Seccio6n I 1: Aspectos etioldgicos

CAPITULO 5

LOS VIRUS COMO CAUSA
DE IRA ALTA Y BAJA EN NINOS:
CARACTERISTICAS GENERALES
Y DIAGNOSTICO

Profesora Mercedes C. Weissenbacher y Dra. Maria M. Avila

|. INTRODUCCION

principales causas de mortalidad de nifios en el mundo, particularmente en paises en
desarrollo, causando aproximadamente un tercio de todas las muertes estimadas en nifios
menores de 5 afios (1).

Entre los numerosos agentes etioldgicos descritos, los virus se reconocen como los agentes
etiologicos predominantes en las IRA (2), tanto en nifios como adultos, ya sea en paises en
desarrollo o en paises industrializados (3).

Si bien se postulaba que en paises en vias de desarrollo, la etiologia bacteriana era la pre-
dominante en las IRA (4), en un estudio multicéntrico internacional coordinado por el Board on
Science and Technology for International Development de la National Academy of Sciences
de Estados Unidos, se determind que la etiologia viral esta presente en mayor proporcion que la
bacteriana (5), variando los porcentajes de identificacion viral segln el pais entre 17 y 44% de
las IRA en nifios menores de 5 afios. Los virus aislados més frecuentemente fueron el virus sinci-
tial respiratorio (VSR), entre 11y 37% del total de los casos estudiados; el adenovirus, entre 1y
7%; los parainfluenza 1y 3, entre 1y 11%; y los influenza Ay B, entre 1,4y 4,3% (6-9).

Se ha demostrado que el mismo cuadro clinico puede ser causado por diferentes agentes y
el mismo agente es capaz de causar una amplia gama de sindromes. Los virus mas comunes
en las IRA altas son los rino y los corona; y en las IRA bajas, los influenza, parainfluenza, VSR
y adenovirus (Cuadro 1). Sin embargo, otros virus ademas de los mencionados pueden causar
afecciones respiratorias altas o bajas en nifios; entre ellos puede mencionarse el Herpes sim-
plex, el Epstein Barr (EBV), el virus del sarampion y el de la parotiditis. La infeccién viral

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) del tracto respiratorio inferior son una de las
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puede causar por si misma una enfermedad leve o grave o puede complicarse favoreciendo
una posterior infeccion bacteriana (10). La neumonia viral es mas comdn que la neumonia
bacteriana, pero el riesgo de muerte es considerablemente menor (11).

I1. DIAGNOSTICO DE LAS IRA VIRALES

El diagndstico etiol6gico de las infecciones respiratorias virales se realiza tradicionalmente
mediante de la deteccion del agente etiolégico durante la enfermedad o por la determinacion de
un aumento del titulo de anticuerpos durante la convalecencia. Dicho diagndstico es complejo
debido a la gran variedad de agentes que causan las IRA pero se ha simplificado grandemente con
las metodologias existentes para la deteccion directa del virus en el aspirado nasofaringeo (12).

El aislamiento en cultivos celulares mas la identificacion por técnicas inmunoquimicas se
considera el método de eleccion o patron para el diagndstico virologico. Sin embargo, s un
método costoso y relativamente lento (a veces toma mas de una semana). Un acortamiento del
tiempo de obtencion de resultados del cultivo viral se ha obtenido con la centrifugacion a baja
velocidad de los cultivos celulares inoculados con la muestra mas la identificacion posterior
por inmunofluorescencia.

La tecnologia ha avanzado rapidamente en lo concerniente al diagnéstico de las infecciones
respiratorias virales, mas aun que para las bacterianas, conduciendo al desarrollo de nuevas
técnicas de diagndstico viral suficientemente rapidas, sensibles y especificas. Ademas, como
resultado del desarrollo de quimioterapicos antivirales como la amantadina contra la influen-
za, ¢l ribavirin contra el VSR y otros bajo experimentacion, se hace cada dia mas necesario un
diagnostico etiolégico acertado y rapido para el manejo del paciente.

En los Gltimos afios se han desarrollado métodos de diagndstico directo que permiten detec-
tar en pocas horas la presencia de virus en muestras clinicas. Estos procedimientos son la
inmunofluorescencia (IF), tanto directa como indirecta; el inmunoensayo enzimatico (ELISA)
de similar sensibilidad; el inmunofluoroensayo de resolucion por tiempo (TR-FIA); la reaccion
de la polimerasa en cadena (PCR) y la hibridacion de acidos nucleicos. Estos métodos pueden
dar un diagndstico entre las cuatro y 24 horas posteriores a la extraccion de la muestra.

Los métodos seroldgicos de deteccion de anticuerpos antivirales no son los de eleccion
para el diagndstico de infecciones respiratorias debido a su baja sensibilidad y al hecho de que
la respuesta inmune humoral a estos virus que no producen viremia, es por lo general de
escasa magnitud. Por otro lado, la necesidad de usar muestras pareadas de suero (o sea mues-
tras del periodo agudo y del periodo de convalecencia) hace que el resultado no influya en el
manejo terapéutico del paciente. De todas maneras, el diagndstico seroldgico es Util en estu-
dios epidemioldgicos, en la evaluacion de vacunas y en ensayos clinicos de nuevos antivirales,
en los cuales es importante detectar tanto infecciones clinicas como subclinicas. En general,
la técnica de ELISA para detectar anticuerpos 1gG en sueros pareados es el método serolégico
mas sensible para diagnosticar las IRA de origen viral.
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a) Muestras clinicas para el diagnostico

Para la obtencion de un diagnéstico virol6gico acertado, es esencial la seleccion adecuada
de la muestra y su correcta extraccion, envio, conservacion y procesamiento. Dado que la
duracion de la excrecion del virus suele ser breve, es importante recoger las muestras en los
primeros dias de la enfermedad. Una muestra tardia puede llevar a un resultado falso negati-
vo. Por otro lado, debido a la relativa frecuencia de las infecciones contraidas en el hospital
con estos virus, la muestra en el paciente hospitalizado debe obtenerse en el momento de la
admisidn, a fin de evitar el dilema de atribuir el virus encontrado a la enfermedad que origin6
la hospitalizacién o a una infeccion nosocomial.

El aspirado nasofaringeo (ANF) es la muestra de eleccion para la identificacion de los virus
causantes de las IRA ya que provee un nimero apropiado de células infectadas. Los ANF se
obtienen introduciendo una sonda estéril en las fosas nasales del paciente, y usando una
bomba de vacio o jeringa para realizar la aspiracion de la secrecion nasofaringea que se colo-
ca en un tubo conico estéril. La muestra, encerrada herméticamente y en bafio de hielo, se
envia al laboratorio de virologia para su procesamiento. No debe congelarse.

Otras muestras que pueden utilizarse son los lavados broncoalveolares, nasales o faringeos.
Los hisopados generalmente contienen menor numero de células, lo cual los hace poco
apropiados para el diagnéstico. Sin embargo, se pueden utilizar juntos el hisopado de fauces
y nasal y de esta manera aumentar su rendimiento.

b) Procesamiento de las muestras

El objetivo de un buen procesamiento de las muestras es optimizar el aislamiento o la identifi-
cacion de cualquier virus presente en la misma (FIGURA 1). En primer lugar se procede a una
disgregacion cuidadosa del moco. Para la deteccion de antigenos virales por el método ELISA o
de é&cidos nucleicos virales por reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) o hibridacion molec-
ular, es conveniente la utilizacion del ANF sin centrifugar. Para deteccion del virus por inmuno-
fluorescencia indirecta (IF) o por aislamiento en cultivos celulares, se centrifuga la muestra a 4°
C durante 10 a 15 minutos a 3.000 g (3.000 veces la gravedad). El sobrenadante se utiliza para
el aislamiento viral en cultivo de células. Por otro lado, las células en el sedimento se lavan y se
depositan sobre porta objetos que se fijan en acetona fria por 10 minutos y se procesan para IF

A continuacion, se describen brevemente, por separado, los métodos mencionados para la
identificacion de los virus que causan las IRA altas y bajas en los nifios.

b.1) Aislamiento en cultivos celulares
El uso de este método se recomienda cuando esta disponible en el laboratorio, ya
que es el método de eleccion cuando los posibles agentes etioldgicos son diversos
virus. Las muestras deben mantenerse entre 4° y 6° C, sin congelar. El material
residual debe guardarse fraccionado a -70° C 0 menos en el caso que se deba recu-

rrir nuevamente a la muestra original.
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Infecciones respiratorias en nifios

Como se observa en la figura 1, la técnica consiste en inocular una alicuota* de 0,2
ml del sobrenadante del ANF en los distintos cultivos celulares en monocapa, a los que
previamente se les extrajo el medio de crecimiento. Después de la inoculacion, se
agrega el medio de mantenimiento (sin suero fetal bovino y con el agregado de tripsi-
na en las células sensibles al crecimiento de virus influenza y parainfluenza) y se
incuban entre 34°y 35° C. Los cultivos deben observarse diariamente durante 11
dias para detectar la aparicion de accion citopética (ACP) sobre la monocapa. Entre
los cuatro a siete dias después de la infeccion, para la deteccion de virus influenza y
parainfluenza, se realiza sobre los cultivos especificos (MDCK, LLC-MK2 y otros), una
hemadsorcion (Had) con glébulos rojos de cobayo. Aquellos cultivos en los cuales
se observa ACP y/o Had, se procesan para la identificacion del virus por medio de IF.
Los cultivos celulares primarios o lineas establecidas que permiten el aislamiento de
los distintos virus respiratorios son numerosos y se mencionaran mas adelante en la
descripcion de cada virus.

Se ha obtenido un aumento en la infectividad viral y un acortamiento del tiempo de
obtencion de los resultados con la centrifugacion a baja velocidad de los cultivos celu-
lares inoculados con la muestra del paciente, lo cual aumenta la sensibilidad del cul-
tivo. Después de una incubacion corta a fin de permitir la replicacidn, se realiza la tin-
cion por IF para la identificacion del agente viral presente. La combinacion de ambas
técnicas ha demostrado tener una especificidad y sensibilidad equivalentes al ais-
lamiento tradicional en cultivos celulares en tubos, con una reduccion en el tiempo
de 10 a dos o tres dias (13-17).

b.2) Inmunofluorescencia (IF)

La IF, tanto directa como indirecta, es una técnica simple que permite la identifi-
cacion rapida de numerosos virus. En la prueba directa, el suero antivirus especifico
se marca con fluoresceina. En la prueba indirecta, se hace reaccionar un suero
especifico contra el antigeno del virus a detectar (producido en animales) y luego se
agrega un anticuerpo dirigido contra la inmunoglobulina de la especie animal
empleada en el paso anterior, marcado con fluoresceina.

La OMS coordind estudios multicéntricos para el desarrollo y la utilizacion de anti-
cuerpos monoclonales en el diagndstico de IRA virales por IF. Se realizaron ensayos
con estuches de diagnostico de IF en 16 laboratorios diferentes que demostraron su
eficacia (18).

Actualmente, se puede obtener comercialmente los antisueros especificos, poli-
clonales 0 monoclonales, para la identificacion de la mayoria de los virus respiratorios
(19). Se ha demostrado que las mezclas de anticuerpos monoclonales tienen alta sensi-

1 Una parte o proporcion de algo
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bilidad y especificidad para identificar antigenos virales en muestras clinicas, com-
parable a cualquier método de referencia. Se puede esperar una pérdida minima de
sensibilidad cuando se les compara con anticuerpos policlonales de alta calidad, pero
los monoclonales permiten una lectura més sencilla y de calidad muy superior (18).

b.3) Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Los métodos inmunoenzimaticos para la identificacion de virus respiratorios se han
desarrollado en los Gltimos afios con resultados variados y se utilizan para la detec-
cién de antigenos en muestras clinicas. Se emplea el principio del sandwich,
agregandose las muestras a tubos o placas de plastico especial en los que se ha pega-
do el anticuerpo de “captura”, dirigido contra el antigeno buscado. Se agrega luego
otro anticuerpo especifico contra el antigeno, pero marcado con una enzima (las mas
usadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina). La actividad enzimatica se detecta
al agregar el sustrato, por un cambio de coloracion que puede leerse visualmente o
con un lector de ELISA. Los anticuerpos monoclonales han mejorado la sensibilidad
y especificidad de estos métodos y han contribuido a extender el empleo del ELISA
como método de diagndstico (20-23). Este método se puede utilizar también para
la deteccion de anticuerpos en el suero.

b.4) Hibridacion con sondas

Un enfoque diagnéstico mas reciente se ha dirigido hacia la deteccion de genomas
virales por hibridacién con sondas de cidos nucleicos especificos para la deteccion
devirus. La sonda marcada se aplica a la muestra clinica y si existe una cadena com-
plementaria de acido nucleico viral ocurre la hibridacion que se detecta segun el sis-
tema de marcacion empleado (sondas radiactivas o biotiniladas). Estas sondas
pueden prepararse por métodos diferentes que dependen fundamentalmente del virus
a investigar. En los ultimos tiempos se ha tendido a utilizar clones de acidos nuclei-
cos recombinantes u oligonucledtidos sintéticos que representen secuencias especifi-
cas del genoma viral de interés (3, 24, 25).

b.5) Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

Este método permite detectar cantidades muy pequefias de virus, mediante de la
amplificacién de secuencias del acido desoxirribonucleico (ADN) genémico viral
presente en la muestra. El proceso requiere el uso de oligonucle6tidos complemen-
tarios de secuencias genomicas conservadas del virus denominadas primers y de una
enzima ADN polimerasa termoestable. Como resultado de la reaccidn, se obtiene
millones de copias a partir de una secuencia Unica del ADN viral que luego pueden
detectarse a simple vista (por medio de la tincidn con bromuro de etidio) o por
medio de hibridacion (radiactiva o enzimética). La utilizacién de la misma es adn
experimental, especialmente para el virus de la influenza, el VSR y el enterovirus (3).
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b.6) Inmunofluorensayo de resolucién por tiempo (TR-FIA)

Este método que se ha desarrollado recientemente para la deteccion de virus respi-
ratorios, es hasta el momento el ensayo en fase solida mas sensible. Ha permitido
aumentar la sensibilidad de la fluorescencia al eliminar la fluorescencia inespecifica
de fondo y lograr una fluorescencia de mayor intensidad y tiempo de decaimiento con
el uso de quelato de europio. Su simplicidad y rapidez derivan del hecho de que la
muestra se incuba simultaneamente durante solo una hora, con el anticuerpo de
captura y el anticuerpo especifico marcado con quelato de europio. El alto costo del
equipo requerido ha limitado su uso a los laboratorios de referencia (3).

[11. VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (VSR)

Virus de la familia Paramixoviridae, del género pneumovirus. El virion es pleomérfico,
tiene envoltura y su didmetro varfa entre 150 a 300 nm (26). El acido nucleico del VSR es una
cadena simple de ARN de polaridad negativa. No posee actividad de hemaglutinacion, ni de
hemadsorcion, hemolitica o neuraminidasa. Es muy sensible a los cambios de temperatura, lo
cual debe tomarse en cuenta cuando se le quiere aislar en cultivos celulares.

Hasta el momento, hay descrito un serotipo de VSR y por lo menos dos variantes antigénicas
0 subgrupos (Ao 1y B o 2). La diferencia mayor entre los subgrupos reside en la glicopro-
teina G. Ambos circulan simultdneamente en la poblacién y no es clara la importancia clinica
0 epidemioldgica de estas variantes antigénicas (27-29). Probablemente la diversidad antigéni-
ca de los dos subgrupos de VSR tenga alguna influencia en la susceptibilidad de los nifios a la
infeccion secuencial con los mismos. En algunos paises se demostraron recientemente
patrones epidémicos que alternan los subgrupos A y B en ciclos de dos afios (3).

El periodo de incubacion de la enfermedad respiratoria es de cuatro a cinco dias. El virus
se replica en la nasofaringe y puede permanecer hasta tres semanas en el nifio infectado. El
mecanismo por el cual el virus se extiende desde las vias altas al tracto repiratorio podria ser
a través del epitelio respiratorio o por la aspiracion de las secreciones infectadas. Hasta ahora,
no se ha detectado viremia (26). Parece ser necesario un sistema inmunolégico intacto para
terminar con la infeccion, a pesar de que la infeccion en nifios puede ocurrir incluso en
presencia de anticuerpos maternos. Son comunes las reinfecciones en todas las edades, ocu-
rriendo algunas veces, a pocas semanas una de la otra (30).

Se ha encontrado evidencia de infeccién por VSR en todas las areas geograficas estudiadas.
Ocurren epidemias anuales cominmente durante los meses frios. Durante las epidemias hay
un aumento del nimero de casos de bronquiolitis y neumonias y un aumento de internacion
de nifios pequefios por infeccion de vias respiratorias bajas. Antes de comenzar la etapa esco-
lar (entre los 4 y 5 afios), la mayoria de los nifios ya se ha infectado con VSR. La edad, el sexo
y las condiciones socioecondmicas influyen en la gravedad de la enfermedad, pero no en la tasa
de ataque.
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La bronquiolitis es la entidad méas comdn causada por este virus, siendo mas frecuentes entre
las 6 semanas y los 6 meses de edad. Esta enfermedad es poco frecuente durante las primeras
6 semanas de vida (31). La infeccion primaria con VSR puede manifestarse como una infec-
cion respiratoria baja, como neumonia, bronquiolitis, traqueobronquitis o infeccion respira-
toria, alta a menudo acompafiada por fiebre u otitis media. La infeccion es rara vez asin-
tomatica. La neumonia y bronquiolitis pueden resultar dificiles de diferenciar y muchos lac-
tantes parecen tener ambos sindromes (32). El VSR causa epidemias que afectan a una
proporcion muy alta de nifios, algunos de los cuales deben ser hospitalizados. Estos nifios
excretan altos titulos de virus durante varios dias, lo cual provoca frecuentes infecciones noso-
comiales, especialmente en salas de lactantes. Estas pueden manifestarse desde la forma de
enfermedad febril leve de vias aéreas altas, hasta un cuadro con grave compromiso respirato-
rio bajo y muerte subsecuente (32). En adultos infectados con VSR, la enfermedad puede
manifestarse en vias aéreas altas o bajas y en ancianos puede causar bronconeumonias.

El VSR crece en una gran variedad de células de origen humano y animal. Las lineas en las
cuales puede aislarse el VSR son Hep-2, Hela, Vero, LLC-MK2, MRC-5, BSC-1 y CV-1 y también
en cultivos primarios de rifion bovino o de rifion de embrion humano. El virus induce la for-
macion de sincicios caracteristicos en células Hep-2 (23, 26).

La inmunofluorescencia directa e indirecta con anticuerpos poli 0o monoclonales ha
demostrado ser de gran utilidad para la deteccion de antigenos del virus en las células de
descamacion nasofaringea (17, 18, 33).

El método de ELISA, ha permitido identificar muestras positivas demostrando una eficiencia
semejante a la de la inmunofluorescencia. Esta prueba puede detectar entre 20y 30 ng de pro-
teina viral (20). Actualmente existen estuches comerciales que, al ser evaluados, han dado
distintos valores de sensibilidad y especificidad (21, 23). Se realizan ensayos utilizando la
reaccion de la polimerasa en cadena y sondas de &cidos nucleicos para detectar VSR en mues-
tras clinicas, asi como la deteccion de la nucleoproteina viral mediante la aplicacion de
anticuerpos monoclonales con la técnica TR-FIA (3).

IV. ADENOVIRUS

La familia Adenoviridae comprende un gran nimero de especies de origen humano y ani-
mal que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. La clasificacion actual ha agrupado
a los numerosos miembros de la familia en dos géneros: mastadenovirus y aviadenovirus. El
género mastadenovirus incluye a los adenovirus humanos y a muchos otros aislados de diver-
sos animales. Todos ellos se caracterizan por ser especificos de su especie huésped y por pre-
sentar una gran variabilidad genética. Por lo general infectan a sus huéspedes a través de la
conjuntiva ocular o de la mucosa digestiva. Hasta el presente se han reconocido 47 especies
0 serotipos diferentes de adenovirus humanos (34).

Desde su descubrimiento por Rowe en 1953 (35), se ha utilizado distintos criterios para la
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clasificacion de estos agentes, quedando agrupados finalmente en seis subgéneros (del A al F).
Todos los adenovirus presentan la misma estructura general: particulas virales de simetria icosaé-
drica, sin envoltura y con un didmetro promedio de 80 nm. El genoma viral es ADN bicatenario.
La replicacion del ADN y la transcripcion y maduracion de los adenovirus se realiza en el ndcleo
celular, dentro del cual ocurre una acumulacién de proteinas estructurales “en cuerpos de
inclusion”, caracteristicos en células alveolares durante las neumonias por adenovirus (36, 37).

Los adenovirus se encuentran distribuidos en todo el mundo. Los distintos serotipos causan
enfermedad en diferentes grupos de edad y la gravedad varia segun el aérea geogréfica. Las
infecciones son por lo general autolimitantes y las caracteristicas clinicas de la enfermedad
dependen tanto del huésped como del serotipo involucrado. Aproximadamente 65% de los
aislamientos de adenovirus provienen de nifios menores de 4 afios (36, 38).

Los adenovirus son responsables de 5% de los casos de infeccidn respiratoria en nifios
menores de 4 afios de edad y de 10% de las infecciones respiratorias que requieren hospita-
lizacidn en el mismo grupo de edad (37). Pueden causar faringitis, conjuntivitis, laringo-
traqueobronquitis y bronquiolitis, pero las neumonias agudas son, sin lugar a dudas, las
manifestaciones clinicas mas graves, sobre todo en los nifios pequefios en los que pueden ser
fatales (36). Los tipos mas frecuentemente asociados a estos cuadros son Ad3, Ad4, Ad7 y
Ad21, asi como Ad2 y Ad5 (37). Se ha descrito las secuelas de dafio pulmonar residual impor-
tante como bronquiectasias y bronquiolitis obliterante (39).

La infeccién por ciertos serotipos puede causar también un sindrome clinico “tipo pertu-
ssis” que no se puede diferenciar del de etiologia bacteriana, salvo mediante la deteccion del
agente viral o bacteriano (40).

Estos serotipos representan un problema cada vez mas frecuente en los huéspedes con el sis-
tema inmune comprometido. Ultimamente se ha descrito cinco serotipos nuevos, del 42 al 47,
asociados a casos de SIDA (34).

Los adenovirus son virus estables que pueden recuperarse de muestras clinicas con relativa
facilidad. El aspirado nasofaringeo, los hisopados nasales y el material de biopsia 0 necrop-
sia, son muestras adecuadas para su aislamiento. La recuperacion del virus puede conside-
rarse un signo de infeccion reciente y frecuentemente esta asociada a enfermedad sintomatica.

Los cultivos primarios, las lineas diploides y las lineas continuas de células humanas (célu-
las A-549, Hep-2, HeLa, Kb), pueden emplearse para diagnosticar la infeccion con adenovirus,
los cuales producen un efecto citopético caracteristico con redondeamiento y agrupamiento
celular en racimos y formacién de cuerpos de inclusion intranucleares (37). La identificacion
del aislamiento puede realizarse por inmunofluorescencia.

La deteccion de genomas virales por hibridacion con sondas de &cidos nucleicos especificos
es una técnica que se usa actualmente para el diagnostico de adenovirus (24, 25).

Un aumento de cuatro veces 0 mas del titulo de anticuerpos entre una muestra de periodo
agudo y otra de convalecencia por fijacién de complemento o ELISA, es una sefial significativa
de la presencia de infeccidn por adenovirus. Actualmente se considera que el ELISA es supe-
rior para la deteccion de la respuesta inmune en nifios (37).
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V. VIRUS PARAINFLUENZA

Los virus parainfluenza se clasifican dentro del género paramyxovirus, familia
Paramyxoviridae. Son virus que contienen ARN en una nucleocapside con envoltura que deri-
va de la membrana de la célula huésped. Son pleomorfos, de 100 a 200 nm, con espiculas que
tienen funciones de hemaglutinina y neuraminidasa (proteina HN), actividades que no se
pueden separar. Poseen también otras espiculas responsables de la accion hemolitica y de
fusion (proteina F), lo cual los hace capaces de fusionar células y hemolizar ciertos tipos de
eritrocitos (41), lo cual los diferencia de los virus influenza.

Se ha identificado los tipos 1, 2, 3y 4. Estos virus se reconocen por la accion citopatica
en las células infectadas o por las reacciones de hemadsorcidn con gl6bulos rojos de cobayo
en monocapas de células infectadas.

Estos virus causan infecciones respiratorias frecuentes y de gravedad variable, que dependen
del tipo de virus y sobre todo de la edad del huésped, en relacion directa con la produccion
de primoinfecciones o reinfecciones. Los tipos 1, 2 y 3 se reconocen como los principales
agentes causales del crup, aunque también pueden causar neumonias y bronquiolitis (42).

Los virus parainfluenza, especialmente los tipos 1y 2 son responsables de mas de 50% de
los casos de crup o laringitis obstructiva. Las bronquiolitis asociadas al tipo 3, pueden pre-
sentarse a partir del primer mes de vida, ocurren durante todo el afio y aparecen en brotes
epidémicos. Los virus parainfluenza tienen una distribucién geografica mundial. En general,
la enfermedad que causan es leve. Los cuatro tipos son capaces de causar infecciones respi-
ratorias habiéndose demostrado reinfecciones en adultos y nifios, particularmente causadas
por el serotipo 3. Estos agentes generalmente infectan a individuos de corta edad. Los tipos
1y 2 causan epidemias en otofio. El tipo 3 causa enfermedad todo el afio. En un estudio
seroldgico se indica que 60% de los nifios se infecta por parainfluenza 3 en el transcurso de
los 2 primeros afios de vida y aproximadamente 80% se infecta antes de los 4 afios, la mayo-
ria en forma asintomética (43). La alta tasa de infeccion sugiere una diseminacion répida.
Puede causar enfermedad grave en lactantes como lo hace el VSR, pero esa gravedad dismi-
nuye a partir de los 3 afios (44). Es poco frecuente una enfermedad tan grave que requiera
internacion hospitalaria (42).

Por lo general la excrecion de virus es de corta duracion, por lo cual estos virus deben ais-
larse de aspirados traqueales o nasofaringeos tomados tempranamente. La muestra clinica se
inocula en diferentes lineas celulares, especialmente lineas primarias de rifion de mono
(aunque también pueden usarse lineas establecidas LLC-MK2 o MDCK), manteniendo las célu-
las en medio libre de suero. Algunas veces pueden presentar efecto citopatico y en otras es
necesario reconocer la presencia viral en los cultivos con pruebas de hemadsorcion (Had),
con eritrocitos de cobayo a 4° C (45). La identificacion del virus puede realizarse por IF,
inhibicidn de la hemadsorcion o neutralizacion con antisueros especificos.

La técnica de IF se aplica con éxito para la deteccion directa del antigeno viral en células
nasofaringeas (33, 46). La reaccion cruzada entre los distintos tipos de este virus y el de las
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paperas es frecuente y complica el diagnostico seroldgico, tanto por inhibicion de la hemagluti-
nacion como por fijacion del complemento.

VI. VIRUS INFLUENZA

Los virus influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y al género influenzavirus.
Determinantes antigénicos especificos permiten diferenciar tres tipos: A, B y C, los cuales
pueden causar enfermedad respiratoria aguda.

El virion es filamentoso o esférico, de 80 a 120 nm, con una envoltura de doble capa lipidi-
ca derivada de la célula huésped modificada por la presencia de proyecciones a modo de
espiculas que son las glicoproteinas hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA).

La nucleocépside es de simetria helicoidal constituida por ocho fragmentos de ARN mono-
catenario asociados a la nucleoproteina y a tres polimerasas. La estructura segmentada del
acido nucleico explica la labilidad genética y la facilidad con que ocurren las reagrupaciones
genomicas en estos virus. Los virus influenza A y B estéan distribuidos ampliamente y son esta-
cionales en climas templados. El virus tipo A fue aislado en 1933 y el tipo B en 1940, aunque
hay evidencias de epidemias causadas por este agente hace 200 afios (47).

La infeccion se presenta en forma de epidemias explosivas y con una diseminacion rapida del
virus en una region geografica. La causa fundamental de la ocurrencia de las epidemias de
influenza es la continua aparicion de nuevas cepas antigénicamente diferentes, derivadas de
cepas anteriores, las cuales desconocen la inmunidad de los individuos y causan enfermedad en
personas de todas las edades. Estas variaciones antigénicas son mas frecuentes en el influenza
A. Durante algunos afios estas epidemias son causadas predominantemente por un tipo de virus,
pero es frecuente que circule mas de un tipo, ya sea en forma simultanea o en secuencia.

El virus de influenza presenta dos patrones de diseminacion diferenciables. Uno represen-
tado por un cambio antigénico mayor (antigenic shift) ocurre cuando aparece un subtipo
antigénico nuevo o que no ha circulado en muchos afios, induce pandemias por influenza A a
intervalos irregulares e impredecibles. Se calcula que en 1918 murieron aproximadamente
20 millones de personas en todo el mundo, a causa de la infeccion por un virus tipo A que se
cree fue el subtipo HIN1. Las pandemias mejor documentadas ocurrieron en 1918, 1957,
1968y 1977.

El otro patrén de diseminacion se debe a una tendencia o variacion antigénica menor (anti-
genic drift), con cambios relativamente menores y frecuentes (cada afio o cada pocos afios)
en un subtipo de influenza. La evolucion de los virus de influenza no es simple y predecible
como se crefa en un principio; actualmente se considera que una “nueva” cepa no es, nece-
sariamente, es la que causa una pandemia; se ha comprobado por ejemplo, que la cepa
A/HIN1 que apareci6 en 1977, era genéticamente idéntica a una circulante en 1950 (3).

Los virus influenza A y B pueden causar enfermedad respiratoria alta y baja tales como
traqueobronquitis o neumonias. Muchas veces la infeccion es subclinica o se presenta con sin-
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tomas leves. El virus que se disemina de persona a persona, tiene un periodo de incubacion
de uno a cuatro dias. La infeccidn por influenza C esta asociada a infecciones subclinicas o
resfrios comunes moderados; no causan epidemias y la mortalidad es infrecuente (47).

El diagnostico del virus influenza puede realizarse por inoculacion de secreciones naso-
faringeas en cultivos primarios de células de rifion de diversas especies o de pulmon de
embriones de pollo, o bien en huevos embrionados. Se ha demostrado que el empleo de
enzimas proteoliticas, habitualmente de tripsina, puede incrementar la replicacion en lineas
continuas de células como la MDCK (48). A 48 horas de inoculadas las células, se puede
detectar la presencia del virus por hemadsorcion con eritrocitos de cobayo (45). Si ésta es
negativa, el procedimiento debe repetirse dos veces por semana. Si el resultado es positivo o
se observa accion citopatica, la identificacion debe realizarse por IF con anticuerpos especifi-
cos. También se puede proceder a realizar hemaglutinacién en el sobrenadante.

La deteccion del antigeno en células epiteliales por IF se ha usado desde hace muchos afios
y actualmente es un método empleado comunmente (33, 49). La técnica de TR-FIA también
se ha utilizado con éxito desde hace unos afios (50).

La técnica de PCR se ha utilizado para la identificacion del virus de influenza en muestras
clinicas (51), asi como para la diferenciacion de los distintos tipos del virus (52).

El diagndstico serolégico por fijacion de complemento o por inhibicién de la hemagluti-
nacion es Util cuando se tienen sueros pareados, ya que la infeccion aguda estd acompafiada
de un aumento importante del titulo de anticuerpos séricos.

VII. RINOVIRUS

Los rinovirus pertenecen a la familia Picornaviridae. Se caracterizan por su susceptibilidad
a los &cidos. Se conoce hasta el momento 100 inmunotipos (53). Tienen de 20 a 27 nmy
contienen cuatro proteinas estructurales que forman una capside no envuelta de simetria
icosaédrica. La sintesis y maduracion del virus ocurren en el citoplasma.

Constituyen la causa conocida principal del resfrio comun. Infectan solo a seres humanos y
primates superiores y crecen en cultivos celulares derivados de estas especies. La temperatu-
ra Optima de replicacion es de 33 a 35° C, la temperatura que se encuentra en la nariz y en las
vias respiratorias superiores.

Los rinovirus tienen distribucidn mundial y tienden a ser epidémicos en otofio y primavera.
Los diferentes tipos antigénicos circulan al azar. Los serotipos actuales son reemplazados
lentamente por diferentes tipos antigénicos.

Las infecciones comienzan en la infancia temprana y contintan durante toda la vida. Las
tasas de infeccion varian entre una y dos infecciones por persona por afio en nifios menores
de 1 afio, a 0,7 infecciones en adultos. La diseminacion ocurre por medio de secreciones, de
mano a mano, o por intermedio de aerosoles (54). La duracién media de la enfermedad que
habitualmente es leve, es de siete dias.
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Es poco frecuente que se solicite un diagnostico de rinovirus, pero cuando es necesario, el
diagnostico se hace fundamentalmente por aislamiento en células de pulmén embrionario
humano (WI-38, MRC5) y en células Hela. El efecto citopético es caracteristico y aparece
entre los dos y los seis dias. La identificacion estricta se realiza por demostracion de la labi-
lidad a los acidos (a un pH de 2,9) y por neutralizacion con anticuerpos especificos (se real-
iza en muy pocos laboratorios y raramente se hace necesaria). La deteccién del genoma viral
con técnicas de hibridacion de acidos nucleicos y PCR se comenz0 a utilizar en estos virus, en
los cuales la deteccion de antigenos no es posible debido a la multiplicidad de serotipos
(55, 3).

VII1. CORONAVIRUS

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, género coronavirus. Son particu-
las pleomorficas de 80 a 150 nm, con proyecciones superficiales en forma de pétalo que le dan
el aspecto de una corona. Son virus ARN y todos se desarrollan en forma exclusiva en el cito-
plasma de las células infectadas.

Los coronavirus causan resfrios en nifios y adultos. Se ha observado que las distintas cepas
causan enfermedad con caracteristicas semejantes. El periodo de incubacion es mas prolon-
gado y su duracién mas breve que en el caso de los rinovirus, pero los sintomas son similares.
Con poca frecuencia causan una enfermedad respiratoria baja mas seria.

Estos virus se encuentran distribuidos mundialmente, y son mas frecuentes en invierno y pri-
mavera. Pueden llegar a constituir 35% del total de las infecciones respiratorias virales de las
vias aéreas superiores en épocas de alza. La reinfeccion es comin. La infeccion puede ocu-
rrir edad, si bien es mas frecuente en los nifios.

Actualmente se puede aplicar métodos de deteccion de antigenos del virus por inmunofluo-
rescencia 0 ELISA (56). La recuperacion del virus de muestras clinicas es dificil. EI cultivo se
realiza especialmente en tejidos animales. Hay algunas cepas que se han adaptado a crecer en
cultivos de células fibroblasticas diploides humanas (56).

La forma de diagndstico mas utilizada hasta el momento, ha sido el aumento en cuatro veces
0 més del titulo de anticuerpos en muestras pareadas, especialmente por fijacion de comple-
mento (57).

IX. VIrRus ECHO Y CoxSACKIE

Ambos virus pertenecen al género enterovirus, familia Picornaviridae. Comparten muchas
de las caracteristicas morfoldgicas, estructurales y fisicoquimicas de los rinovirus. Poseen una
capside icosaédrica desnuda de 20 a 30 nm, con un genoma ARN no segmentado. Tienen dis-
tinta cantidad de serotipos: 34 los ECHO; los Coxsackie A, 24 y los Coxsackie B, seis serotipos.
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Todos ellos pueden causar enfermedad febril con sintomas respiratorios, y méas de 90% de las
infecciones causadas por este grupo es asintomatico. Una vez infectado el huésped, per-
manecen presentes en el tracto respiratorio por una a dos semanas.

Ambos géneros, con su gran variedad de serotipos, presentan problemas para el diagndsti-
co de laboratorio. El hecho de que crezcan muy lentamente en cultivos celulares, hace que su
identificacion sea compleja.

En términos generales, no existen por el momento métodos répidos accesibles para detectar
los antigenos de todos estos virus y la serologia es en general dificil y costosa (58), por lo cual,
el diagndstico de estos agentes en las infecciones respiratorias agudas no se hace de rutina.
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XI. ANEXOS

Cuadro 1: Los virus como causa de infecciones respiratorias agudas

Sindrome

Agente etioldgico viral

Mas frecuente

Menos frecuente

Infeccion de vias
respiratorias altas
(resfrio com(n)

Rinovirus
Coronavirus
Adenovirus
Parainfluenza 3

Influenza Ao B
Parainfluenza 1 6 2
VSR

Enterovirus

Faringitis Adenovirus Influenza A
Enterovirus VSR
Parainfluenza 1y 2
Rinovirus
Coronavirus
Crup Parainfluenza Influenza A
1,2y3 VSR
Sarampion
Coronavirus
Bronquiolitis VSR Adenovirus
Parainfluenza 3 Parainfluenza 1y 2
Influenza Ao B
Rinovirus
Neumonia VSR Parainfluenza 1y 2
Parainfluenza 3 Rinovirus
Adenovirus

Influenza A
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Figura 1: Diagndstico etioldgico directo de IRA virales
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