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Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de origen wviral. =on cau-
sas frecuentes de hospitalizacién durante los Z primerosz afos de vida.
Para ¢l diagnésticoe répido de estas infeccicones se utilizan anticuer-
pos conjugados con fluorescelna contra los prinecipales wirus respira-
torios. Se catudiaron 110 exudados nasofaringeos procedentes de nifios
menores de 2 anos, ingresados en 4 hospitales pedidtricos de Ciudad de
La Habana. con diagnéstico de IRA., en el periodo de encra de 1987 a
septicabre de 1988, Las muestras se trasladaron eon fric ad laboratos
rio. donde se procesaron para ¢l diagnéstico por inmunoflucrescencia
(IF) por el método directo. con anticuerpos tonjugados de virus ninci-
tial respiratorioc (RS). Adenovirus. Influenza A. Influenza B. Pacain-
fluenza 1. Parainfluenza 2 y Parainfluenza 3. Los rezultados obtenidos
arrojarcn 40 muestroag positivas que representan el 36.4 %, de las
cualea la mayor incidencia correspond s al wirus RS, Lo positividad a
log difercntes agentes se muestra on laz tablas.
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INTRODUCCION

Laz infecciones respiratorias agudas (IRA) que afectan a la poblacidn
infantil, son frecucntemente de causa viral ¥y oen ocasicnes originan hospi-
talizacién en los primeros anos de vida. Dentro de los agentes virales
responsables de estas infecciones tenemos el wvirus Sincital Rcspirptorig
{R5). patdgenc fundamental de las wvias respiratorias en los lactantes, ’
los Adenovirus, los virus Influenza vy lozx Parainfluenza, todos causantes de
br““q“iolitia' laringitis. bronconeumonia ¥y neumonla en los ninos
PEqUENOS .

En los dltimos anos se han desarreollado métodos,de diagnédsticeo rapido.
que permiten demostrar la presencis de antigencs virales en secrecicones
respiratorias. ¥y es la técnica de inmunoflucrescencia una de las mas utili-
zadas. Este método tiene muchas ventajas. entre ellas la de permitir iden-
tificar en pocas horas. si el agente causal de la enfermedad ea de origen
viral, le gue puede evitar la administracién innecesaria de antibidticos.
Ademas representa ahorro de tiempo ¥ recursos.

En este trabajo presentamosa los reaultados de un estudio realizado en
ninos menores de 2 anos. hospitalizados por IRA. en el periodo de eneroc de
1987 a septiembre de 1988. en el que se utilizd el método de inmunofluores-
cencia directa, con el objetive de conocer a2i un agente viral era el cau-
sante de la enfermcdad.

Este estudioc se realiza por primera E?E_gm nuestro pals. pero en ‘otros
paises como Horuega, Austria y Francia se realizan encuestas para co-
nocer la circulacidén de los virus respiratorios causantes de JIRA. con la
utilizacidén de las técnica de inmunofluorescencia.

MATERIAL Y METODO

Muestra

Se estudiaron 110 exudados nasofaringeos de nifos mencres de 2 anos.
hospitalizados. con 1 a 3 dias de evolucidén de los siguientes sintoms-:
laringitis. bronguieclitis. bronconeumonia y neumonia. La muestra se distri-
buyo para su estudio en 3 grupos de edades: de 0 a 5 meses. 51 muestras: de
& a 11 meses, 48: de 12 a 23 mezses. 11 exudados.

Traslado de las muestras

e trasladaron al laboratoric en medic 199 al 0.5 % de lactoalbdmina,
con antibidticos en las concentracicnes siguientes: penicilina: 100 L/mL:
gentamicina:  0.04  mg/mL: kanamicina: 0,01 mg/mL: colimicin: 100 l/mL. Se
conservaron en frio hasta su procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Se centrifugaron a 1 000 rev/min, durante 10 min: se lavaron 2 veces con
PBS y se resuspendid el sedimento en 0.1 a 9.3 mL de PBS.
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Preparacion de los frotis

Se montaron los frotis antes de las 6 horas después de tomada la mues-
tra, ¥ se fijé la suspensidn en acetona fria durante 10 min.

Técnica

Se utilizd la inmynofluorescencis directa., segin la técnica descrita por
Gadner y Mc Quillin.

Antisueros conjugados

S5e¢ emplearcn antisuerocs conjugados comerciales contra RSv, Adenovirus.
Influenza A ¥ B v Parainfluenza 1. 2 vy 3, procedentes del Centro de Produc-
cién de Preparados Bacterisnos y Virales de Kaumas., URSS. en una dilucién
de trabajo 1/8, establecida mediante la normalizacién de la técnica de
nuestro laboratorio.

Microscopio

Las muestras fueron examinadas en un microscoplo Leitz. modelo Ortho
Lux, lampara HBO-200.

Interpretacién

Se considerd como positivo la presencia de 5 o més células emisoras de
una luz amarillo-verdosa fluorescente., al reaccionar con el conjugado
especifico.

Controles

Se utilizaron los controles positivos y negativos correspondientes a los
diferentes conjugados.

Analisis estadistico

Fara la comparacidn entre los grupos de edades se utilizd el estadigrafo

Chi-cuadrade a un nivel de significacién de 0,05, .
Fara la comparacidn entre Jlos anticuerpos conjugades se utilizé aia

prueba de Mc Nemar a un nivel de significacién de 0.05.

RESULTADOS ¥ DISCUSI1ION

En la tabla se muestran los resultados obtenidos por la técnica de inmu-
noflucrescencia directa con la utilizacfén de antisuercs conjugados de
virus Sincitial Respiratoriec (RS). Adenovirus (Ad). Influenza A {Inf. A).
Influenza B (Inf. B). Parainfluenza 1. 2 y 3 (Pi 1. Pi 2 y Pi 3).
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TABLA. Resultados obtenidos por la técnica de
inmunofluorescencia directa con diferentes
anticuerpos conjugados contra virus respi-
ratorios. C. de La Habana. 1987-1988

Grupos de

edades 0-5% meges 6-11 mescs 12-23 meses Total
MAnticucrpos n=51 n=48 n=11 n=110
con jugados Pos . i Pos. X Pos. % Posa. X

Sincitial Respiratoric (RS5) 11 21,6 & 12.5 1 9.1 18 16.4
Adenovirus 3 5.9 4 g3 L] o 7 6.4
Influenza A o o 4 8.3 1 9.1 5 4.5
Influenza B L] 0 ] o 1] ] ] 1]

Paraintlluenza 1 3 5.9 2 4.2 1 9.1 & 5.5
Parainfllucnza 2 1 1.9 a 0 0 ] 1 0.9
Parainfluenza 3 1 1.9 2 4.2 0 o 3 2.7
Total 19 37.3 18 37.5 3 27,3 40 36,4

Fuente: Laboratorie de Virus Respiratorio. Instituto Nacional de Higiene.
Epidemiologia y Microbiologia. €. de La Habana. Cuba.

El mayor ndmeroe de reacciones positivas fueron detectadas usando conju-
gados antivirus RS, con 18 casos para el 16.4 %, de los cuales 11 (21.6 X%}
correspondian a ninos de 0 a 5 meses de edad.

En los grupos de 6 a 11 y 12 a 23 meses, se  detectd 6 (12.5 %) y 1
(9.1 %) de positivos respectiv:Tgnte. Eﬂtga resultados cni“Cidenlsan los de
otros autores Anestad, Popow, Gadner. Hurnsleth. Kim,
Mlinaric. Kumar. etcétera. que plantean que el virus RS es ¢l principal
agente causal de las IRA en los nihos pequencs y sobre todo en los monores
de & meses,

Siete mucstras presentaron flucrescencia al utilizar conjugadoe antiAde-
novirus. lo gue correspondid al 6.4 %. v no se encontrd ningdn caso positi-
vo en el grupo de 12 a 23 meges. Freymuth halld en un estudio realizado en
Francia el 3.1 ¥ de positives por Adenovirua.

Al usar conjugades antiInfluenza A observaron 5 casos positivos que
representan el 4.5 %, ¥y no se detectd ningin positivo en el grupo de O a
5 meses. lo ncue colncide con lo planteado por los autorea antes mencionados
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referente a que los virus de la Influﬂhzaﬁ-aJla afectan menos a este grupo
de edades. No se detectd ningdn caso positivo para el virus de Influenza B.

Anestad en L982-1983"  encontrd el 3.5 ¥ de muestras positivas para
Influenza A ¥y 0.3 ¥ para Influenza B en ninos. resultados que se acercan a
los reportados por nosotros, y Freymuth detectd el 3.1 ¥ de muestras poszi-
tivas para los virus de la Influenza A v B.

Con los antisueros dirigidos contra los Parainfluenza virus se encontrd
5.5 %, 0.9 ¥y 2.7 ¥ de reacciones positivas para los Parainfluenza 1. 2 vy
3 respectivamente. Estos resultados también concuerdan con un ndmero amplio
de reportes aparecidos en la literatura médica acerca de la poca incidencia
de infecciones respiratorias causadas por FParainfluenza 2. al mismo tiempo
reportan una mayor incidencia de los Parainfluenza 1 6!& 3° como frecuente
causa del crup vy luringntrnqueohronquitis en ninos. En otro trabajo se
detectd el 3.2 % para los Parainfluenza 3.

De los 110 casos estudiados se obtuvieron 40 muestras pﬁnitivai que
representa el 36.4 %. Este porcentaje de positividad al utilizar conjugados
antivirales. se aproxima };a?tgnﬁ a los detectados mediante eatudiom simi-
lares en alguncsﬁ?iaffs, aunque difiere de otras cifras reportadar
en la literatura probablemente a causa de obvias diferencias de
tipo climaticoe y epidemiclégico que condicionan patrones de distribucidn
diferentes de estas infecciones en otros lugares del mundo. La figura ilus-
tra lo planteado en la tabla.

El analsis estadistico de los resultades arrojé que sdio hubo diferen-
cias -estadisticamente significativas (p<0.05) entre los conjugados antivi-
rales de RS vy Ad v RS ¢ Influenza A y B.

S5in embargo. no hay diferencias significativas entre los grupos de
edades investigados para los 7 conjugades antivirales wutilizados. Esto
puede deberse a lo reducido de la muestra. sungue resalta el hecho de un
mayor porcentaje de casos positivoe por RS. y sobre todo en el grupo de 0 a
5 meses de edad, donde e&s mAas importante una erientacidén diagndstica pre-
coz. que permita establecer una conducta terapéutica consecuente.

La efectividad del método para detectar posibles infecciones causadas
por el wvirus RS, principalmente en los lactantes menores de & meses,
adquiere mayor importancia. pues aporta a los médicos de asistencia un ele-
mento para considerar el probable riesgo de bronquiclitis. frecuentemente
causada por este agente viral.

Aungue el diagnéstico rapido por Inmuncfluorescencia es presuntivo vy
tiene que ser corroborado por los métodos convencionales de-aizlamiento
viral y serologla. la disponibilidad de esta técnica ayuda a los pediatras
a diferenciar posibles infecciones respiratorias de origen viral de otras
de indole bacteriana, en un tiempo menor que los métodos convencionales
usados en Bacteriologia y Virclegia. La eficacia de la aplicacién de esta
técnica en nuestras condiciones. estd dada por.el hecho de que nuestros
resultades reflejan un patrén de incidencia de los diferentes virus en los
grupos de edades de los pacientes estudiados, bastante cercanc de los
reportados por investigadores de otros paises. Por tanto creemos oportuno

759



recomendar la exténsién de su aplicacién principalmente a los huspitules
pedisdtricos, por 1o cual deben dirigirse los esfuerzes a la produccidn
nacional de los antisueros conjugados regueridos para dicha técnica.
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Tanto por ciente de positividad

ad Inf.AInf® Pi 1 Pi 2 Pi 3

Conjugados antivirus respiratoriocs

FIGURA. Tanto por ciento de positividad po% inmunofluores-
cencia a diferentes conjugados antivirus respiratorios. Ciu-
dad de La Habana. 1987-1988.

CONCLUSIONES

1. Con la técnica de inmunoflucrescencia directa se detectd un mayor ndmero
de muestras positivas por wirus Sincitial Respiratorio en la poblacidn
investigada.

2. El grupe de edades de 0 a 5 meses fue el mas afectado por el wirus Sin-
citial Respiratorio.
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SUMMARY

The acute respiratory infectiona (ARI) of wiral origin. are freguent causes
of hospitalization during the first two years of life. For a rapid diagno-
gis of “these infections are uszed fluocresceine conjugated entibodies against
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the main respiratory viruses. A total of 110 nasopharyngeal exudates from
children aged less than two years, was studied: the children were on admis-
sion te four pediatric hospitals in Havana City. with diagnosis of ARI,
during January 1987-September 1988 period. The samples were carricd at a
cold temperature to the laboratory. where were processed for the diagnostic
by direct immunoflucrescence (IF) with conjugated antibodics of respiratory
‘syncitial (RS) wvirus. adenovirus. Influenza A. Influenza B, Parainfluenza

1.

Parainfluenza 2 and Parainfluenza 3. The results obtained showed 40 po-

sitive samples (36.4 %). corresponding the highest incidence to RS varus
Positive results to different agents are shown in tables.

&,

[ RESUME |

L ]

Les infections respiratoires aigufs (IRA) d'origine virale constituent une
cause f[réguente d'hospitalisation au cours des 2 premiéres années de vie,
Pour le diagnostic rapide de ces infections, on utilise des anticorps con-
jugués avec flucrescéine contre les principaux wvirus respiratoires. On a
étudié 110 exsudats nasopharyngiens provenant d'enfants Agés de moins de 2
ans. admis dans 4 hépitaux pédiatriques de La Havane-Ville, avec diagnostic
d*IRA, pendant la période allant de janvier 1987 & septembre 1%88. Les
échantillons ont &té transférés au froid dans le laboratoire. La ils ont
&té traités pour le diagnostic par immunofluorescence (IF) par la méthode
directe, avec des anticorps conjugués de viros syncytial respiratoire (RS).
Adénovirys, Influcenza A. Influenza B, Parainfluenza 1. Parainfluenza 2 et
Parainfluenza 3. -Les résultats ont révélé 40 &chantillons positifs,
représentant 36.4 %, dont la plupart correspondait au virus RS. La positi-
vité aux différents agents est présentée sur les tableaux,
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