la
penicilina."** Se estima que las infecciones de las vias respiratorias  bajas
predominantemente la neumonia causa aproximadamente 4 millones de muertes de las
15 millones de muertes que ocurren anualmente en los menores de 5 afios en todo el
mundo.* La incidencia varia a nivel mundial ya que en los paises del primer mundo se
reporia una tasa de 3.0 a 3.6 casos de neumonia por 100 000 habitantes y en paises en
vias de desarrollo la tasa es 7 a 40 casos por 100 000 habitantes.” En México la tasa de
mortalidad en menores de 5 afios por neumonia para 1960 se estimé en 120 casos por
100 000 habitantes disminuyendo a 52 casos por 100 000 habitantes en 1990, para el
afo 2003 la tasa descendio a 7.6 casos por 100 000 habitantes, pero continua ocupando
los primeros lugares de mortalidad en los nifios menores de 4 afios siendo solo superada
por enfermedades infecciosas intestinales.*” La prevalencia de neumonia viral varia del
30 al 80% de acuerdo a los reportes en varias series."”™’ Los agentes virales mas
frecuentes de neumonia en nifios incluyen virus sincicial respiratorio (VSR), influenza
A y B, parainfluenza 1, 2 y 3 metapneumovirus humano. adenovirus, rinovirus

SSILIZILIISSE - nrarthew v cols. observaron que la causa viral de

principalmente *
neumonia adquirida en la comunidad se pudo identificar en el 43% de los nifos
estudiados encontrando como primera causa al VSR en el 18% seguido de influenza A

enel 16% v la infeccion mixta por virus y bacterias se encontré en el 10% similar a
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otras series.'” En México es la principal causa de hospitalizacién de las enfermedades
infecciosas. Hay pocos estudios que contribuyan al conocimiento de la epidemiologia
de las enfermedades respiratorias bajas por virus en nifios en nuestro pais." El virus
sincicial respiratorio ha sido identificado como la principal causa de neumonia de
etiologia viral en la edad pediatrica."'®'""® EI subgrupo A del VSR es encontrado como
el mas predominante hasta un 64% por Yilmaz y cols en 1999. Bustamante-Calvillo y
cols reportaron que el 30% de nifios mexicanos menores de 2 afios de edad que
fallecieron por neumonia fueron positivos en estudios histopatolégicos al virus sincicial
respiratorio (VSR), donde el 62% de los nifios tuvieron datos compatibles con neumonia
viral v la mayor incidencia se presento en nifios menores de 6 meses hasta el 63%."
Noyola-Rodriguez y cols. identificarébn en nifios mexicanos una prevalencia de
neumonia por virus del 47.2%, el VSR correspondio al 85.6% seguido de influenza
(7.2%) v parainfluenza tipo 3 (7.2%), la mayor incidencia fue en nifios menores de 2
afios con una frecuencia mas alta en menores de 6 meses. Por otro lado en un estudio
realizado en Yucatan, México por Avora-Talavera en 1998-1999 encontraron que el
virus influenza tipo A se encuentra por lo menos en el 8.9% de las infecciones
respiratorias agudas y el 12% de los nifios con neumonia adquirida en la comunidad."
Las infecciones virales de vias respiratorias ocasionadas por virus sincicial respiratorio
e influenza A y B son mas frecuentes al final del otoio y durante los meses de invierno.
Novola-Rodriguez y cols. observaron una mayor incidencia en los meses de Noviembre
a Enero, semejante a lo reportado en otras series."'*'""” Zambon-Stockton y cols.
observaron que el virus de la influenza y el VSR tienen cocirculacion durante los meses
de inviemo." El virus Parainfluenza tipo 3 se asocia con mayor frecuencia con
infecciones de vias respiratorias altas y bajas, mientras que el croup es asociado con
virus Parainfluenza especialmente por el tipo 1, la bronquiolitis y traqueobronquitis es
asociado frecuentemente con VSR especialmente en los nifios menores de 2 afios."

Algunos virus pueden causar sintomas de infeccion de las vias respiratorias como parte
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de una infecci6n sistémica viral en los cuales se incluye; Sarampion, Virus Epstein Barr,
enterovirus, virus herpes humano-6.""

En los ultimos afios se han descrito un nuevo virus emergente (metapneumovirus) en
nifios, como causa de infecciones de vias respiratorias altas asi como cuadros de
bronquilitis v neumonia®** La infeccién mixta se ha reportado por algunos autores
entre el 4.8%. y 23%. "2 En el inviemo y durante los meses de mayor circulacién para
los virus VSR e influenza las infecciones invasivas por Streptococcus pneumoniae
incrementan en gran importancia sobre todo en los lugares de hacinamiento y pobreza
extrema.”* Se estima que al menos el 60 a 70% de todos los casos de los nifios que
fallecieron por infeccion respiratoria aguda (IRA) podrian ser el son resultado de una
neumonia con etiologia viral."® En la poblacion adulta los virus también se encuentran
dentro de los primeros cinco agentes etiologicos mas frecuentes de neumonia

precedidos solo por Streptococcus pneumoniae.'®

NEUMONIA VIRAL EN PACIENTES INMUNOCOMPROMETIDOS

Hay pocos estudios que valoren el impacto clinico de las infecciones virales en el
tracto respiratorio bajo en pacientes con inmunocopromiso, los agentes virales causantes
de morbilidad y mortalidad en esta poblacion especial incluyen virus de la influenza A
y B sobre todo en los meses de invierno, seguidos de adenovirus, VSR, rinovirus estos
ultimos principalmente en receptores de organo solido y medula ésea. Garbino y cols
realizaron estudio en pacientes inmunocoprometidos adultos incluyendo, pacientes
receptores de trasplante de organo solido y médula osea, pacientes con VIH vy
leucemias, encontrando que el virus influenza A y B fueron los mas frecuentes seguidos
de parainfluenza 1-3, rinovirus, VSR y adenovirus con un indice de mortalidad global a

un mes del 24%.  Los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica tienen mayor riesgo
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de adquirir neumonia viral adquirida en la comunidad ****" Madhi compara las
caracteristicas clinicas de infeccién por virus parainfluenza en nifios con VIH-1 y nifios
no infectados, encontrd que el 30 % de los nifios estudiados tenian infeccion por VIH-1
y los virus relacionados con mayor frecuencia son los virus parainfluenza 3 y 1
respectivamente, la presentacion clinica fue similar en ambos grupos pero el tiempo de
hospitalizacion y la mortalidad fue mas alta en los nifios infectados, la ultima secundaria
a complicaciones graves, por lo que resulta verdaderamente (til identificar a este grupo

de pacientes para dar manejo oportuno y evitar complicaciones. **

DEFINICION DE NEUMONIA Y DIFERENCIACION ENTRE NEUMONIA VIRAL
VS BACTERIANA

La determinacion del agente etiologico de las neumonias es un problema diagnostico,
por la dificultad que hay para obtener muestras adecuadas del tracto respiratorio para
su estudio. El diagnostico etioldgico de neumonia se realiza con frecuencia tomando
como base los signos y sintomas en la presentacion inicial de la enfermedad. Los datos
pueden tener una presentacion subclinica o inaparente por lo que los estudios de
laboratorio v la radiografia de térax puede orientar al diagnostico e identificar el
probable agente causal. La etiologia viral se relaciona hasta un 54.3% en nifios con
bronquiolitis y con neumonia lobar en un 35.2%. Para realizar el diagnostico clinico de
neumonia en nifios se consideran la presencia de los siguientes sintomas respiratorios
(fiebre, Tos, rinorrea, estridor, dificultad respiratoria) ¥y con anormalidades en la
exploracion fisica (dificultad respiratoria, sibilancias, taquipnea y estertores crepitantes)
o con anormalidades en la radiografia de torax (atrapamiento de aire, infiltrados
neumonicos, derrame p]eura]).““‘”“m La radiografia de torax es de utilidad para

confirmar la presencia v determinar la localizacion del infiltrado pulmonar.
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De acuerdo a los encuentros radiograficos se clasifica como neumonia intersticial o
neumonia alveolar.'® Se considera que la infeccién por neumococo es caracterizada
radiograficamente por consolidacién lobar y en la infeccion viral por infiltrado
intersticial o bronquioalveolar bilateral o peribronquial. En la bronquiolitis se puede
apreciar atrapamiento de aire en la radiografia de térax y clinicamente tener sibilancias
audibles asi como dificultad respiratoria."'* En algunos estudios se ha reportado que
solo la mitad de los casos con diagnéstico clinico de neumonia se correlaciona con
cambios radiologicos con variabilidad en la interpretacion entre los mismos
radiologos.”*"*? Si no se dispone radiografia de torax se puede clasificar el diagnéstico
de acuerdo a los hallazgos clinicos; dificultad respiratoria acompafiada de sibilancias
(bronquilitis) pueden encontrase en neumonia viral e infecciones Mycoplasma
pneumoniae; dificultad respiratoria y estertores crepitantes (neumonia)."'® Shetty-
Treynor v cols. observaron en su serie que el 59% tuvieron signos y sintomas
compatibles con bronquiolitis, el 23% con neumonia y croup en el 5% de los casos. "
La cuenta de leucocitos no es de gran ayuda para distinguir entre una etiologia
probablemente viral de una bacteriana. La neutrofilia esta presente hasta el 49% en
nifios con neumonia bacteriana v la linfocitosis en el 46.5% en nifios con neumonia
viral, pero las diferencias en los niveles sericos de proteina C reactiva (PCR) mayor de
80 mg/L v procalcitonina (PCT) mayor de 1.8 microgramos /L son marcadores utiles
para diferenciar entre etiologia bacteriana v viral teniendo mayor sensibilidad la

17,25.31,33,34 ;
L La presencia

procalcitonina para confirmar una probable neumonia bacteriana.
de taquipnea es considerada como un signos inicial de neumonia, segin la organizacion
mundial de la salud taquipnea puede ser definida como mas de 50 respiraciones por
minuto en nifios menores de | afio, mas de 40 respiraciones por minuto en nifios
mayores de un afio de edad. La presencia de tos y taquipnea asi como algunos sintomas
inespecificos como rechazo a la alimentacion y fiebre identifican hasta el 83% de los

casos de neumonia confirmados con estudios radiogralicos en nifios menores de 2 afios
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y en nifios mayores el diagnéstico de neumonia se realiza en la mayor parte de veces
con la documentacién clinica de fiebre, estertores y evidencia de consolidacion
pulmonar en la exploracién fisica.® Algunas series reportan que la duracion de la fiebre
es mas larga en nifios con neumonia por virus influenza A, por lo tanto la duracion de
la enfermedad es més prolongada y el tiempo de estancia hospitalaria es mas alargada
en comparacién con el VSR sin encontrar diferencias significativas.'” En el caso de
infecciones por metapneumovirus los datos clinicos que lo caracterizan incluyen; tos,
dolor de garganta y fiebre son los mas sintomas mas asociados, la presencia de
sibilancias, disnea, neumonitis, bronquitis, bronquiolitis, conjuntivitis y otitis media son
diagnosticados entre el 10 y 70%.”*Mandoh en su serie de 44 nifios en Arabia Saudita
en el cual el virus aislado con mayor frecuencia fue influenza A seguido del virus de
parainfluenza humano 1 y adenovirus. La bronquiolitis fue asociada con influenza,
requiriendo hospitalizacién en promedio de 5 dias. Los signos y sintomas mas
frecuentes en esta serie fueron tos, taquipnea, la presencia de sibilancias v fiebre en la

R e . . . 3
misma proporcion se presentan en los nifios con virus de parainfluenza humano.*

SUPERINFECCION POR AGENTES BACTERIANOS

El papel de las bacterias en muchos sindromes respiratorios agudos particularmente en
nifios y su interrelacion con los virus han llegados a ser confusos y controversiales. Los
sindromes de otitis media, sinusitis y neumonia son comunmente iniciados por una
infeccion viral pero puede ser complicada frecuentemente con superinfeccion o
coinfeccion bacteriana. Algunos estudios de otitis media aguda han indicado que el
fluido del oido medio contiene bacterias en cultivos en un 50-70% de los casos, en el
tiempo del diagnostico de pacientes con otitis media mas del 90% de los pacientes
tienen sintomas de infeccién de vias respiratorias probablemente inducidas por virus.
Aproximadamente entre el 40 y 50% de los pacientes con neumonia lienen virus

detectables en nasofaringe al mismo tiempo. En nifios con neumonia se han aislado por

6
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aspirado pulmonar a los virus alrededor del 23%, mientras que las bacterias se han

recuperado alrededor del 63% en nifios sin tratamiento previo. %"

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE NEUMONIA VIRAL

De todas las enfermedades infecciosas de las vias respiratorias en la edad pediatrica
la neumonia es una en las cuales el diagnostico microbioldgico es dificil de determinar.
Fue hasta los afios de 1960 y principios de 1970 cuando la mayoria de los virus que
causaban infecciones de vias respiratorias en la poblacion en general pudieron ser
identificados con la introduccion de nuevas técnicas de laboratorio, en los ultimos afios
las técnicas moleculares como la reaccion de polimerasa en cadena (PCR) han
incrementado las determinaciones virales en las neumonias.'"* Es estimado que
solamente una tercera parte de los casos de neumonia puede ser atribuida a una etiologia
especifica utilizando cultivos, deteccion de antigenos y pruebas serologicas disponibles
para los médicos." Es bien conocido el papel que juegan los virus en la etiologia de las
infecciones de las vias respiratorias, en la mayoria de los casos el aislamiento de estos
agentes de las vias respiratorias altas pueden ser correlacionadas con la afeccion de las
vias respiratorias bajas. Para la deteccion de los virus en muestras clinicas obtenidas del
tracto respiratorio el aspirado de las secreciones de nasofaringe es el mas eficiente. Los
métodos de laboratorio disponibles para el diagnéstico viral incluyen cultivos en tejidos
celulares (Standard y Shell vial) examen directo y serologico los cuales pueden incluir
examenes de anticuerpos inmunofluorescentes directos e indirectos (IFA/DFA)
inmunoanalisis con enzima (EIA) y amplificacion de acidos nucleicos (PCR), el cultivo
es considerado el “Standard de oro™, la sensibilidad de estas pruebas varia desde el 40 al

100% dependiendo de la toma adecuada de la muestra. Con la reciente utilizacion de
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anticuerpos monoclonales para la deteccion de varios virus respiratorios hay muchas
ventajas, como la amplia disponibilidad y un incremento muy claro en la sensibilidad y
la pronta disponibilidad de los resultados en 24 a 48 horas. ™" El cultivo tiene mayor
sensibilidad que las pruebas rapidas de deteccion de antigenos, Matthew y cols
encontraron en su estudio solo el 6% de cultivos positivos para virus. >'*'"'* En
neumonias bacterianas los cultivos podrian evidenciar solamente del 10 al 15% de los
patogenos en nifios hospitalizados. Ruuskanen y Mertsola encontraron que el
diagnéstico microbiologico de neumonia podria ser identificado del 20 al 60% de los
casos dependiendo de las pruebas de laboratorio realizadas. El diagnostico con pruebas
no invasivas son usadas en el intento de determinar la causa logica de neumonia, el
moco nasofaringeo es utilizado para la deteccion de antigenos y cultivos para identificar
patogenos viral del tracto respiratorio. La presencia de virus del tracto respiratorio
superior no necesariamente implica que es la causa de neumonia. En los pacientes muy
enfermos la broncoscopia es utilizada para observacion directa de las vias respiratorias
inferiores asi como para toma de material (lavado bronquiolaveolar) para tinciones y
cultivos. La aspiracion transtraqueal y la puncion pulmonar transtoracica son realizadas
con muy poca frecuencia en los nifios." La técnica de inmunoanalisis con enzima (EIA)
para VSR tiene niveles aceptables de sensibilidad y especificidad para el diagnostico de
infecciones de vias respiratorias bajas, los resultados con frecuencia estan disponibles
en pocas horas. Penny-Gordon v Cols. observaron en 160 nifios que el 58% fueron
positivos para VSR por la técnica de VSR EIA. a los negativos se les realizo panel viral
respiratorio encontrando 14 estudios positivos; 28.5% para VSR, 57.1% para influenza
tipo A, 7.1% para adenovirus y parainfluenza tipo 3. Entre los estudios para el
diagnéstico de infeccion por el virus de influenza actualmente disponibles son la
deteccion de antigenos virales directos e indirectos realizados en aspirado de
secreciones de nasofaringe u otras muestras respiratorias leniendo resultado en 2 a 4

horas v los examenes de diagnostico rapido como el inmunoensayo que detecta

T u.w
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anticuerpos unidos a la nucleoproteina viral y la deteccion de neuraminidasa viral que
tarda menos de 30 minutos en tener el resultado y pueden estar disponibles en los
hospitales de atencion pediatrica**® Las pruebas serolégicas usualmente no son de
utilidad en el diagnostico agudo, del 10 al 30% de los con infecciones respiratorias
virales documentadas se han encontrado que las pruebas serologicas negativas. En la
actualidad estas pruebas seroldgicas son de utilidad para el desarrollo de nuevos
métodos diagnosticos en el cual puede ser determinada el numero de infecciones
incluyendo infecciones subclinicas asi como la respuesta a algunas drogas antivirales y
vacunas. En infecciones respiratorias la EIA para anticuerpos IgG especificos en
muestras séricas pareadas, es el método serologico mas sensible y es superior al examen
de fijacion de complemento, sin embargo todos los examenes serologicos dependen de
la calidad de los antigenos usados.*'' Actualmente se han desarrollado nuevas técnicas
moleculares para el diagndstico de infecciones virales con una sensibilidad y
especificidad cerca del 100% utilizando PCR como métodos primarios de amplificacion
de DNA, sin embargo atn no hay Kits disponibles para el diagnostico.'' Shetty-Treynor
y cols. encontraron de hisopado nasofaringeo de nifios hospitalizados con sintomas
respiratorios utilizando técnicas de DFA y cultivos convencionales o ambos a VSR
(49%), influenza A (14%) influenza B (1%), parainfluenza (15%), adenovirus (4%),
rinovirus (8%), enterovirus (4%), citomegalovirus (5%) vy virus herpes simple (<1%).
Mostrando una sensibilidad, especificidad, Valor predictivo positivo y Valor predictivo
negativo del 84, 99.96 y 96% respectivamente.'” El desarrollo de nuevas técnicas
moleculares rapidas como la amplificacion de genes (ej. PCR) se han desarrollado para
la deteccion de pequefios numeros de genomas virales en muestras clinicas. Varios
grupos han incluido trascripcion reversa (RT)-PCR para deteccion de genomas de
VSR, influenza vy virus parainfluenza humano, sin embargo estas técnicas detectan
genomas virales individualmente y no son cuantitativas, Jian Fan y cols. Desarrollaron

una técnica cuantitativa multiple con una técnica de Hibridacion con enzima RT-PCR
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(Hexaplex) para deteccion rapida simultanea identificacion y cuantificacion de RNA de
VSR A y B, influenza A y B y virus de parainfluenza humano 1 2 y 3 en una sola
muestra clinica, estudiaron muestras de secrecion nasal de nifios con signos y sintomas
de infecciones de vias respiratorias bajas durante los meses de otofio e invierno del
1991 a 1996 en el cual encontraron de 109 muestras clinicas 29 virus positivos por
cultivo y los mismos positivos por Hexaplex. Las muestras de 40 nifios sintomaticos
fueron negativos en cultivos para virus y 8 de estos fueron positivos por Hexaplex, este
estudio sugiere que esta técnica propuesta es mas sensible hasta 100% y especifica

98% comparada con los cultivos virales.*’

COMPLICACIONES DE LAS NEUMONIAS VIRALES

La bronquiolitis y la neumonia por VSR en nifios generalmente se autolimita por si
misma, en algunos nifios gravemente enfermos pueden requerir hospitalizacion y
presentar complicaciones significantes hasta en el 24-30% de los nifios hospitalizados.
Las complicaciones se presentan principalmente en nifios que tienen antecedentes de
anormalidades congénitas y prematuros. Las infecciones respiratorias son las
complicaciones mas frecuentes incluyendo insuficiencia respiratoria, episodios de
apneas, infiltrados y atelectasias. Las Infecciones son la segunda causa de
complicaciones en nifios con neumonia viral, encontrandose con mayor frecuencia
otitis media, neumonia bacteriana y sepsis o bacteriemia. Otras complicaciones son
alteraciones cardiovasculares y desequilibrio hidro-electrolitico. En los nifios con
neumonia por virus influenza las complicaciones incluyen alteraciones
gastrointestinales, crisis convulsivas febriles, encefalitis aguda v fiebre sin sintomas
respiratorios, los pacientes con enfermedad cronica subyacente son hospitalizados con
mayor frecuencia, principalmente en los nifios menores de 2 afos de edad

incrementando en los meses de otofio e invierno en los cuales hay mayor circulacion de

10
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este virus. 41,42,43,44

El VSR es el responsable de una gran proporcion de nifios con alta
morbilidad y mortalidad en el mundo entero principalmente en los que hay antecedente
de prematurez menor a 32 semanas de gestacion, incrementando el riesgo de
complicaciones en los meses de mayor circulacion de este virus en el invierno sobre
todo en los nifios menores de 6 meses y que estan expuestos al humo de tabaco y

portadores enfermedad pulmonar crénica o displasia bronco pulmonar. **
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Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Cual es la participacion de los virus en la etiologia de las neumonias en nifios

hospitalizados en un hospital de tercer nivel.

1. JUSTIFICACION

Las infecciones de vias respiratorias bajas (neumonias) contintian siendo la primera
causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios. asi como la principal
causa de uso inadecuado de antibidticos dentro v fuera de los hospitales. En México hay
pocos estudios que muestren la prevalencia de neumonias de etiologia viral en la
poblacién pediatrica especialmente en los pacientes inmunocoprometidos. Por lo tanto
consideramos que es importante definir la situacion actual en nuestro pais va que es de

gran utilidad para organizar y racionalizar los recursos de salud en nuestro pais.



Etiologia de la neumonia viral

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Determinar la participacion de los virus como agentes etiologicos de las neumonias

en una poblacion de nifios hospitalizados.

OBIJETIVOS PARTICULARES:
*Identificar los virus mas frecuentes en nifios hospitalizados con neumonia en un
hospital de tercer nivel

*Determinar la presencia de signos y sintomas predictivos de etiologia viral o bacteriana

*Evaluar la etiologia viral en un grupo de nifios con inmunocopromiso.
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V. MATERIAL Y METODOS

A) DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional, (retrospectivo) transversal y analitico

B) POBLACION DE ESTUDIO
Pacientes hospitalizados en el Hospital Infantil de México con diagnostico clinico de

neumonia durante el periodo comprendido de Enero del 2003 a Abril del 2005.

C) CRITERIOS DE INCLUSION

e Niflos con diagndstico clinico de neumonia
¢ Edad mayor de 1 mes y menor 18 afios

* Expediente clinico completo

 Que cuenten con estudios para identificacion de agentes virales

D) CRITERIOS DE EXLUSION
e Niflos menores de 1 mes y mavores de 18 afios
 Que no cuenten con estudios para identificacion de agentes virales

 Sin expediente clinico completo
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E) DESCRIPCION DE VARIABLES

En cada paciente se tomaran con base a criterios establecidos.

* Datos socioecondmicos

® Condicion nutricional

* Signos y sintomas respiratorios (fiebre, tos, sibilancias, rinorrea, dificultad
respiratoria, estertores, taquipnea)

» Hallazgos radiologicos

¢ Biometria hematica

F) DEFINICION DE NEUMONIA

* Sedefine con la presencia o combinacién de algunos de los siguientes datos:

1. Sintomas respiratorios: Fiebre, Tos, rinorrea, estridor y dificultad respiratoria.

2. Anormalidades en el examen fisico: Dificultad respiratoria, sibilancias, taquipnea y
estertores crepitantes.
3. Anormalidades en la radiografia de torax: Atrapamiento de aire, infiltrados

intersticial, consolidacion, neumatoceles, derrame pleural

*Neumonia probablemente bacteriana: Presencia de fiebre, estertores alveolares y
evidencia de consolidacion pulmonar en la exploracion fisica o radiologica, v una
cuenta leucocitaria en sangre periférica mayor del percentil 75 o menor de 4500/mm’,

con predominio de neutrofilos en la cuenta diferencial.

Neumonia Probablemente viral: La presencia o no de fiebre, sibilancias, esteriores

bronquioalveolares a la exploracion fisica, con cuenta leucocitaria  menor de
i — = - . . ) . A

10000/mm” con predominio de linfocitos en la cuenta diferencial mas infiltrado intersticial

bronquioalveolar bilateral o peribronquial en la radiografia de torax.
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G) DETERMINACION DE LOS AGENTES VIRALES

Toma de Muestra
Se toma la muestra introduciendo un hisopo en cada narina y hasta la nasofaringe, una

vez en ella girar el hisopo para tratar de obtener la mayor cantidad de células de las

mucosas, extraer el hisopo y colocarlo en un medio de transporte para virus (marca
DIFCO Cat. 252171). Los dos hisopos se colocan en un solo tubo.

Procedimiento

6.

En una campana de flujo laminar destapar el tubo con medio de transporte viral
y enjuagar perfectamente los hisopos para extraer la mayor cantidad de muestra
posible (ambos hisopos).

Con una pipeta pasteur v con ayuda de un bulbo tratar de disgregar el posible
moco contenido en la muestra, subiendo y sacando el liquido. Centrifugar los
tubos con la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Extraer el sobrenadante con una jeringa de 10 ml estéril, agregar 2 ml
amortiguador de salino de fosfatos (PBS) y disgregar la muestra con una pipeta
pasteur y un bulbo subiendo y sacando la muestra. Centrifugar a 3000 rpm
durante 10 minutos a 4°C.

Unicamente se recolectara el medio de transporte y el PBS de las primeras dos
lavadas, identificando correctamente la jeringa y congelar a -70° C hasta su uso
en el caso de obtener un resultado positivo.

El botén de células se reconstituye con 250 ul de PBS, homogeneizar
correctamente y en 2 portaobjetos con teflon de 10 pozos agregar 10 ul de
suspension celular en cada pozo. Los portaobjetos se colocan dentro de la
campana de flujo laminar v se dejan secar la suspension.

Fijar las células en acetona fria durante 10 minutos, enjuagar en agua destilada

introduciendo v sacando las laminillas. Dejar secar.

16
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16.

Teifiir con los anticuerpos correspondientes. Colocando siempre en los pozos 1-2
el anticuerpo de bisqueda (screening), en el 3 el control negativo, 4 adenovirus,
5 VSR, 6 parainfluenza 1, 7 parainfluenza 2, 8 parainfluenza 3, 9 influenza A y
10 Influenza B. Incubar por 30 minutos en camara himeday a 37° C.

Lavar con PBS durante 5 minutos, enjuagar con agua destilada y dejar secar.
Agregar el anti-anticuerpo marcado con fluoresceina e incubar por 30 minutos
en camara himeda ya 37° C.

Lavar con PBS durante 5 minutos, enjuagar con agua destilada y dejar secar en
la oscuridad.

Agregar una solucion de yoduro de propidio para contrastar durante dos minutos
a cada pozo, enjuagar con PBS y dejar secar.

Agregar solucion de montaje, colocar un cubreobjetos que cubra la totalidad de
los pozos.

Para la lectura encender la fuente del microscopio 15 minutos antes de iniciar.
Observar cada una de las muestras y los controles positivo y negativo con el
objetivo de 40X.

El control positivo debe presentar células con fluorescencia de color verde
manzana, ya sea nuclear v/o citoplasmica, la cual contrasta con un fondo de
color rojo de células no infectadas(contraste con azul de Evans).

El control negativo presentara células de color rojo, no debera presentar
fluorescencia de color verde como en el control positivo.

En los pozos con las muestras problema, las células infectadas presentaran
fluorescencia de color verde manzana, ya sea nuclear y/o citoplasmica, las

células no infectadas se observaran de color rojo.

Virus influenza VSR
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H) MANEJO ESTADISTICO

Primera fase: Se estratificaron los pacientes segin el diagnostico de neumonia Viral vs

Bacteriana

Segunda fase: Se estratificaron los pacientes en tres grupos a) previamente sanos,

b) inmunocoprometidos v c) enfermedades cronicas.

I) ANALISIS ESTADISTICO

e Las variables categoricas se analizaran con la Chi cuadrada, donde P < 0.05 es

considerado significativo

* Las variables continuas seran comparadas con la r- Studen's
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VI. RESULTADOS

De 500 pacientes hospitalizados por neumonia en el periodo de Enero del 2003 a
Abril del 2005 a 412 (82%) se les realizo escrutinio para identificar agentes virales. De
este grupo, 48 fueron excluidos por no contar con expediente completo; los 366
pacientes restantes integran la presente serie.

Se clasificaron los pacientes en tres grupos distribuidos de la siguiente forma: 125
pacientes (34%) correspondieron al grupo I o previamente sanos, 111 pacientes (30%)
con alguna causa de inmunodeficiencia primaria o secundaria subyacente formaron el
grupo I, de los cuales los pacientes con leucemia y otros canceres constituyeron el
71% (tabla 1). El tercer grupo lo formaron pacientes con enfermedades cronicas y
comprendié 130 pacientes (36%) siendo las cardiopatias y las enfermedades
neuroldgicas las enfermedades subyacentes en el 73% del grupo (tabla 2).

La edad media de la poblacién de estudio fue de 3+3 .4 afios, De los 366 pacientes, en
168 (46%) la neumonia se considerd probablemente viral v 198 (54%) la neumonia se
consider6 probablemente bacteriana. La neumonia probablemente viral fue mas
frecuente en menores de 5 afios constituyendo los menores de un afio el grupo mas
afectado (59%), seguido por el grupo de 1-4 anos. Entre los pacientes con neumonia
probablemente bacteriana, el grupo predominante fue de 1 a 4 afios el cual representd el
68%, seguido por los nifios menores de 1 afio. En los nifios menores de 1 afio, la
frecuencia de neumonia probablemente viral fue significativamente mayor que la
neumonia probablemente bacteriana (p<0.001); en cambio en el grupo de 1-4 afios,
predomind la neumonia bacteriana (p=0.004).

Con respecto al género la proporcion fue similar entre ambos sexos (52% del sexo
masculino v 48% del sexo femenino). En cuanto a los signos y sintomas la presencia de
fiebre y una temperatura mayor de 39°C fue significativamente mas frecuente en los

casos de neumonia probablemente bacteriana (p < 0.001 y <0.008, respectivamente); en

ESTA TESIS NO SALF
OE LA BIBLIOTECA
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cambio, la presencia de rinorrea y sibilancias se observé mas frecuentemente a los casos
de neumonia probablemente viral (p<0.001). La frecuencia de tos, taquipnea y
dificultad respiratoria no tuvieron diferencia significativa. Similarmente, la frecuencia
respiratoria, el estado nutricional y el tiempo de estancia hospitalaria tampoco fueron
diferentes entre ambos grupos.

La cuenta leucocitaria fue significativamente mayor en la neumonia probablemente
bacteriana con una media de 15630 +9220/mm® vs 9036 +4175/mm° de los casos de
neumonia probablemente viral (p< 0.001). La presencia de una cuenta leucocitaria
menor de 10000/mm’ fue mas frecuente en aquellos con sospecha de neumonia viral (p
<0.001) vy una cuenta mayor de 15000/mm’ se observo con mayor frecuencia en
aquellos con sospecha de neumonia bacteriana (p<0.001). Los pacientes con neumonia
probablemente viral presentaron una media de linfocitos en la formula leucocitaria
significativamente mayor que los casos bacterianos (46+22%, p=0.001); en tanto que en
los nifios con neumonia probablemente bacteriana se observo un predomino de
neutrofilos (p=0.001). No hubo ninguna diferencia en la cuenta de plaquetas grupos.

En lo que respecta a la radiografia de térax; una imagen radiografica normal o con
infiltrado intersticial se encontré en mavor frecuencia en los nifios con sospecha de
neumonia probablemente viral (p=0.001 y <0.001 respectivamente), en tanto que la
consolidacion vy la presencia de complicaciones predominaron en los casos de
neumonia probablemente bacteriana (p <0.001).

Una etiologia viral se determino en el 17% de los pacientes con neumonia. La
deteccion de un agente viral fue mas frecuente en los casos de neumonia probablemente
viral, siendo esta figura del 29%, significativamente mayor a lo observado en las
neumonias probablemente bacterianas, en los que un agente viral se detectd en el 7% de
los casos (<0.001). El VSR se identificé en el 12% de todos los casos de neumonia en la
presente serie, y constituyé 67% de todos los virus encontrados, seguido por

parainfluenza que se identifico  en el 2.4% de todas las neumonias, representando el
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14% de los virus determinados; otros virus menos frecuentemente detectados fueron

adenovirus y los virus de influenza A y B (tabla 3).

Andlisis de los casos de Neumonia probablemente viral segiin los grupos de
estudio.

Posteriormente se analizd solo las neumonias clasificadas como probablemente viral
en los tres grupos; encontrando que los nifios menores de 1 afo representd el grupo
mayoritario en los pacientes previamente sanos; la media de edad en este grupo fue de
0.6 +0.8 afios, significativamente menor que la media de edad de los casos de neumonia
probablemente viral en el grupo de pacientes inmunocomprometidos (5.5 +5.6 afios, p
<0.001), y del grupo de pacientes con enfermedades cronicas (1.5+ 2.7 afios, p=0.007)
(tabla 4). No hubo diferencia en cuanto al sexo entre los tres grupos, siendo la
distribucion de los mismos similar.

Con respecto al estado nutricional, la mavoria de los nifios previamente sanos (85%)
se hallaban eutroficos al momento del ingreso; en cambio el 58% de los
inmunocomprometidos v el 53% de los pacientes con enfermedad cronica presentaron
desnutricion de grado I o mas (p<0.001).

En los referente a los signos y sintomas, se observo que los nifios con
inmunocompromiso y enfermedad cronica presentaron fiebre al ingreso en mayor
proporcion (p=0.03) que los nifios sanos; sin embargo, la proporcion de nifios con fiebre
mayor de 39°C en los tres grupos fue similar, La frecuencia de tos, taquipnea y
dificultad respiratoria asi la presencia de rinorrea y sibilancias fueron semejantes en los
tres grupos. No se observo diferencia significativa en los dias de estancia hospitalaria
entre los grupos.

Laboratorialmente, aunque las medias de cuenta de leucocitos sanguineos fue

ligeramente mayor en los pacientes del grupo [ (9914+381 2/mm’ vs 8777+4652/mm’ vs
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8414+4603/mm’, grupos I, 1 y III respectivamente) (p=0.04 al comparar el grupo I y
II), el 20% de los pacientes del grupo II ingresé con una cuenta de leucocitos
<5000/mm?’, lo cual se observé en solo el 5% y 9% de los casos en los grupos I'y III,
respectivamente (p=0.026). En los referente a la férmula diferencial se observé una
tendencia a un menor porcentaje de neutréfilos en el grupo II (p=0.03), en tanto que el
porcentaje de linfocitos fue similar en los tres grupos. Tampoco hubo diferencias
significativas en el nimero total de plaquetas entre los grupos.

En la radiografia de torax, los pacientes con inmunodeficiencia tuvieron una mayor
proporcion de imagen radiografica normal (p=0.003), predominado la imagen de
infiltrado intersticial en los nifios previamente sanos (p=0.010).

La deteccion de una etiologia viral se obtuvo en el 41%, 40% y 34% de los casos del
grupo I, II, y III respectivamente tabla 7). El VSR fue el agente viral mas
frecuentemente identificado, encontrandose en 18 pacientes (33%) del grupo I, en 12
pacientes (24%) del grupo I y en 14 pacientes (22%) del grupo III. Los virus de
parainfluenza, adenovirus e influenza A y B fueron los que siguieron en frecuencia;
adenovirus represento el 14% de los virus identificados en los grupos I1 y III, vs el 0%

de los identificados en el grupo de nifios sanos (p=0.08) (tabla 7).

2
b2
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VIIL. DISCUSION

Las neumonias continiian siendo una de las primeras causas de hospitalizacion en los
pacientes pediatricos. Los agentes virales ocupan una causa importante en la etiologia
de las neumonias ocupando en nuestro estudio el 17% de todos los casos, cifra menor a
lo descrito por otros autores."* En nuestro poblacién de estudio la etiologia viral se
encontré en el 29% de los casos en los cuales la neumonia se habia clasificado como
probablemente viral con los datos clinicos y radiolégicos presentes; sin embargo en el
7% de los pacientes en los que se realizo diagnostico de neumonia probablemente
bacteriana también se identifico un agente viral.

En nuestra poblacion de estudio, el virus sincicial respiratorio (VSR) represento la
primera causa etiologica de neumonias virales, encontrandose en el 12% de todas las
neumonias, y constituy6 el 67% de todos los virus aislados, frecuencia similar a lo
reportado en ofras series con anterioridad. """’

Los virus parainfluenza y adenovirus le siguieron en orden de frecuencia al VSR
como causa de etiolégica de las neumonias virales, diferente a lo reportado
anteriormente por Noyola y cols en su estudio realizado en la ciudad de San Luis Potosi
en el que encontraron que los virus influenza v parainfluenza fueron la segunda causa de
neumonia por virus."’

Al estudiar separadamente los casos de neumonia con probable etiologia viral; los
nifios menores de 5 afios fueron el grupo predominantemente afectado, especialmente
los menores de | afio de edad.

No hubo predominio de sexo, los hombres y las mujeres tienen el mismo riesgo de
presentar neumonia viral.

Clasicamente datos clinicos como rinorrea, sibilancias son los mas [recuentemente
asociados en las neumonias virales acompafiados de otros signos v sintomas menos

1,18,19,30

especificos como tos, fiebre. taquipneay dificultad respiratoria. Nuestra serie
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confirma lo anterior encontrando que la rinorrea y las sibilancias fueron los datos
clinicos significativamente asociados a etiologia viral en las neumonias.

La cuenta de leucocitos en sangre periférica no suelen estar aumentados en la
neumonia viral, sin embargo los pacientes con alguna inmunodeficiencia subyacente
pueden tener cifras menores a 5000mm° probablemente secundario a su enfermedad y
no por efecto directo de los virus involucrados; por otro lado una cuenta leucocitaria
mayor de 10000mm’ se observa con mayor frecuencia en los pacientes con neumonia
bacteriana. Un porcentaje mayor de linfocitos se observa en la neumonia viral y la
neutrofilia es sugerente de una neumonia bacteriana; nosotros obtuvimos resultados
similares en nuestra poblacion de estudio.'™*

La radiografia de térax es de utilidad para confirmar el diagnéstico de neumoniay de
acuerdo al tipo de infiltrado encontrado se puede predecir una probable etiologia; asi en
los casos de una etiologia viral se encuentra con mayor frecuencia un infiltrado
intersticial e inclusive una radiografia de térax normal y la presencia de una zona de
consolidaciéon o neumonia complicada se observa claramente asociada a una etiologia
bacteriana; nosotros encontramos datos similares en nuestra serie.""'®

En nuestros casos los niflos con inmunocompromiso, la presentacion de neumonia
viral ocup6 un lugar importante en los mayvores de 5 aflos; en este grupo de pacientes el
VSR (60%) constituyé el principal agente etiologico viral, a pesar de la mayor edad de
los mismos, seguido por el adenovirus y los virus de parainiluenza; en lo referente al
adenovirus este no se identificé en el grupo de pacientes previamente sanos v en los
casos con inmunocompromiso representd el 15 % de los virus aislados en este grupo,
datos semejantes reportados en otras series **?7

Los métodos de deteccion de antigenos virales en aspirado de orofaringe son de gran
utilidad para confirmar el diagnostico de neumonia viral, nosotros encontramos una
determinacion viral en el 17% de los casos. Estos métodos pueden estar disponibles en

los hospitales de atencion pediatrica de nuestro pais, con la ventaja de que podemos
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disponer de los resultados en 24 a 48 horas con una sensibilidad y especificidad mayor
al 80%, aunque el cultivo sigue siendo el “Estandar de oro™ para el diagnostico, con la
clara ventaja de disponer de los resultados en 24 a 48 horas posterior la ingreso del

paciente y evitar el uso irracional de antibidticos, >0 11413
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VIII. ANEXOS

Tabla 1. Distribucién del grupo de Inmunocomprometidos

ENFERMEDAD PACIENTES
Leucemia 51
Otros canceres 28
VIH 12
Trasplante organo sélido 5
LES 5
Otras inmunodeficiencias 10

Tabla 2. Distribucién de grupo de Enfermedades Cronicas

ENFERMEDAD PACIENTES
Cardiopatias 65
E. Neurologicas 30
Hepatopatias 18
Neumopatia cronica 10
Otras 7




Tabla 3. Caracteristicas clinicas, laboratoriales y radiolégicas de la neumonia viral vs

neumonia bacteriana

Caracteristicas Probable Viral Probable Bacteriana o]
n=168 (%) n=198 (%)
Edad/afios
<1 99(59) 81(41) 0.001
la4 35(21) 68(34) 0.004
529 9(5) 19(10) 0.128
10al4 11(7) 18(9) 0.369
>15 14(8) 12(6) 0.399
Sexo
Masculino 89(53) 99(50) 0.570
Femenino 79(47) 99(50) 0.570
Nutricion
SD 97(58) 102(51) 0.234
I GRADO 19(11) 28(17) 0.420
I GRADO 29(17) 30(15) 0.584
11l GRADO 23(14) 38(19) 0.159
Signos y Sintomas
Tos 136(81) 145(73) 0.081
Fiebre 117(70) 169(85) <0.001
Fiebre > 39°C 52((31) 88(44) 0.008
Rinorrea 96(57) 61(31) 0.001
Sibilancias 78(46) 36(18) 0.001
Taquipnea 160(95) 187(94) 0.733
D. Respiratoria 127(76) 125(63) 0.103
Leucocitos/mm’
< 5000 19(11) 26(13) 0.597
5000 a 9000 80(48) 28(14) <0.001
10000 a 14000 54(32) 32(16) <0.001
>15 000 15(9) 112(56) <0.001
Imagen radiologica.
Normal 17(10) 4(2) 0.001
Consolidacion 0(0) 72(36) <0.001
I. Parahiliar 47(28) 53(27) 0.796
Intersticial 104(62) 31(16) <0.001
Complicada 0(0) 38(19) <(0.001
Determinacion viral
Grupo | 19(11) 3(1.5) <(.001
Grupo Il 17(10) 3(1.5) <0.001
Grupo II1 14(8) 8(4) 0.138

Total 5029) 14(7) <0.001




Tabla 4. Diferencias Clinicas y laboratoriales de los nifios con

neumonia viral vs. bacteriana

Caracteristica Pble. Viral n=168  Pble. Bacteriana n=198
Media DS Media DS P

Edad/afios 25 3.0 3.6 4.5 0.403
Dias hospital 19.2 387 272 43.6 0.335
Frec. Resp/min 44.6 125 432 12.1 0.080
Leucocitos/mm’ 9036 4175 15630 9220 0.001
Neutrofilos % 45 22 64 20 0.001
Linfocitos % 46 22 24 14 0.001
Plaquetas/10*/ mm’ 327 192 278 162 0.090




Tabla 5. Caracteristicas, clinicas, laboratoriales y radioldgicas de las neumonias

probablemente viral en nifios

Caracteristicas Grupo I Grupo 11 Grupo III Ivsll TvsIII  IvslIIl
n=54(%) n=50(%) n=64(%) P p p
Edad/afios
<l 48(89) 14(28) 37(58) <0.001  <0.001 0.001
lad 6(11) 7(14) 22(34) 0.656 0.003 0.013
5a9 0(0) 7(14) 2(3) 0.004 0.190 0.330
10a14 0(0) 10(20) 1(2) 0.001 0.356 0.001
=15 0(0) 12(24) 2(3) <0.001 0.190 0.001
Sexo
Masculino 28(52) 26(52) 35(55) 0.988 0.758 0.775
Femenino 26(48) 24(48) 29(45) 0.988 0.758 0.775
Nutricion
Normal 46(85) 21(42) 30(47) <0.001  <0.001 0.603
I grado 3(5) 8(16) 8(12) 0.084 0.196 0.593
II grado 1(2) 14(28) 14(22) <0.001 0.001 0451
111 grado 4(7) 7(14) 12(19) 0.275 0.073 0.499
Leucocitos/mm®
<5000 3(5) 10(20) 6(9) 0.026 0.436 0.105
5000 a 9000 22(40) 24(48) 34(53) 0.456 0.180 0.587
10000 a 14000 25(46) 11(22) 18(29) 0.009 0.041 0.456
> 15000 4(8) 5(10) 6(9) 0.038 0.702 0911
Signos y sintomas
Tos 46(85) 41(82) 49(76) 0.605 0.239 0.480
Fiebre 34(63) 39(78) 44(69) 0.031 0.508 0.271
Temp > 39°C 18(33) 17(34) 17(26) 0.102 0.422 0.389
Rinorrea 32(59) 32(64) 32(50) 0.093 0.690 0.830
Sibilancias 26(48) 21(42) 31(48) 0.880 0.950 0.520
Taquipnea 50(92) 49(98) 61(95) 0.234 0533 0439
Dif. Respiratoria 46(85) 31(62) 50(78) 0.108 0.327 0.060
Imagen radiografica
Normal 1(2) 10(20) 6(9) 0.003 0.085 0.105
Consolidacion 0(0) 0(0) 0(0) - - =
1. Parahiliar 12(22) 11(22) 24(37) 0.978 0.073 0.075
Intersticial 41(76) 29(58) 34(53) - 0.010 0.603
Complicada 0(0) 0(0) 0(0) 0.052 - -
Determinacion viral 19(35) 17(34) 14(22) 0.960 0310 0.470




Tabla 6. Diferencias clinicas y de laboratorio en los grupos con

neumonia probablemente viral

Caracteristica Grupo [ n=54 Grupo 11 n=50 Grupo Il n=64 Ivsll IvsIl  IIwvsIII
Media DS Media DS Media Ds P P P
Edad/afios 0.63 0.77 5.5 5.6 1.5 2.7 <0.001 0.007 <0.001
Dias hospital 14.9 21 249 74 17.9 21 0.897 0.444 0.348
Frec. Resp./min 52.8 13.5 39 12.2 42 11.9 0.100 0.105 0.192
Leucocitos/mm’ 9914 3812 8777 4652 8418 4603 0.046 0.076 0.547
Neutrofilos % 44 18 43 25 47 23 0.033 0.092 0.049
Linfocitos % 47 18 49 25 43 23 0.060 0.085 0.063
Plaqu{:l.a.s!ll)"’fmm" 334 130 401 124 246 119 NS NS 0.192

Tabla 7. Determinacion de virus en los tres grupos de pacientes

Virus Grupo 1 Grupo II | Grupo 111 Total
VSR 18 12 14 44
Adenovirus 0 3 3 6
Influenza Ay B 2 2 1 5
Parainfluenza 1,2,3 2 3 4 9
64 |




Grafica 1. Distribucion de los grupos
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Grafica 4. Derminacion Viral en los 3 grupos
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Grafica 5. Edad en neumonias probablemente viral
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