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GLOSARIO

DEFINICIONES

. NEUMONIA: La neumonia es la infeccién del parénquima pulmonar

producida por un agente infeccioso. La puerta de entrada del agente
infeccioso suele ser la via aérea.

2. BRONQUIOLITIS: La bronquiolitis que es una enfermedad inflamatoria de la
via aérea periférica, afecta al bronquiolo terminal y respiratorio; entidad que
por lo general se encuentra presente en una amplia gama de entidades de
causa conocida, asi como desconocida

3. METPNEUMOVIRUS: Se trata de un virus, de la familia paramoxiviridae y se
caracteriza por su genoma 3’- N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'. Se ha aislado
generalmente en muestras de las vias respiratorias.

4. PROTEINA C REACTIVA: técnica de biologia molecular mediante la cual un
pequeno fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) se clona o duplica
varias veces para obtener copias multiples.

5. INMUNOELECTROFLORESIS: Es una prueba que detecta la presencia o
ausencia de inmunoglobulinas en la sangre y evalla su caracter cualitativo
(monoclonal contra policlonal).

6. PREVALENCIA: es el numero total de los individuos que presentan un
atributo o enfermedad en un momento o durante un periodo dividido por la
poblacion en riesgo de tener el atributo o la enfermedad en ese punto en el
tiempo o en la mitad del periodo.

ABREVIATURAS

1. MPVH: Metapneumovirus

2. PCR: prueba de cadena de reaccion de polimerasa.

3. IRA: infeccién de vias aéreas altas

4. VSR: virus sincitial respiratorio

5. ECP: efecto citopatico

6. EtOH: etanol

7. ADN: acido desoxirribonucleico.

8. ARN: &cido ribonucleico

9. TMP-SMX: trimetroprim con sulfametoxazol.
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RESUMEN

Sobre la base de publicaciones acerca de la circulacibn de un nuevo virus
respiratorio, metapneumovirus humano (MPVH), se decidi6 investigar su presencia
en muestras respiratorias de nifos ingresados en el Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzélez.

Objetivo: Determinar la prevalencia de metapneumovirus en nifios menores de 5
anos de edad con neumonia de la comunidad o bronquiolitis.

Material y métodos: Se obtuvo una muestra de 65 pacientes, durante 2 periodos,
del 1 de enero al 30 de septiembre del 2006, y del 1 de mayo del 2007 al 30 de junio
del 2008. Se tom6 muestra nasal y/o faringea, realizandose prueba de cadena de
reaccién de polimerasa (PCR), inumoelectroforesis y cultivo del virus.

Resultados: La prevalencia de metapneumovirus fue del 6.1%. Se encontr6 que el
cuadro clinico es variable, predominando en pacientes con muestra positiva para
metapneumovirus la presencia de tos en el 50% de los casos y rinorrea hialina en el
75%. Todos los pacientes con resultado positivo fueron alimentados al seno
materno. El 50% de los pacientes recibié tratamiento antimicrobiano previo a su
ingreso.

Discusion: La prevalencia del metapneumovirus varia de acuerdo a la situacion
demografica, desde el 5 al 20%; por lo cual podemos decir que nuestra muestra
coincide con la bibliografia internacional. El cuadro clinico es similar al que podemos
encontrar en otros virus, variando su severidad. Se continua utilizando
antimicrobianos injustificadamente en pacientes con infecciones virales. La
alimentacion al seno materno parece no haber influido como factor protector contra
invasion de este patégeno.

Conclusiones: El metapneumovirus forma parte la etiologia de neumonia en nifios,
con prevalencia similar a nivel internacional. El diagnoéstico mediante pruebas de
laboratorio es util ya que clinicamente puede ser indistinguible de otras entidades
virales, logrando asociar al metapneumovirus a infecciones de vias aéreas que
pueden ser graves y que aparentemente van en incremento y sera motivo de estudio
para terapéuticas preventivas.



ABSTRACT

On the basis of publications about the movement of a new respiratory virus, human
metapneumovirus (MPVH), it was decided to investigate its presence in respiratory
samples of children admitted to the General Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez. In
Mexico there are no statistics on the frequency of metapneumovirus.

Objective: To determine the prevalence of metapneumovirus in children under 5
years of age with pneumonia or bronchiolitis.

Materials and methods: We obtained a sample of 65 patients, for two periods, from
January 1 to September 30th, 2006 and from May 1st, 2007 to June 30th, 2008. Was
conducted sampling and nasal pharyngeal testing of polymerase chain reaction
(PCR), immunoelectrophoresis and cultivation of the virus.

Results: The prevalence of metapneumovirus was found 6.1%. The present study
found that the clinical picture is variable, with a predominance for patients with
positive sample for the presence of metapneumovirus cough in 50% of cases and
rhinorrhea hialina at 75%. All patients with positive results were breast fed. 50% of
patients received antibiotic treatment prior to their income.

Discussion: metapneumovirus prevalence varies according to the demographic
situation, from 5 to 20%, we can say that coincides with the international literature.
The clinical manifestations presented in our patients are very similar than we find in
other viruses, varying severity. Use of antimicrobials are unjustifiably in patients with
viral infections. Breast feeding does not seem to have influenced as protective factor
against invasion of this pathogen.

Conclusions: The metapneumovirus is part of the etiologic agents of pneumonia in
children, its prevalence is similar to that published in other countries. Extending the
diagnostic laboratory is useful for identification of the etiological agent as it can be
clinically indistinguishable from other viral entities, associate at the metapneumovirus
infections airways that can be serious and that apparently go in and may increase in
future be a matter of study for preventive steps.



1. INTRODUCCION

El andlisis de la etiologia de las infecciones respiratorias revela una mas alta
frecuencia de etiologia viral respecto de la bacteriana; ésta es aproximadamente del
30% en ninos menores de 5 afos y una importante proporcién de infecciones
respiratorias de este grupo etario queda sin identificacion de una etiologia
determinada (1).

La secuencia de hechos que han conducido a la demostracion de un nuevo
Paramyxovirus asociado a enfermedad respiratoria: MPVH, (metapneumovirus), se
descubrié por Van Den Hoogen et al en Holanda y seguidamente fue aislado en
nifos australianos y de América del Norte. Se cree que la infeccién ocurre durante la
edad pediatrica en los primeros afos de vida, aunque los factores de riesgo es
especificos estan aun por determinar. (1,2).

En México no existen estadisticas sobre la frecuencia de metapneumovirus por lo
cual se efectia un estudio ambispectivo ( prospectivo y retrospectivo), descriptivo,
abierto, observacional y transversal. Asi, de acuerdo a la prevalencia en estudios
previos, se plane6 una muestra de 156 pacientes, realizdndose en dos periodos de
tiempo, el primero comprendido del 1 de enero al 30 de septiembre del 2006, y el
segundo del 1 de mayo del 2007 al 30 de junio del 2008.

Se contd con criterios de seleccion, exclusion y eliminacién, llevados a cabo
meticulosamente al interrogatorio y en base a expediente clinico para captura de
variantes, obteniéndose una muestra de 65 pacientes, 10 de la primera fase del
estudio y 55 de la segunda.

Todas las muestras, nasal y/o faringea fueron tomadas en los pacientes
hospitalizados y fueron procesadas en el departamento de virologia del Instituto
Nacional de Enfermedades respiratorias, obteniendo mediante prueba de cadena de
reaccion de polimerasa (PCR), inumoelectroforesis y cultivo del virus los resultados.

Mediante el anadlisis de las variables se describen las caracteristicas clinicas,
paraclinicas y terapéuticas empleadas en nifios menores de 5 anos de edad con
diagnostico de neumonia de la comunidad o bronquiolitis. Asi mismo se establece la
prevalencia para metapneumovirus en el Hospital General Manuel Gea Gonzalez,
durante el periodo descrito a fin de incrementar nuestro conocimiento sobre este
nuevo patégeno viral respiratorio.



2. ANTECEDENTES HISTORICOS.

2.1 GENERALIDADES

Las infecciones respiratorias en los humanos son causadas por numerosos agentes
principalmente virus, dentro de estos la familia paramoxoviridae ocupa los primeros
lugares.

La familia paramoxiviridae se divide en dos subfamilias: paramoxiviridae y
pneumoviridae, esta Ultima a su vez se divide en los géneros pneumovirus y
metapneumovirus. Los pneumovirus incluyen a un grupo de los patdgenos mas
importantes productores de infecciones respiratorias agudas (IRA) altas, asi como
infecciones de tracto respiratorio bajo como bronquiolitis y neumonias en nifios
menores de 5 afnos (3,4,5), el Virus Sincitial Respiratorio (VSR) es el principal
representante de este grupo. La infeccion por VSR se ha reportado en todo el
mundo y causa epidemias anuales que aparecen durante el final del otofio, invierno
y primavera. La infeccién por VSR tiene un amplio espectro de manifestaciones
respiratorias, las mas severas son neumonia, bronquiolitis y traqueobronquitis.

Los virus de esta familia tiene un genoma de ARN de cadena sencilla no
segmentado y de polaridad negativa, en el caso de los pneumovirus codifica para
11 proteinas, dos de las cuales son glucoproteinas: la Proteina F, responsable de la
fusién de la membrana viral a la célula y de la formacién de sincitios en cultivos
celulares y la glucoproteina de unién o proteina G, estas proteinas son importantes
ya que contra ellas va dirigida la respuesta inmune. El género metapnemunovirus a
diferencia de los pneumovirus carece de las proteinas no estructurales NS1y NS2 y
el origen de su genoma es para el VSR es 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5" y
para el metapneumovirus es 3’- N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'. (6,7).

Los virus del género metapneumovirus no se habian asociado a enfermedad en
mamiferos, pero en 2001 en Suiza, Van Den Hoogen y cols., identificaron
metapneumovirus en nifos con enfermedad de tracto respiratorio (8).

En México como en todo el mundo, las infecciones respiratorias agudas son un
grave problema de salud publica, principalmente en los nifios, por lo tanto es muy
importante conocer la etiologia de las neumonias de la comunidad. En general, las
neumonias en este grupo de edad se han asociado con alta frecuencia al origen
viral, especificamente con VSR, que se ha encontrado hasta en el 30% de las
neumonias, sin embargo un algunos casos no se logra identificar al agente por lo
que se asume que pueden existir otros agentes virales aun no identificados, dentro
de los cuales seguramente se encuentra el metapneumovirus. Segun distintos
estudios se ha logrado determinar que MPVH produce entre 5-20% de los cuadros
respiratorios en nifos donde otro agente viral no ha podido ser reconocido.



2.2 ASPECTOS CLINICOS

Los datos clinicos utiles que describen la enfermedad causada por MPVH indican un
espectro de enfermedad que van desde una infeccion asintomatica hasta una
bronquitis grave. El primer aislado de este virus se obtuvo de muestras respiratorias
sometidas a cultivo viral durante invierno (8).

Estudios de seroprevalencia desarrollados en muestras séricas archivadas desde
1958, revelan que el 25% de todos los nifios que fueron analizados en Holanda de
entre 6 y 12 meses tienen anticuerpos frente a MPVH; en nifios de 5 afos, el 100%
de los pacientes mostraron evidencia de infeccion pasada. Esto se repitié en varios
paises, y sus contribuciones apuntan a que las focalidades preponderantes son la
bronquiolitis y las infecciones de vias respiratorias bajas, y segun la informacion
adicional relacionada con la patogénesis y la epidemiologia, el patron de curso en
brotes sera probable en los préximos anos (1).

Entre otros hallazgos, estos nifios pueden presentar rinorrea, congestion nasal,
eritema faringeo, mialgia, tos y fiebre; y, en casos mas graves, sibilancias, disfonia,
estridor, dificultad respiratoria, bronquiolitis, neumonia y fallo respiratorio (9,10).

2.3 DIAGNOSTICO VIROLOGICO

El descubrimiento de MPVH fue resultado del cuidadoso analisis molecular
desarrollado por Van Den Hoogen, et al (8), en un cultivo celular que estos autores
mantenian con la finalidad de aislar un paramixovirus. A partir de los aislados se
identificaron secuencias virus-especificas usando una modalidad de técnica de
amplificacion molecular basada en PCR.

Poco a poco se van optimizando reactivos que posibilitan la deteccién gendmica de
MPVH en muestras clinicas o en cultivos celulares inoculados con muestras
respiratorias.

El diagnostico se ha realizado mediante cultivo celular, serologia y microscopia
electronica; sin embargo, nuevas técnicas moleculares como la deteccion de acidos
nucleicos parecen ser el método ideal de deteccion. La técnica de reaccién de
cadena de la polimerasa (PCR) en este momento es la prueba ideal para el
diagnostico y, dentro de éstas, la nueva RT-PCR (real time PCR) o PCR de tiempo
real es la mas recomendada y la de mayor sensibilidad (11).

En la actualidad, no existe tratamiento médico disponible, y muchas interrogantes
permanecen sin respuesta. Por ahora los esfuerzos se concentran en el desarrollo y
perfeccionamiento de nuevas técnicas de aislamiento y deteccion, el tratamiento
médico y el desarrollo de una vacuna eficaz; esta ultima quiza como el mejor método
de prevencion para la infeccion por MPVH.



3.JUSTIFICACION.

La neumonia de la comunidad y la bronquiolitis son padecimientos que
frecuentemente requieren hospitalizar a los nifos que las padecen, su etiologia es
variable, los virus ocupan los primeros lugares a esta edad. El metapneumovirus es
un agente cuya frecuencia en estos padecimientos aun no se ha determinado, sobre
todo en México.

En México no existen estadisticas sobre la frecuencia con que el metapneumovirus
es el agente etiolégico en los nifios con neumonia de la comunidad o con
bronquiolitis. Por lo tanto seria de gran utilidad conocer dicha frecuencia.

4. HIPOTESIS.
No requiere

5. OBJETIVO.

5.1 Objetivo General

Fue determinar la prevalencia de un nuevo género metapneumovirus como agente
etiolégico en un grupo de ninos menores de 5 afos de edad con neumonia de la
comunidad o bronquiolitis que ingresaron al Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez en el periodo comprendido del 1 de enero del 2006 al 30 de septiembre
del 2006 y del 1 de mayo del 2007 al 30 de junio del 2008.

6. MATERIALES Y METODO.

6.1 TIPO DE ESTUDIO.
a) Ambispectivo ( Prospectivo y retrospectivo)
b) Descriptivo.
c) Abierto.
d) Observacional.
e) Transversal.

6.2 UBICACION TEMPORAL Y ESPACIAL (Universo de estudio).

Los nifos menores de 5 anos de edad que ingresaron con diagnéstico de neumonia
de la comunidad (incluye bronquiolitis), en el area de hospitalizacion del Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzélez, del 1° de enero de 2006 al 30 de septiembre del
2006 y del 1 de mayo del 2007 al 30 de junio del 2008.

6.3 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA:

Criterios de Inclusion.

Todos los nifios menores de 5 anos de edad que ingresaron con diagnoéstico de
neumonia de la comunidad (incluye bronquiolitis) en el area de hospitalizacién de
Pediatria de la Divisién de Pediatria Clinica del Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez del 1° de enero del 2006 al 30 de septiembre del 2006 y del 1 de mayo del
2007 al 30 de junio del 2008.



Criterios de exclusién.

Pacientes con neumonia de la comunidad cuyos padres no aceptaron firmar el
consentimiento informado.

Pacientes con neumonia de la comunidad con algun padecimiento pulmonar crénico
(mucoviscidosis, asma bronquial, displasia broncopulmonar, etc).

Pacientes con neumonia de la comunidad con alguna malformacién pulmonar
congénita o sindrome que altere la funcién pulmonar.

Criterios de eliminacion.

Pacientes a quienes se les tomoé la muestra de aspirado nasal, pero cuyo resultado
se reporte como “muestra insuficiente o inadecuada para el estudio”.

Pacientes con neumonia de la comunidad incluidos inicialmente pero que decidieron
retirarse del estudio en cualquier momento.

Aquellos expedientes que no contaron con la documentacion completa.

6.4 VARIABLES

DEFINICION DE VARIABLES

Independientes. Dependientes.
Neumonia y datos clinicos Anticuerpos contra
metapneumovirus
Variable Escala (intervalo, Variable Escala
ordinal, nominal) (intervalo,
ordinal,
nominal)
Positividad por Si, no.
Edad Meses o anos (ordinal) |PCR a (nominal)
Sexo Masculino o femenino | metapneumovirus
(nominal)
Diagnéstico Neumonia o
bronquiolitis (nominal)
Datos clinicos |Tos, fiebre, etc.
Tiempo de (nominal)
evolucién Dias (ordinal)
Dias hospital |ordinal

6.5 TAMANO DE LA MUESTRA.

Para calcular el tamano de la muestra se tomé en base que la frecuencia con que
se presenta el evento es de 260 casos en un tiempo similar previo al estudio, con un
margen de error 5% y un nivel de confianza del 95%, se obtuvo un tamafo de
muestra de 156; actualmente se cuenta con una muestra de 65 pacientes, 10
pacientes del primer periodo de estudio y 55 pacientes del segundo periodo. Se
valorara complementar la muestra en estudios posteriores.



6.6 PROCEDIMIENTOS ( METODOS DE LABORATORIO)

A todos los pacientes se les tomd una muestra de 3 a 4ml de moco por aspirado
nasal con una bomba de vacio para determinar anticuerpos contra metapneumovirus
mediante prueba de cadena de reaccion de polimerasa (PCR), inumoelectroforesis y
cultivo del virus.

La muestra se colocé en un medio transporte y se traté con N-acetil- cisteina con el
fin de disolver el moco y que se libere la mayor cantidad de células. Posteriormente
se llevé a un tubo de ensayo con medio de transporte Leibowitz 0 una solucién
balanceada de sales y enriquecidas con 0.5% de proteinas (albumina o gelatina) y
antibiéticos. Por cada mililitro de muestra se adicion6 0.1ml de una solucién que
contiene 10,000 Ul/ml de penicilina y 50,000 ug/ml de estreptomicina, también se
adicion6 anfontericina B en una concentracion final de 10ug/ml. Posterior a éste se
metié a cultivo celular, el VSR en células Hep-2 y el metapneumovirus en células
vero, se separ0d el efecto citopatico (ECP) correspondiente (células gigantes
multinucleadas o sincitios) y se extrajo en ARN y se tipificaron ambos virus por RT-
PCR.

RT-PCR.

Para esta prueba se requirié la propagacién viral utilizando células HEp-2 para el
VSR, con una multiplicidad de infeccién de 0.01. Para el Metapneumovirus se
utilizaron células vero con la misma multiplicidad de infeccion. Cuando el ECP fue
apreciable se inici6 la extraccién del ARN. Como control se utilizd otra botella de
Hep-2 y Vero sin infectar y tratadas bajo las mismas condiciones para VSR y
Metapneumovirus respectivamente.

EXTRACCION DE ARN.

Entre el tercer y décimo dia de detectado el ECP se pudo extraer el ARN total, con
el fin de estandarizar tiempos, utilizamos las células en el primer dia en que aparecio
el ECP. La monocapa de células se lavo 2 veces con PBS. Se utilizé 1 ml de trizol
(GIBCO BRL) por cada 10cm2 o 107 células a temperatura ambiente. Con ayuda de
un gendarme, se desprendieron las células de la base de la caja y se transfirieron a
un tubo Eppendorf libre de ARNasa. Se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agreg6 200ul de cloroformo por cada mililitro de trizol, agitandose
suavemente 15 segundos y se incubaron de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase inferior era el
cloroformo y la fase superior correspondié a la fase acuosa que contiene el ARN. Se
transfirié la fase acuosa a otro tubo se agregd 500ul de isoproterenol (GIBCO BRL)
por cada mililitro de trizol, se agitd suavemente y se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente, para luego centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C, de
lo cual se obtuvo una pastilla gelatinosa. Se quité el sobrenadante y la pastilla de
ARN se lavé tres veces con 10ul de etanol (EtOH) al 70% diluido con agua de dietil
bicarbonato (DEPC). Se centrifugé a no mas de 7500 rpm por 5 minutos a 4°C. La
pastilla de ARN se sec6 extrayendo el EtOH al 70% con una pipeta Pasteur afilada
de la punta y auxiliada por una bomba de vacio. Para asegurar que no quedaran



residuos de EtOH al 70%, se dej6 secar de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se disolvié el botén en 30ul de agua DEPC.

Cuando fue dificil resuspender se colocaron los tubos 10 minutos a 55°C. Se
incubaron con ADNasa (GIBCO BRL) libre de ARNasa a 37°C por 30 minutos. Se
incubaron a 90°C por 10 minutos para inactivar la accién de la ADNasa. Finalmente
se cuantificé el ARN total por espectrometria a una densidad optica de 260nm. (3)

RETROTRANSCRIPCION.

Se prepararon tubos con los reactivos y cantidades necesarias. Se incubd a 70°C
por 10 minutos y se pasd a hielo por un minuto. Por separado se preparé una
mezcla etiquetada como MIX, se agregd 7ul de MIX a cada uno de los tubos
muestra, control positivo y control negativo y se agité suavemente. Los tubos se
incubaron 5 minutos a 42°C. A cada tubo se le adiciono 1pl (200U) de enzima
transcriptasa reversa SuperScript Il (GIBCO BRL). Suavemente se mezclé y se
incubd durante 50 minutos a 42°C. Para detener la reaccion se incubé a 70°C por 15
minutos y se pasé a hielo. Se agreg6 a cada tubo 1ul de ARNasa (GIBCO BRL) y se
incubd a 20 minutos a 37°C para obtener el ADNc. A partir de esta reaccion se pudo
iniciar la PCR. (3)

PCR.

Para esta prueba, se utilizaron los oligonucleétidos reportados por Gottshalk con
ligeras modificaciones. A partir del ADNc obtenido en la retrotranscripcion, se corrié
la muestra con el fin de encontrar las bandas correspondientes al subtipo del virus;
217 y 283 pares de bases para el tipo A o B de VSR respectivamente. Se prepard un
tubo de Ependorf etiuetado con MIX y la muestra correspondiente para la
tipificacion del VSR y el Metapneumovirus.

Las secuencias de los diferentes oligonucleétidos para VSR fueron: RSV
(5’ATGCAACAAGCCAGATCAAGS3’) que amplificaron el segmento del gen de la
proteina G que se encuentra entre las 248 y 267 pares de bases del VSR tipo A;
RSV2 (5’ACTCATCCAAACAACCCACART’) para el segmento del gen de la proteina
G antisentido contenido entre 511 y 530 pares de bases.

También se utilizaron iniciadores para el control de la PCR Cl y CII.

Cl (5’GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCCY) y Cll
(5 GATGAGTTCGTGTCCGTAGAAGTGGS) que amplificaron 500 pares de bases
del gen del fago A. Para comprobar el producto de amplificacién se corri6 una
electroforesis en gel de azarosa al 1% y para tenir el ADN se utiliz6 Bromuro de
Etidio y se observé en un sistema Ultralum Electronic Multi Wave Transiluminator. (3)
Se consider6 como neumonia por metapneumovirus cuando la muestra de PCR,
inmunoelectroforesis o cultivo fueron positivos al mismo.

6.7 ANALISIS ESTADISTICO (VALIDACION DE DATOS).

Se utilizé estadistica descriptiva: se obtuvieron medidas de tendencia central y
dispersion: rango, media, mediana, moda, desviacion estandar, proporciones o
porcentajes.

Se determinaron cuales son las caracteristicas clinicas del grupo de nifios con
metapneumovirus positivos.



7. RESULTADOS.

En las fechas antes mencionadas se obtuvieron 10 muestras de pacientes en el
primer periodo y 55 muestras, incluyéndose el total de estas y obteniendo los
siguientes resultados.

Se obtuvieron 65 muestras de pacientes los cuales 30 fueron mujeres y 35 hombres
(gréfica 1), quienes tenian una edad promedio de 13.2 meses con una edad minima
de 1 mes y una maxima de 60 meses.

PORCENTAJE

46.10%

OFEMENINO
EMASCULINO

53.80%

GRAFICA 1. Porcentaje por sexo
El peso de los pacientes tuvo un promedio de 8.2 kg, con un peso minimo de 1.820

kg. y un peso maximo de 14.5 kg., cabe mencionar que se presento a demas una
desnutricién del 30.8% en los pacientes.

TABLA 1. Datos demograficos de los pacientes

Edad (meses) 13.2 +/- 12.2%* (1-60)**
Peso(kg) 8.2+/-2.8% (1.82 14.5)**
Sexo (F:M) 30:35 (1:1.1)
Dias de estancia 5.6+/-4.5%(1-30)**
*Media +/- Desvest
** Rango

Como un antecedente de importancia, se tomé en cuenta el tiempo que los
pacientes estuvieron alimentados al seno materno, se reporté por medio de la
encuesta un promedio de 7 meses con un tiempo minimo de 1 meses y un tiempo
maximo de 48 meses; el 23% de los pacientes no fueron alimentados al seno
materno.

Se interrogé a la madre sobre episodios previos de infecciones de vias aéreas
superiores, 22% de los pacientes no habia presentado IVAS previas, el resto se
reporta un promedio de 1.4 episodios previos, cabe mencionar que un paciente
presentaba un antecedente de 6 episodios de IVAS previas



Sobre Infecciones de vias aéreas bajas 42 pacientes (64.6%) presentaron este
antecedente con 4 episodios maximos y 1 episodio previo como minimo.

En cuanto al cuadro clinico se observo lo siguiente:
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GRAFICA 3. Sintomas

La tos se presenté en el 100% de los pacientes con 9 dias en promedio con un
minimo de 1 dias de evolucién, hasta un maximo de 90 dias, . Se report6 tos
productiva en un 84.6%, de la cual presentaba expectoracién blanquecina en un
50.9% , amarilla en un 34.6% y verdosa en el 12.7% .

Se reporto fiebre con un promedio de duracion de 3.5 dias con una duracién maxima
de 15 dias y en 16 pacientes no se presento fiebre ningun dia.

Secrecidn nasal se presento en un 89.2% de los pacientes de los cuales 55.2% tenia
caracteristicas hialinas, 34.5% amarilla Y 10.3% verdosa (gréfica 3).

A todos los pacientes se les evalu6 datos de dificultad respiratoria por medio de la
valoracion de Silverman encontrandose un promedio de 2.3 puntos con un minimo
de Silverman de 1 y un maximo de 4, solo un paciente no presentd dificultad
respiratoria.

De los pacientes 86.2% se presentaron con disnea y 13.8% sin disnea.

El 100% de los pacientes presentd estertores, estridor 9.2%, cianosis 18.5% vy
sibilancias 66.2%.

TABLA 2.Cuadro Clinico No. de pacientes

Tos 65 (100%)
Fiebre 49 (75.3%)
Expectoracion 55 (84.6%)
Secrecion nasal 58 (89.2.%)
Disnea 59 (86.2%)
Estertores 10 (100%)
Sibilancias 43 (66.2%)
Estridor 6 (9.2%)

Cianosis 12 (18.5%)




Se reportd que un 46.2% de los pacientes habia sido tratado previamente con
esquema antibiético; el 26.6%(8) con amoxicilina simple, el 13.3%(4) con amoxicilina
con clavulanato, 3.3%(3) con penicilina, 1.5%(1) con clindamicina, 1.5%(1) con
cefalotina, 1.5%(1) con cefalexina, 1.5%(1) desconocian el medicamento. En el
13.3%(1) se utiliz6 doble esquema antimicrobiano.

Durante su hospitalizacién se dio tratamiento antibiético al 55.4%, 47.2%(17) de
estos recibieron cefuroxima, 27.7%(10) claritromicina , 2.7%(1) clindamicina vy
2.7%(1) ampicilina. El 13.8%(5) recibieron doble esquema antimicrobiano.

A su ingreso se les realiza radiografia de térax en la cual se observa infiltrado
bilateral difuso en el 63%(41), infiltrado parahiliar acompanado de hiperinsuflacién en
el 13.9%(9), infiltrado micronodular bilateral en el 12.3%(8), condensacién basal en
el 4.6%(3), atelectasia en el 4.6%(3) y derrame paraneumonico en el 1.5%(1).

Todos los pacientes se encontraron hospitalizados con un promedio de estancia
hospitalaria de 5.6 dias, con un minimo de 1 dias y un maximo de 30 dias.

Todos los pacientes tuvieron tratamiento de soporte con nebulizador, 86.1%(47) con
micronebulizaciones de los cuales a 66.2%(43) se le administré broncodilatador y al
29.3% (19) esteroide.

Se les realiza toma de muestra de secreciones, se reportaron cultivos de los cuales
6.2%(4) se reportaron Metapneumovirus positivo y 93.8%(61) negativos.

Tabla 3. Cultivos de
Metapneumovirus
Positivos 4 (6.2%)
Negativos 61 (93.8%)

Pacientes con cultivos positivos.

Se obtuvieron 4 muestras positivas de los cuales 3 fueron mujeres y 1 hombre,
quienes tenian una edad promedio de 34 meses con una edad minima de 2 meses y
una maxima de 60 meses.

El peso de los pacientes tuvo un promedio de 11.7 kg, con un peso minimo de 7.35
kg. y un peso maximo de 14.5 kg., cabe mencionar que de estos pacientes, 25% (1)
presentaban desnutricion. Estos pacientes se les dio alimentacién por seno materno
al 100% en un promedio de 4.7 meses con un tiempo minimo de 1 mes y un tiempo
maximo de 7 meses.

Solo el 50%(2) de los pacientes tenian antecedentes de IVAS con una uno de ellos
con 6 episodios y el otro con 2 episodios previos. Ninguno tenia antcedente de
infeccion de vias aéreas bajas.



En cuanto al cuadro clinico se observo lo siguiente:

La tos con una presencia de 6 dias en promedio, con un minimo de 6 dias de
evolucién, hasta un maximo de 15 dias. Se reportd tos productiva en un 50%(2), el
cual presentaba expectoracion blanquecina.

Secrecidén nasal se presento en un 75%(3) de los pacientes, con caracteristicas
hialinas. Se reportd fiebre con un promedio de duraciéon de 2.2 dias con una
duracién maxima de 4 dias.

Su valoracién de Silverman presenté un promedio de 2, con Silverman maximo 3 y
minimo de 2.

El 50%(2) de los pacientes presentaron disnea, el 100%(4) presenté estertores, el
25%(1) sibilancias y el 25%(1) cianosis. Ninguno presento estridor.

Se reporto que 50% (2) de los pacientes habia sido tratado previamente, uno con
amoxicilina simple y el otro no especificado. Durante su hospitalizacién se dio
tratamiento antibiético al 50%(2) de los pacientes, con esquema distinto, uno
cefuroxima y el otro claritromicina.

Todos los pacientes tuvieron tratamiento de soporte con nebulizador, 100%(4) con
micronebulizaciones, 75%(3) con mucolitico y 25%(1) con broncodilatador, a
ninguno se le dio esteroide.

Pacientes con cultivos negativos.

Se obtuvieron 61 muestras negativas de los cuales 27 fueron mujeres y 33 hombres,
quienes tenian una edad promedio de 11.9 meses con una edad minima de 1 meses
y una maxima de 48 meses.

El peso de los pacientes tuvo un promedio de 8kg, con un peso minimo de 21.820
kg. y un peso maximo de 13.3 kg., cabe mencionar que de estos pacientes 31.1%
(19) presentaban desnutricién.

De estos pacientes se les dio alimentacion por seno materno al 75.4%(46); en un
promedio de 7.2 meses con un tiempo minimo de 1 mes y un tiempo maximo de 48
meses.

Las infecciones de vias aéreas superiores se presentaron en 80.3% (49) de los
pacientes con un minimo de un episodio y un maximo de 5 episodios previos.

El 68.8%(42) de los pacientes tenian el antecedente de episodios previos de
infecciones aéreas bajas.

En cuanto al cuadro clinico se observo lo siguiente:

La tos con una presencia de 9.3 dias en promedio, con un minimo de 1 dias de
evolucién, hasta un maximo de 30 dias. Se report6 tos productiva en un 86.8%(53),
de la cual presentaba expectoracion blanquecina en 42.7%(26), verdosa en el
11.5%(7) y amarilla en el 32.8%(2).

Secrecion nasal se presento en un 90.1%(55) de los pacientes, 52.7%(29) de
caracteristicas hialinas, 36.4%(20) amarillas y 10.9%(6) verdosas.



Se reportd fiebre con un promedio de duracion de 3.6 dias con una duracion maxima
de 15 dias.

Su valoracion de Silverman se presenté un promedio de 2.4, con Silverman maximo
de 4 y minimo de 1.

En el 54% de los pacientes se presenté disnea, 100% de los pacientes presentd
estertores, el 18% cianosis, el 8.2% estridor y el 68.8% presentaron cianosis.

Se reporto que 45.9% (28) de los pacientes habia sido tratado previamente, se
administré en el 25% (7) amoxicilina simple, en el 17.8%(5) amoxicilina con
clavulanato, en el 10.7%(3) claritromicina, 10.7%(3) penicilina y en el 3.6%(1) se
administré cefalotina, cefalexina, fosfomicina, TMP-SMX, clindamicina y gentamicina
para cada uno de ellos . el 10.7% (3) se tratdé con doble esquema antimicrobiano

Durante su hospitalizacion se dio tratamiento antibidtico al 55.7%(34) de los
pacientes, con esquema de claritromicina en el 26.5%(9), cefuroxima en el 17.6%(6),
ampicilina y clindamicina en el 2.9%(1) para cada uno de ellos. En el 14.7% (5) se
utilizé doble esquema antimicrobiano.

Todos los pacientes tuvieron tratamiento de soporte con nebulizador, con

micronebulizaciones, 70.5%(43) y con broncodilatador 68.8%(42) En el 31.1%(19)
de pacientes se administrd esteroide.

8. DISCUSION

Los datos sobre la prevalencia de la infeccién por metapneumovirus es distinta
dependiendo los métodos de célculo utilizados. La tasa que se reporta en los paises
es variable; Australia 1.5%, Israel 28%, Estados Unidos 20% y en ltalia hasta 25%.
La incidencia en Canada es similar a la que se ha encontrado en este estudio, con
una incidencia de 7.1 %. En nuestra serie al momento se reporta el 6.2%.

El cuadro clinico en todos los paises es similar, caracterizado por dificultad
respiratoria, tos y rinorrea principalmente. Se han reportado casos en los que se ha
requerido ventilacidbn mecanica, en nuestro protocolo se reportaron 3 pacientes que
lo requirieron.

Se tomaron las muestras, en su mayoria, durante el periodo de invierno y a principio
de la primavera, ya que es la mayor incidencia de neumonias en nuestra institucién,
tal como se describe en la bibliografia nacional e internacional, por lo que se
valorara continuar con la investigacién durante este periodo para incrementar el
tamanfno de la muestra. Parece no haber factor protector para metapneumovirus en
ninos alimentados al seno materno, ya que en nuestra muestra todos los nifios que
resultaron positivos habian recibido seno materno entre 1 y 7 meses, sin embargo,
este rubro debe evaluarse en una muestra mayor de pacientes.

Durante nuestro estudio se reporto un promedio de estancia de 7.1 dias, en
contraste con los estudios previos de Monrrow, et al. , en el que se reporta un
promedio de 17 dias de estancia.

En otros estudios de ha reportado también corta estancia y una evolucion benigna
de la enfermedad. Mientras tanto, el MPVH se convierte en un nuevo agente



etiolégico que debe considerarse en el abordaje diagnéstico del nifio con
bronquiolitis o infeccidn del tracto respiratorio superior e inferior.

9.CONCLUSION.

Los datos que se obtuvieron en el estudio confirman que el metapneumovirus es
agente etiolégico de neumonias de la comunidad en nifios menores de 5 afos. La
prevalencia varia de acuerdo al pais de 5 al 20%, por lo cual nuestros resultados
coinciden con la bibliografia internacional. La sintomatologia es muy variada ya que
puede ir desde una infeccién de vias aéreas superiores hasta una bronquiolitis 0 una
neumonia o bronquiolitis, en nuestra muestra solo se vieron pacientes con datos de
dificultad respiratoria que requirieron hospitalizacion, aunque dentro de éstos la
gravedad fue variada. La infeccién por metapneumovirus es similar a la causada por
otros agentes virales, sobre todo con el virus sincitial respiratorio, ya que forman
parte de la misma familia de virus, sin embargo con diferencia genémica; de ahi la
importancia de determinar el impacto del metapneumovirus en nuestra poblacién, a
fin de promover estudios futuros para implementar terapéutica preventiva en grupos
etarios vulnerables. Este estudio permitira establecer la incidencia en nuestra
poblacion de metapneumovirus y considerarlo como agente etioldgico.

10. PERSPECTIVAS

Se valorara continuar el estudio durante los meses siguientes, ya que se ha
reportado su mayor incidencia durante invierno e inicios de primavera y a fin de
culminar la muestra establecida. Se debe ampliar las posibilidades etioldégicas en
nuestro medio y para ello ya se cuentan con métodos diagnosticos en estos
momentos para el aislamiento de virus, sin embargo el estudio de los mismos
continua siendo un reto por las mutaciones en su genoma, por lo cual el universo de
estudio es amplio para futuros estudios en nuestro pais asi como el valorar el
impacto de este patégeno para determinar la gravedad e inicio de investigacién en
cuanto a su prevencion. Se cuenta en el Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” con la poblacion necesaria para llevarlo a cabo, asi como el apoyo de
instituciones vecinas para dichos estudios virolégicos como lo tuvimos en este
estudio.
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12. ANEXOS
12.1 Anexo 1

HOJA DE COLECCION DE DATOS.
Nombre de estudio: Determinacién de prevalencia de metapneumovirus en nifos
menores de 5 afos con neumonia de la comunidad”

Fecha de ingreso: Fecha de egreso:
Fecha de toma de la muestra:
Nombre del paciente

Registro Cama Edad Sexo

Peso al nacer Peso actual Percentila

Talla actual Percentila

Desnutricion (No) (Si) grado

Tipo de desnutricién Nombre del
informante Padre ( ) Madre ( ) Otro ( )

Alimentado al seno materno (si) (no)  cuanto tiempo:
Vacunas aplicadas

Sabin 12dosis () 2adosis( ) 32dosis( ) 1°refuerzo( )
Pentavalente 12 dosis( ) 2a dosis( ) 32 dosis( ) 22 refuerzo ( )
BCG () Otras:

Cuadro y examen clinico.

Tos (No) (Si) dias

Seca (No) (Si) Expectoracién (No) (Si) Blanca (No) (Si) Amarilla (No) (Si) Verde

(No) (Si) Estornudos (No) (Si)

Secrecién nasal (No) (Si) Hialina (No) (Si) Amarilla (No) (Si) Verde (No) (Si)

Dolor retroauricular (No) (Si) Secrecion otica (No) (Si) Serosa (No) (Si) Amarilla

(No) (Si) Fiebre (No) (Si) dias

Disnea (No) (Si) Sibilancias (No) (Si) Estridor (No) (Si) Cianosis bucal (No) (Si)
Estertores (No) (Si) Silverman:

Adenomegalias (No) (Si) Faringe roja (No) (Si) Amigdalas hipertréficas (No) (Si)

Placas blanquecinas en faringe (No) (Si)

Timpano normal (No) (Si) Timpano rojo (No) (Si) Timpano abombado (No) (Si)

Antibioticos previos (No) (Si) Cuales

Diarrea (No) (Si)

Cuadros previos de IVAS cuantos en meses

Bronquiolitis previas (No) (Si), cuantos

Antecedente de importancia?

Hospitalizacion previa de IVA Bajas (No) (Si) cuantos:

Rayos X de térax :

Dias hospital:

Tratamiento: antibiético (No) (Si), cual

Nebulizador (No) (Si), micronebulizaciones (No) (Si) con

Broncodilatador (No) (Si) cual

Esteroide (No) (Si), via (oral) (IV) (inhalado)

Comentarios:




12.2 Anexo 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la declaracion de Helsinki y con la Ley General de Salud, titulo
segundo. De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, CAPITULO | Disposiciones
Comunes, Articulos 13 y 14.- En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio,
deberan prevalecer el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar.
Debido a que esta investigacion se consideré6 como de investigacion en menores de edad o
incapaces de acuerdo con los articulos 34-39, Titulo Segundo, Capitulo Ill; con riesgo minimo de
acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el articulo
21:

Se me ha informado que en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez se est4 llevando a cabo
un estudio para aislar e identificar un virus que se llama metapneumovirus en una poblaciéon de
nifos menores de 5 afios de edad con neumonia de la comunidad.

El estudio consiste en tomar una muestra de 3 a 4 mililitros de secreciones (flemas) de la faringe
(garganta) a mi hijo que padece Neumonia, el primer dia de su hospitalizaciéon en el piso de
Pediatria.Esta muestra se enviara al laboratorio de virologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias para su proceso y el material que sobre de la muestra sera desechado.

Este estudio se tiene un riesgo minimo para la vida del paciente la vida del paciente (se puede
presentar leve lesion de la mucosa al introducir sonda de aspiracion) y no tiene costo alguno, es
gratis.

Se me ha informado también que los resultados de dicho estudio seran publicados en algin medio
de comunicacién escrita u oral (revistas médicas, congresos, internet, etc.) y que se mantendra el
anonimato de mi hijo en todo momento.

En caso de no aceptar que mi hijo(a) ingrese a ese estudio, el Hospital me garantiza que recibiré el
mismo tratamiento que los pacientes que si ingresan al estudio.

También estoy enterado de que puedo retirar a mi hijo del estudio, en cualquier momento y por
cualquier circunstancia, a pesar de que ya se le hayan tomado las muestras.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se
me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, acepto
participar en el estudio titulado: Determinacion de prevalencia de metapneumovirus en nifios
menores de 5 afios con neumonia de la comunidad”

Nombre del nifio (a) Registro
Nombre del familiar responsable legal
Domicilio
Testigo 1 Nombre y firma
Domicilio
Testigo 2 Nombre y firma
Domicilio
Investigador responsable o principal
Nombre y firma

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacion o de su representante legal y el otro en poder del investigador.En caso de alguna duda
o pregunta favor de comunicarse con:Dr. Gerardo Flores Nava. Jefe de la Division de Pediatria
Clinica. Tel . (01 55) 55281830.Dra. Cesiah Garcia Martinez. Residente de Tercer afio de Pediatria.
(01 55) 5528824357.Dr. Simén Kawa. Vicepresidente de la Comision de Etica y de
Investigacién.Tel. (01 55) 56 66 60 21.
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