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INTRODUCCION

La displasia broncopulmonar es una patologia la cual enfatiza el compromiso de
todos los tejidos del pulmén, con cuatro estadios los cuales han sido determinados
de acuerdo a cambios tisulares, anormalidades radioldgicas y caracteristicas
clinicas (1,2).

Ante la introduccién de la ventilacibn mecanica, los neonatos prematuros que
sobrevivieron fueron quienes mostraron el resultado del amplio uso del soporte
mecanico ventilatorio. Sin embargo, el precio pagado fue la aparicion de la
displasia broncopulmonar como causa de morbilidad severa y mortalidad
significativa (1-3).

Hay otros factores implicados en la patogenia: entorno uterino, prematurez,
infecciones o inflamacién, liquidos, alteraciones vasculares, detencién del
desarrollo, oxigeno, factores genéticos, nutricién, ventilacidn mecanica, deficiencia

o disfuncion del surfactante.

En este caso nos enfocaremos a los procesos infecciosos en especial, al virus
sincicial respiratorio que afecta a los nifos en sus primeros anos de vida. Los
prematuros constituyen una poblacion especialmente vulnerable, por lo que,
cualquier agresidon sobre el sistema respiratorio inmaduro tiene altas
probabilidades de generar patologia aguda grave y de tener consecuencias

deletéreas a largo plazo (6,7).

Por otra parte, la mejor atencion neonatal ha acrecentado el numero de recién
nacidos prematuros que sobreviven al periodo neonatal, lo que aumenté el
volumen de esta poblacion de alto riesgo. En Latinoamérica, el virus sincicial
respiratorio ocupa un lugar destacado, con altas tasas de prevalencia, como en el
resto del mundo



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la frecuencia del virus sincicial respiratorio en la displasia
broncopulmonar en recién nacidos prematuro como factor que exacerba dicha

patologia?



ANTECEDENTES

La displasia broncopulmonar fue originalmente descrita por Northway en 1966,
como nifos que desarrollaban falla respiratoria cronica y cambios radiolégicos
después de la prolongada ventilacibn mecanica. El dafio pulmonar fue atribuido
principalmente a uso agresivo de la ventilacion mecénica asi como a las altas
concentraciones de oxigeno inspiratorio. Sin embargo actualmente posterior a la
introduccién de esteroides prenatales, el uso post natal de surfactante y la menor
agresion de la ventilacibn  mecéanica la  presentacion es  diferente y la
supervivencia en prematuros extremos ha incrementado. (1,2) La presentacién
clinica y la gravedad se han modificado sustancialmente, en la actualidad
Bancalari y colaboradores en 1979 y 2002 la redefinen con criterios diagnésticos

MAas precisos.

La displasia broncopulmonar se caracteriza por severos cambios morfolégicos que
incluyen enfisema, atelectasia, fibrosis y marcadores de metaplasia escamosa
epitelial e hipertrofia del musculo liso en la via aérea y en la vasculatura pulmonar.
Se asocia a fracaso respiratorio severo, obstruccidon de la via aérea, hipertension

pulmonar y cor pulmonale. (2)

Displasia broncopulmonar se caracteriza por requerir oxigeno a los 28 dias de

vida o bien con 36 semanas post menstruales con una Fraccidn de oxigeno

inspiratorio FiO2 > o igual a 30%.

Patogénesis

En Estados Unidos De Norteamérica cerca de 500,000 recién nacidos son

prematuros, y 50,000 tienen un peso menor de 1500 gramos y cerca de 20,000



pesan menos de 1000 gramos y tienen una edad post natal de 32 semanas
menstruales o menos y ellos desarrollan displasia broncopulmonar. (2,3)

Los principales factores de riesgo incluyen prematurez, oxigenoterapia, ventilacion

mecanica, infeccion y conducto arterioso permeable (PCA).

La evidencia de que niveles elevados de oxigeno directo causan el desarrollo o el
empeoramiento de displasia broncopulmonar ello por la alteracién del balance de
oxidacién y reduce el glutation un gran antioxidante, de hasta 28 dias después de
su nacimiento y aumenta la mortalidad. (1,3)

El surfactante (agente natural) reduce la tensién superficial y minimiza el colapso
alveolar, sin embargo es deficiente en nifios con sindrome de distrés respiratorio y
el reemplazo del mismo ha incrementado la incidencia de displasia

broncopulmonar.

Factores implicados en la patogenia: entorno uterino, prematurez, infecciones o
inflamacion, liquidos, alteraciones vasculares, detencion del desarrollo, oxigeno,
factores genéticos, nutricion, ventilacidn mecanica, deficiencia o disfuncion del

surfactante. (1)

Hay evidencias que sugieren que la inflamacion es la responsable del dafo
pulmonar secundario a infecciones (no causal de la enfermedad), exacerbando la
severidad de la displasia broncopulmonar y los riesgos, entre ellos mencionamos a
los tipos virales como al VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR), descubierto
en un chimpancé en 1956; en 1957, Chanok lo aisl6 de un nifio que sufria
neumonia y lo denominé segun las imagenes sinciciales que se observaban en los
cultivos infectados. Breton fue el primero en describir el VSR en Francia, en 1961
en una epidemia de infecciones respiratorias en prematuros. (3)



Pertenece a la familia paramyxoviridae, se subdivide en dos subfamilias:

paramyxovirinae y pneumovirina.

Tienen una estructura muy similar. Los viriones son muy pleomorfos, con una
forma esférica, de 100-350 nm de diametro. Estan rodeados por una cubierta
lipidica derivada de la membrana citoplasmatica, recubierta de espiculas
glucoprotéicas que desempenan una funcién esencial en la infeccion celular y la

proteccién antivirica.

La cubierta cuenta con tres glucoproteinas (gp): gp G (proteina de fijacion), gp F
(proteina de fusion) y gp SH (pequena glucoproteina hidréfoba). La gp G es una
proteina de membrana de tipo 2 con la parte carboxiterminal externa y la parte
aminoterminal insertada en la particula. Su intensa glucosilacion podria
favorecer el acceso del virus a las células del epitelio respiratorio. La gp F es una
proteina de membrana de tipo 1 con la parte carboxiterminal interna; a ella se
debe la fusion entre la cubierta virica y la membrana citoplasmatica, la penetracion
intracelular del virus y la difusion tisular de la infeccion. La proteina de matriz M
recubre la cara interna de la cubierta y se conectaalavezalasgp Gy Fyala
nucleocapside virica. La nucleocapside es helicoidal, no esta segmentada, y
consta de una molécula de acido ribonucleico (ARN) monocatenario de 13-15 kb,
asociada a las proteinas N (nucleoproteina), P (fosfoproteina) y L (proteina
grande). La proteina M2-1, que acelera la transcripcion, también se encuentra en

la nucleocapside. (4,5)

El VRS afecta principalmente a las células epiteliales ciliadas del arbol respiratorio,
aunque también se ha demostrado que se infecta a los macrofagos, monocitos o

eosinéfilos.



Ciclo de multiplicacion

En las células infectadas, se detecta ARNm y proteinas viricas a partir de las 4-6
primeras horas. La sintesis de ARNm es maxima a las 12-16 horas y la de
proteinas hacia las 18-20 horas. Los nuevos viriones comienzan a detectarse 8-10
horas después de la infeccidn, y la producciéon es maxima al cabo de 24 horas. La
multiplicacion del virus afecta poco al funcionamiento celular. La sintesis de acido
desoxirribonucleico (ADN) y de ARN celulares se reduce a la mitad hacia la 18va

hora y la sintesis proteica se afecta poco. (4)

Epidemiologia

En zonas templadas, las infecciones humanas por VSR evolucionan en forma de
epidemias invernales anuales. En los nifos hospitalizados, la infeccion por el

VSR representa la epidemia principal. Los casos iniciales aparecen casi siempre
en octubre; la epidemia es maxima en diciembre, durante unas 4 semanas, y se

extiende por término medio durante 3-5 meses.

En los paises en vias de desarrollo, cada vez se estudia més la frecuencia y la
repercusion de las infecciones por VSR, es estacional y depende del clima. Por
ejemplo, en las regiones tropicales, en la India, Africa, Asia y en las islas del
Océano indico, la epidemia suele coincidir con las épocas de temperaturas mas
elevadas y/o con la estacion de las lluvias. Es el periodo en el que la poblacion,
sobre todo los nifos, se agrupa en recintos cerrados, lo que facilita la transmisién

del virus entre seres humanos. (4,5)

No obstante, en los nifios hospitalizados, la frecuencia de infeccion por VRS es
mas precisa durante las epidemias por VSR, las enfermedades respiratorias de los
lactantes y los nifnos pequenos corresponden la mayoria de las veces a la
primoinfeccion por el virus: casi siempre tiene lugar antes de los 5 afos, edad a



la que el 95% de los niflos tiene anticuerpos, y alrededor del 50% de los casos

afecta a ninos menores de 1 ano.

Las familias pueden tener contacto con este virus, y el 45% de sus miembros
pueden resultar infectados. El 25% de los nifios en edad escolar y el 3-5% de los
adultos sanos se reinfectan periédicamente por el VRS. Estas reinfecciones
desempenfan una funcion esencial en la difusiéon del virus entre seres humanos y

en la génesis de las epidemias.

Transmisién

El virus se transmite con gran facilidad a través de las secreciones respiratorias.
Los lactantes ingresados en los servicios de pediatria debido a una infeccién por
VSR eliminan muchos virus por via nasal, aunque sin alcanzar las cantidades que
se observan en la gripe. La excrecion virica comienza 2-3 dias después del
contagio y dura unos 10 dias. A menudo es muy dificil precisar el origen del
contagio por VSR de los pacientes hospitalizados, ya que existen muchas fuentes
posibles. La mucosa nasal y la conjuntival son la puerta de entrada habitual de la
infeccion. La infeccion puede transmitirse por contacto directo, por aerosoles de
particulas grandes emitidos durante el estornudo o los accesos de tos. También es
importante la transmisién directa del virus a través de las manos, el polvo y la ropa
del personal sanitario. EI VSR puede seguir siendo infeccioso alrededor de 30
horas en las superficies, una hora y media en los guantes y 30 minutos en las
batas de algodon. (5) La infeccidén hospitalaria por VSR aparece cerca de otro
paciente infectado o después del contacto con el personal sanitario o con un
miembro de la familia infectado.



Cuadro clinico

Es diverso de acuerdo a la edad, pero con respecto a recién nacido podemos
encontrar febricula, sibilancias y a la auscultacion revela roncus difusos,
estertores finos y sibilancias y radiolégicamente sin datos clinicos sugestivo. Sin
embargo, si la enfermedad progresa, incrementan las sibilancias y datos francos
de dificultad respiratoria caracterizada por aumento de la frecuencia respiratoria,
retracciones intercostales y subcostales, hiperexpansion de térax, inquietud y
cianosis periférica. Son signos de enfermedad grave y letal en potencia la cianosis
central, taquipnea con incremento importante de la frecuencia respiratoria por
minuto, inquietud y episodios de apnea. Y la auscultacion silenciosa por el escaso

intercambio de aire.

A nivel radiolégico cuando la enfermedad progresa podemos encontrar datos
como atrapamiento aéreo o hiperextension toracica, en el 50 al 80% de los
pacientes se observa engrosamiento peribronquial o neumonia intersticial y se
produce consolidacion segmentaria en el 10-25%. El derrame pleural se ve rara

vez 0 nunca.

En recién nacidos prematuros la respiracion periddica y los episodios de apnea

han sido signos comunes.

Papel del virus y la inmadurez pulmonar

El VSR se replica en principio en las células epiteliales nasales, y el titulo
infeccioso que se alcanza es de 104-106 TCID50/ml de secreciones nasales en
unos cuantos dias. La difusién de la infeccion nasal a los senos, al oido medio y a
las vias respiratorias inferiores (traquea, bronquios y bronquiolos) se hace a través
de las secreciones infectadas, y precisa de 1 a 3 dias. El virus puede difundirse

también de una célula a otra por fusién, sin paso extracelular.



Las lesiones pulmonares de las formas graves por VSR son iguales a las que se
encuentran con otros virus. Se observa necrosis y proliferacién del epitelio
bronquiolar y destruccién de las células cilindricas ciliadas. Se forma un infiltrado
peribronquiolar constituido por linfocitos, macréfagos y células plasmaticas. La
infiltracion edematosa de la submucosa y del tejido intersticial, la hipersecrecion
de moco, la descamacién de restos celulares y la llegada de células inflamatorias
contribuyen a obstruir los bronquiolos y los alvéolos, lo que causa la obstruccién o
la distensién de la parte distal de las vias respiratorias. En los casos en los que se
desarrolla una neumonia, la pared alveolar aumenta de grosor con el infiltrado
de células mononucleadas y el alvéolo sellena de exudado. Por lo general,

estas lesiones se distribuyen en manchas, incluso cuando la afectacion es difusa.

Se observan lesiones graves, con zonas de consolidacion o de enfisema que
pueden englobar el 70% de los Iébulos afectados o todo el pulmén. En el epitelio
bronquial, el virus se replica en las células ciliadas y en las no ciliadas provocando
una intensa alteracion ciliar, formacién de sincitios, necrosis y descamacion. Estas
lesiones se encuentran en la nariz, la traquea y los bronquios. En el alvéolo se
infectan los neumocitos de tipo | y sobre todo de tipo II; los linfocitos y los
neutrofilos se acumulan en la regidén subepitelial, y las luces bronquiales y
alveolares se llenan de un exudado formado por moco, células epiteliales,
linfocitos, neutréfilos y macréfagos. La asociacion frecuente de neutréfilos con las
células infectadas sugiere que desempefan una funcion destacada en la
respuesta inflamatoria precoz. Las lesiones inducidas por el virus se resuelven al
cabo de 10-30 dias.

Las lesiones del epitelio y de los cilios inducidas por el virus son un componente
esencial de la patogenia. La inmadurez pulmonar acentia la obstruccidon
bronquiolar. La obstruccion respiratoria se favorece por el reducido diametro
bronquial y los valores bajos de la conductancia, sobre todo si hay una produccién
excesiva de formas viricas filamentosas. Ademas, la intensidad de la proliferacion



virica y su extension a las vias respiratorias inferiores esta facilitada porque hay
poca produccién o ninguna inmunoglobulina (Ig) G contra las glucoproteinas G y
F.

Respuesta inflamatoria a la infeccion por el virus sincicial respiratorio

La infeccion se caracteriza por una reaccion inflamatoria intensa, por linfocitos y
eosindfilos, que puede atribuirse a una disfuncion del equilibrio Th1-Th2, con una
respuesta Th2 excesiva. La respuesta celular precoz a la primoinfeccidn virica se
caracteriza por la llegada al pulmén de neutrdfilos, cuya actividad seria la principal
causa de los signos clinicos respiratorios. De este modo, llegan pocos eosindéfilos
al pulmoén, y los dos tipos celulares (polimorfonucleares y eosinéfilos) contribuyen
a la reaccion inflamatoria y a las lesiones tisulares. Los polimorfonucleares que
se dirigen a los bronquios infectados y las quimiocinas proinflamatorias pueden
causar la destruccion directa de las células infectadas, lo que favorece la
eliminacién del virus, pero dana también los tejidos. Los polimorfonucleares liberan
asi mismo enzimas proteoliticas y, en el caso de los eosindfilos y de los basdbfilos,
efectores solubles como los leucotrienos (3,4). Pueden detectarse citocinas
proinflamatorias en las secreciones respiratorias y el lavado broncoalveolar de
pacientes infectados por el VSR. Tres de las citocinas que mas se detectan (IL-8,
RANTES y MIP-1a [proteina inflamatoria de macréfagos 1a]) estan implicadas en
la atraccidn y el reclutamiento de polimorfonucleares y eosinéfilos.

Prevencién

La parte esencial de la prevencion de las infecciones por VSR, se basa en una
serie de medidas generales de higiene orientadas a evitar la exposicion de los
lactantes pequeros a la contaminacion en la familia, la consulta del médico y

los hospitales. El control de la difusion de la infeccidn viral a los lactantes se basa



en unas medidas sencillas de higiene: lavado de las manos, evitar los contactos
con nifos pequenos o personas acatarradas. Debido a la gravedad de las
infecciones por el VSR deben adoptarse medidas estrictas de prevencidon en los
servicios que alberguen a estos pacientes: deteccion rapida de la infeccion,
aislamiento de los enfermos, lavado de las manos, uso de guantes y de
mascarillas, prohibiciéon de las visitas de nifios pequenos, alejamiento del personal
asistencial acatarrado, etcétera (4,5).

Tratamiento antiviral

La ribavirina es un analogo nucleosidico que se ha propuesto para el tratamiento
de las infecciones por VSR. Tiene una actividad antiviral demostrada en cultivo
frente al VSR y los VPIh, asi como en la infecciéon experimental por VSR en la rata.
Su mecanismo de accion antiviral aun sigue sin conocerse con detalle. Existen
pocos datos sobre las dosis eficaces (DI50 y DI90) de la ribavirina in vitro.
También se ha descrito que la ribavirina podria favorecer una respuesta antiviral al
activar los linfocitos T y reducir la producciéon de IgE anti-VRS. El farmaco se
administra por aerosol, mediante una tienda, una mascarilla o con ventilacién
mecanica, durante 12-18 horas al dia a lo largo de 3-7 dias, con una dosis total de
15 mg/kg/dia (5,6).

Algunos estudios demuestran, por ejemplo, que el tratamiento reduce la duracién
de la ventilacién asistida y de la hospitalizacién, aunque en muchos estudios
publicados los resultados  no tienen significacion estadistica. Ademas de la
ribavirina, otras moléculas pueden bloquear las etapas precoces de la
multiplicacion viral (adhesion, penetracidén y descapsidacion) o la transcripcion y la
replicacion del ARN viral. Entre ellas, una nueva clase interesante de farmacos
anti-VRS es la de los inhibidores de la proteina F, que bloquean la entrada del
virus en las células. La molécula VP 14637 de ViroPharma, por ejemplo, es un

inhibidor de la proteina F que es 40.000 veces mas activa que la ribavirina.



Cuando se administra por aerosol, el producto es eficaz in vivo en la infeccién
experimental de la rata del algoddn. La molécula 233675 de Bristol-Myers Squibb,
administrada por via oral a ratones infectados reduce de forma significativa el titulo

viral en el pulmon.

Entre los anticuerpos anti-VSR con actividad neutralizante, el palivizumab tiene
una propiedad original e interesante. Previene la inflamacion neurdgena de las
vias respiratorias cuando se administra de forma local justo antes o en el preciso
comienzo de la infeccién experimental de las ratas. Una administracion muy
precoz en nifos infectados podria evitar una inflamacién neurégena persistente
(5,7,9). Los primeros estudios mostraban que la inyeccién intravenosa de
anticuerpos neutralizantes anti-VSR, en los lactantes de riesgo hospitalizados,
reducia la replicacion viral al igual que la ribavirina, pero mejoraba poco la

evolucion clinica inmediata.

Como ya se ha comentado, disminuir la replicacion viral mediante la utilizacion de
la ribavirina o de anticuerpos especificos no es suficiente para mejorar el estado
clinico de los nifos que presentan una infeccion grave por VSR. Por tanto, se han
realizado ensayos clinicos sobre la utilizacion de surfactante o de sustancias que
modifican la produccién de citocinas inflamatorias. Por ejemplo, la administracion
intranasal de interferén-2a a voluntarios infectados por el VSR reduce de forma
significativa la duracién y la intensidad de las manifestaciones clinicas. No
obstante, en el caso del interferébn (algunas cepas son resistentes a esta
sustancia), al igual que sucede con todos los demas ensayos terapéuticos del

mismo tipo, los resultados no han sido convincentes hasta el momento.

El estudio aleatorizado, controlado y con doble enmascaramiento PREVENT,
realizado en 510 lactantes que fueron prematuros o afectados por una displasia
broncopulmonar demuestra que la inyeccidon intravenosa mensual de
inmunoglobulinas anti-VRS reduce un 41% la tasa de sus hospitalizaciones
debidas a infeccion por el VSR y la frecuencia de las formas graves. Esta



estrategia profilactica, que no esta disponible en todos los paises, tiene el
inconveniente de requerir una via venosa y de utilizar las inmunoglobulinas, que
son hemoderivados humanos, con los que existe un riesgo residual teérico de

transmitir un agente patégeno, a pesar de los procedimientos de inactivacién (5,8).

El anticuerpo monoclonal humanizado (IgG1) palivizumab, dirigido contra la gp F
de los VRS Ay B, no posee este inconveniente. Durante el invierno de 1996-1997,
1.502 lactantes que fueron antiguos prematuros o afectados por una displasia
broncopulmonar se distribuyeron de forma aleatoria para recibir 5 inyecciones
intramusculares de palivizumab (15 mg/kg) o placebo cada 30 dias (8). La
profilaxis con palivizumab redujo un 55% la hospitalizacién debida a una infeccién
por el VRS: 10,6% con placebo frente a 4,8% con palivizumab, y la reduccién
alcanzé el 78% en los antiguos prematuros: 8,1% con placebo frente a 1,8% con
palivizumab, y un 39% en los casos de displasia broncopulmonar: 12,8% con
placebo frente a 7,9% con palivizumab (5,9).

En Francia, las condiciones actuales de la prescripcién y de tratamiento con el

palivizumab son las siguientes:

* Nifios menores de 6 meses de edad al principio del periodo epidémico, nacidos
con una edad gestacional menor o igual a 32 semanas y con un riesgo especial,
debido a las secuelas respiratorias cuya gravedad se manifiesta por una oxigeno
dependencia superior a 28 dias en el periodo neonatal,

» Niflos de 2 afos de edad al principio del periodo epidémico, nacidos con una
edad gestacional inferior 0 igual a 32 semanas y con un riesgo especial, debido a
las secuelas respiratorias cuya gravedad se manifiesta por una oxigeno
dependencia superior a 28 dias en el periodo neonatal, que han necesitado un
tratamiento por displasia broncopulmonar en los ultimos 6 meses.

» Nifos menores de 2 afos que presentan una cardiopatia congénita con

repercusion hemodinamica.



OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL:

Determinar la frecuencia mediante tamizaje por medio del BD directigen EZ; test
de inmunoandlisis cromatografico rapido para la deteccidn directa y cualitativa del
antigeno del virus sincicial respiratorio en la displasia broncopulmonar en recién
nacidos que cumplen con criterios para displasia broncopulmonar durante su
estancia en la unidad de cuidados intensivos neonatal vy justificar el tratamiento
especifico etiolégico viral en los recién nacidos prematuros, como parte de el
decremento de la incidencia y tiempo de estancia hospitalaria, asi como las

complicaciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e reconocer la incidencia de displasia broncopulmonar asociada a virus
sincicial respiratorio.
e determinar la incidencia del virus sincicial respiratorio de acuerdo a peso al
nacimiento y dias de estancia intrahospitalaria.
e Identificar la frecuencia entre infeccidbn por virus sincicial respiratorio y

displasia broncopulmonar agudizada.



HIPOTESIS

Hipotesis real
e La infeccion por virus sincicial respiratorio exacerba la displasia
broncopulmonar en recién nacidos con prematurez extrema, durante

su estancia en la unidad de cuidados intensivos.

Hipotesis alterna
e La incidencia por virus sincicial respiratoria es baja en recién nacidos
con displasia broncopulmonar, durante su estancia en la unidad de
cuidados intensivos neonatales en el hospital Juarez de México.

Hipotesis nula
e No existe relacibn entre virus sincicial respiratorio y displasia
broncopulmonar durante la estancia en la unidad de cuidados
intensivos neonatales en el Hospital Juarez de México



TAMANO DE LA MUESTRA

Se realiza en 30 pacientes con displasia broncopulmonar el analisis directigen EZ

RSV (para la deteccion directa del virus sincitial respiratorio), durante su estancia

en la unidad de cuidados intensivos en el Hospital Juarez de México durante 8
meses (01 de marzo de 2008 a 31 de octubre de 2008).

DISENO METODOLOGICO

DISENO DEL ESTUDIO: prospectivo, longitudinal.

CRITERIOS DE INCLUSION Y DE NO INCLUSION PARA EL ESTUDIO

Criterios de inclusién:

Recién nacido pretérmino, con diagnostico clinico de displasia
broncopulmonar, nacidos en el Hospital Juarez de Meéxico con
estancia intrahospitalaria durante el periodo comprendido del 1ro de
marzo de 2008 al 31 de octubre de 2008 en la unidad de cuidados
intensivos neonatales del Hospital Juarez de México. (Previo

consentimiento informado)

Criterios de no inclusién:

Nifos con criterios de inclusién que los padres no hayan consentido
su inclusion en el estudio.
Nifos con criterios de inclusién que fallezcan posterior a su primer

mes de vida.



Criterios de exclusion:
e Recién nacidos con criterios de inclusiébn que no requieran una
fraccién inspirada de oxigeno como minimo del 30% al llegar al dia
28 o bien a las 36 semanas post menstruales.
e Recién nacidos incluidos en el estudio que los padres decidan
retirarlo del estudio.
e Recién nacidos que incluidos fallezcan durante su estancia

hospitalaria

LUGAR Y DURACION

Servicio de Neonatologia, Hospital Juarez de México

Datos recopilados de expedientes clinicos y durante la toma de muestreo en un
periodo de 10 meses del 01 de marzo de 2008 al 31 de octubre de 2008.

MATERIAL Y METODOS

Material: andlisis directigen EZ RSV en secreciones nasofaringeas

Métodos: Se realiza en el Hospital Juarez de México, en el servicio de
neonatologia en la unidad de cuidados intensivos neonatales, en el cual se
incluyen 30 pacientes con previo diagnostico de displasia broncopulmonar

(cumplen con criterios)



ESTUDIOS DE LABORATORIO

BD directigen EZ VSR (para la deteccién directa del virus sincitial respiratorio
VSR)

El andlisis directigen EZ VSR es un inmunoanalisis cromatografico rapido para la
deteccion directa y cualitativa del antigeno del virus sincitial respiratorio (VSR) en
muestras de lavados nasofaringeos, aspirados nasofaringeos, torundas
nasofaringeas y torundas/lavados nasofaringeos de pacientes en los que se
sospecha una infeccion respiratoria de etiologia viral. Este analisis esta disefiado
para uso diagndstico in vitro para facilitar el diagnéstico de las infecciones por el
virus sincitial respiratorio en pacientes neonatales y pediatricos menores de 20

anos.

Los métodos tradicionales para la deteccion de los virus respiratorios han sido el
cultivo celular y el analisis de anticuerpos por fluorescencia directa (DFA). Mas
recientemente se ha demostrado la utilidad de la reaccién de cadena polimerasa
(PCR) para la deteccién de virus respiratorios, incluido el VSR. Se dispone del
enzimoinmunoandlisis (EIA) y de sistemas manuales rapidos para virus
especificos como los virus de la gripe Ay B y el VSR. Las pruebas rapidas
permiten un diagnédstico precoz, lo cual posibilita el aislamiento y el tratamiento
apropiados de los pacientes para prevenir la diseminacién intrahospitalaria de
infecciones a pacientes con alteracion de las funciones cardiacas, respiratorias o
inmunoldgicas. Ademas, las pruebas rapidas facilitan la eleccion del tratamiento

antirretroviral adecuado.

Las muestras recogidas con mayor frecuencia para el analisis del VSR son los
lavados nasofaringeos, aspirados y torundas.

La prueba de deteccion de antigenos Directigen EZ VSR es un andlisis

cromatografico para detectar antigenos del VSR en diversas muestras de



pacientes con sintomas, la velocidad y el rendimiento del analisis directigen EZ
VSR permite su aplicacion como prueba de urgencia para la deteccién de
antigenos del VSR, ya que proporciona informacién rapida relevante para la

intervencidn antiviral y para otras decisiones clinicas o de soporte.

Principios del procedimiento

El andlisis directigen EZ VSR es un analisis cromatografico para detectar
cualitativamente antigenos del VSR en muestras respiratorias. Al anadir las
muestras recogidas al dispositivo de analisis, los antigenos A y/o B del VSR se
unen al conjugado anticuerpo oro coloidal de la tira reactiva y forman un complejo
antigeno anticuerpo. Este complejo se desplaza a través de la tira reactiva hasta el
area de reaccién y es atrapado por la linea de anticuerpo anti VSR de la
membrana. El conjugado sobrante se une a una segunda linea constituida por
antigeno del VSR desactivado que sirve como control funcional. Un resultado
positivo se indica con la aparicién de dos lineas de color morado rojizo en la
ventana de lectura, una junto a la “T” (test, analisis) y otra junto a la “C” (control).
La ausencia de una linea de color morado rojizo junto a la “T” y la presencia de
una linea de color morado rojizo junto a la “C” indican un resultado negativo. El
analisis se considera no interpretable si no hay una linea morada rojiza visible

junto a la “C”.

Advertencias y precauciones

Para uso diagndstico in vitro

1.- el reactivo de control positivo del VSR y la linea de control del dispositivo BD
VSR han sido preparados a partir de células infectadas con el VSR en cultivo
tisular que han sido desactivadas mediante tratamiento con un detergente y

sonicacién y posteriormente analizadas mediante procedimientos bioanaliticos.



2.- no utilizar el kit si los controles positivos y negativos no producen los resultados
adecuados.

3.- en las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como los
virus de la hepatitis y el virus de la inmunodeficiencia humana. Para la
manipulaciéon de todos los elementos contaminados con sangre u otros liquidos

corporales deben seguirse las “precauciones estandar” y las directrices del centro.

4.- No utilizar los componentes del kit después de la fecha de caducidad.

5.- No mezclar reactivos de kits que tengan diferentes nimeros de lote. No

reutilizar el dispositivo.

6.- Los reactivos contienen azida sodica, que es nociva por inhalacion, por
ingestién y en contacto con la piel. El contacto con acidos libera un gas muy

toxico.

Conservaciéon y manipulacién

Los kits pueden conservarse a una temperatura de 2c a 30c. No congelar, los

reactivos y dispositivos BD VSR deben estar a temperatura ambiente al utilizarlos

para el andlisis.

Toma y preparacion de las muestras

Transporte y conservacién de las muestras: transportar muestras recogidas al

laboratorio con la mayor rapidez posible en un sistema de transporte de liquidos
adecuado. Procesar las muestras lo antes posible después de la recogida. En



caso necesario, las muestras pueden conservarse a una temperatura de 2 a 8c
durante un maximo de 72hrs o a -20c durante un maximo de siete dias después
de la recogida.

Es esencial seguir los métodos correctos de recogida de las muestras. No
centrifugar las muestras antes de su uso con el analisis Directigen EZ VSR, ya que
la eliminacién del material celular afectara adversamente a la sensibilidad del

andlisis.

Toma y preparacion de las muestras

Se ha demostrado que las muestras de lavados y aspirados nasofaringeos son
superiores a las torundas nasofaringeas, por lo que constituyen las muestras de
eleccidn. Las muestras aceptables para el analisis con Directigen EZ VSR son las
muestras de lavados nasofaringeas, aspirados y torundas.

Procedimientos para muestras de lavados nasofaringeos y torundas/ lavados

1.- se recomienda usar volumenes de muestras de 2 a 3ml.
2.- deben evitarse los volimenes de lavado excesivos, ya que podrian causar una
disminucién de la sensibilidad.

3.- procesar la muestra como se describe previamente.

Procedimientos para las torundas nasofaringeas

1.- las muestras de torundas pueden afadirse a un volumen de 350ul a 2ml de

medio de transporte.

2.- agitar en un mezclador tipo vortex la torunda y el medio de transporte



3.- eliminar de la torunda la mayor cantidad de liquido que sea posible.

Procedimiento para la muestras de aspirados nasofaringeos

1.- las muestras pueden dispersarse en un volumen de 1ml a 3ml de medio de

transporte o solucion salina antes del procesamiento

2.- procesar la muestra tal como se describe.

Procedimiento

Procedimiento de andlisis

Los reactivos, las muestras y los dispositivos BD VSR deben estar a
temperatura ambiente (15 a 30c) al utilizarlos para el analisis.

Mezclar a conciencia todas las muestras antes de extraer una parte
alicuota. No centrifugar las muestras antes de su uso con el andlisis de
directigen EZ VSR, ya que la eliminacion del material celular afectara
adversamente a la sensibilidad del analisis.

Para garantizar una transferencia apropiada, los tubos DispensTube y los
frascos de reactivos, deben mantenerse en posicion vertical
(aproximadamente a 2.5cm del pocillo de muestras del dispositivo BD VSR
o del tubo DispensTube) mientras se transfiere el contenido de gota en

gota, de forma rapida.

1.- Extraer un dispositivo BD VSR de su envase justo antes de su uso.

2.- Etiquetar un dispositivo BD VSR y un tubo DispemsTube para el control o la

muestra que se va a analizar



3.- Colocar el tubo DispensTube etiquetado en el area de la estaciéon de trabajo o
la gradilla asignada
4.- Mezclar suavemente mediante inversion el reactivo E de extraccion. Dispensar
tres gotas en el tubo DispensTube. Mantener el frasco del reactivo en posicion
vertical (aproximadamente a 2.5cm del tubo Dispens tube) mientras se dispensan
las gotas.
5.- Mezclar a conciencia la muestra o control y procesarlo tal como se describe a
continuacion:

a. Para las muestras:

1.- Agitar en el mezclador tipo vortex o mezclar a conciencia la muestra

2.- Pipetear 250ul de muestra en el tubo DispensTube

b.- Para los controles:

1.- Mezclar suavemente los viales de control positivo y de control negativo

2.- Anadir seis gotas de control positivo al tubo Dispenstube
correspondiente.

3.- Anadir seis gotas de control negativo al tubo Dispenstube
correspondiente.
6.- Insertar una punta DispensTube en cada tubo DispensTube
7.- Agitar en el mezclador tipo vortex o mezclar a conciencia.
8.- Invertir el tubo DispensTube y sujetandolo por la mitad superior lejos de la
punta, presionar para dispensar suavemente tres gotas de la muestra extraida en
el pocillo de la muestra BD RSV que tenga la etiqueta correspondiente.
9.- Leer los resultados a los 15 minutos o hasta un maximo de 60 minutos. Los
resultados positivos pueden informarse ya a los 5 minutos siempre que las lineas

de analisis y de control estén sensibles.



Control de calidad

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional, a los requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos
estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar la norma
EP 12-A del CLSI y la norma 42 CFR 493.1202 como guia para las préacticas de
control de calidad adecuadas.

Cada dispositivo BD VSR contiene controles incorporados. Las caracteristicas de

control incorporadas son:

Control interno; la aparicion de una linea de control de color morado rojizo
proporciona un control antigénico interno (control interno positivo) que sirve como
comprobacién del reactivo para el conjugado y el anticuerpo de captura, asi como
garantia de que el flujo capilar ha sido suficiente. La ausencia de esta linea indica

un analisis no interpretable.

Control de la membrana de analisis (control interno negativo); la superficie de la
membrana no reactiva situada alrededor del control interno positivo y las lineas de
analisis contrastan con una reaccion positiva y, por lo tanto, sirve como referencia

basal para la interpretacion del color de la reaccion.

Interpretacion de los resultados

Analisis positivo (presencia de antigenos): aparece una linea visible de
color morado rojizo en la ventana de lectura junto a la “T” (analisis) y una linea de
color morado rojiza junto a la “C” (control). Esto indica que se detectaron
antigenos del VSR en la muestra. El area de fondo debe ser de color entre blanco

y rosa claro.



Analisis negativo (no se ha detectado antigenos): no se observa una linea
de color morado rojizo junto a la “T” (andlisis). Esto indica que no se detectaron
antigenos del VSR en la muestra. Una linea de color morado rojizo junto a la “C”
(control) indica un rendimiento adecuado del procedimiento de analisis y de los

reactivos. El area de fondo debe ser de color blanco y rosa claro.

Analisis no interpretable: si no aparece una linea de color morado rojizo
junto a la “C” (control) o el color de fondo interfiere con la interpretacion de la linea
de analisis o de control, el andlisis no es interpretable. Si el analisis no es
interpretable, de repetirse, debe obtenerse y analizarse una nueva muestra o debe
enviarse la muestra al laboratorio clinico para la realizacion de un aislamiento en

cultivo.

Limitaciones del procedimiento

1.- El analisis Directigen EZ VSR es capaz de detectar particulas del VSR viables
y no viables. El rendimiento del analisis Directigen EZ VSR depende de la carga
antigénica y podria no tener correlacidon con un cultivo tisular realizado con la
misma muestra. Con este analisis no puede determinarse la etiologia de las

infecciones respiratorias causadas por otros microorganismos distintos al VSR.

2.- La toma inadecuada de la muestra, la manipulacién o transporte inapropiados
de la muestra y niveles bajos de la siembra viral pueden producir un resultado
falso negativo. Por consiguiente, un resultado negativo del analisis no excluye la
posibilidad de una infeccién por el VSR. Como con cualquier procedimiento
diagnéstico, los resultados obtenidos con el analisis Directigen EZ VSR deben
utilizarse junto con otros datos clinicos de los que se disponga el médico.

3.- En los inmunoensayos cromatograficos, es mas probable que sean falsos

positivos las lineas débilmente visibles que las lineas intensamente visibles. Como



con cualquier procedimiento diagnéstico, los resultados obtenidos con el analisis
Directigen EZ VSR deben utilizarse junto con otros datos clinicos de los que
disponga el médico.

4.- No se ha comprobado la validez del analisis Directigen EZ VSR para la
identificacién o confirmacidén de cepas aisladas en cultivos titulares, por lo que no
debe utilizarse con esta finalidad.

5.- El contenido del medio de transporte empleado debe revisarse con atencién
para determinar si contiene gelatina, los resultados se deben leer a los 15 minutos.
Si la lectura se realiza después de este plazo, pueden aparecer lineas poco claras
en la posicién de andlisis (T) de la ventana de la lectura.

6.- El medio de Amies en gel cultura Swab plus no es compatible con el analisis
Directigen EZ VSR. La conservacion de las muestras en este medio puede causar
con el tiempo un resultado falso positivo.

7.- No se ha estudiado la reactividad cruzada de este ensayo con el

metaneumonirus humano.

8.- Los anticuerpos monoclonales pueden no detectar todas las variantes

antigénicas o las nuevas cepas del VSR.

9.- El andlisis Directigen EZ VSR no se ha evaluado con un numero suficiente de
muestras de las vias respiratorias inferiores, torundas nasales inferiores, torundas
nasales faringeas y torundas faringeas para estimar las caracteristicas de

rendimiento del analisis con estos tipos de muestras.



Hoja de captacién de datos

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
SERVICIO DE NEONATOLOGIA

PROTOCOLO; frecuencia del virus sincicial respiratorio en los pacientes con
displasia broncopulmonar en la unidad de cuidados intensivos neonatales.

Nombre del recién nacido expediente

Sexo fecha de nacimiento cunero
Fecha de ingreso fecha de toma de muestra
Peso al nacer edad gestacional

SA al nacer tiempo de ventilacion

Diagnosticos:

Displasia broncopulmonar: tipo de ventilacién

FiO2(muestra) ,Sintomas respiratorios (sibilancias)

Tratamiento

Elaboré:
Dra. Judith Sanchez Rodriguez



RESULTADOS

Se realizo estudio prospectivo en el Hospital Juarez de México, en la unidad de
cuidados intensivos neonatales en 30 pacientes durante 01 de marzo de 2008 al
31 de octubre de 2008, en pacientes que cumplieron criterios de displasia
broncopulmonar, a los cuales se les realizo test Directigen EZ (deteccidn del virus
sincicial respiratorio) en secreciones traqueales, como factor que influye en la
displasia broncopulmonar y la necesidad de tratamiento especifico para virus
sincicial respiratorio en caso de obtener una incidencia alta, y asi evitar este factor.

Se tomaron muestras de 30 pacientes de estos 9 masculinos y 21 femeninos, los
cuales tuvieron como caracteristica prematurez con edades gestacionales
calculadas al nacer (de acuerdo a caracteristicas fisicas; Ballard o Capurro) de 26
semanas a 33.4 semanas con una media de 29.6 semanas. Con una estancia de
34 hasta 79 dias con una media de 54 dias en la unidad de cuidados intensivos y
con un peso al nacer de 700g a 1500g con un promedio de 11459 y con Apgar al
nacer calificado con escala de 1-10 al minuto y 5 minutos, con una media 5.8 y 7.9
respectivamente. Se reportan de estos 30 pacientes, patologias agregadas como
sindrome de dificultad respiratoria en 23 pacientes, sepsis en 12 pacientes,
ruptura prematura de membranas 11 pacientes, hiperbilirrubinemia multifactorial 8

pacientes, asfixiados 5 pacientes, cardiopatias congénitas 3 pacientes.

Sin embargo, cabe sefalar que la muestra no se tomo de forma inmediata al nacer
sino al cumplir con los criterios para ser diagnosticados con displasia
broncopulmonar de lo cual llama la atencion que 26 de 30 pacientes habian sido
manejados con ventilacion fase lll (mecanica), y 4 de 30 con fase Il (presion

positiva continua de la via aérea (CPAP), a los cuales se les aplico surfactante a
16 pacientes, y cuando se tomaron las muestras aun tenian un porcentaje de

fraccion inspiratoria de oxigeno 2 pacientes al 50%, 9 pacientes con 40%, 8



pacientes con 35%, 7 pacientes al 31%, y 4 pacientes al 28%. Y cuando se aplico
el test solo 4 de 30 pacientes fueron positivos (13.3%).
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CONCLUSION

Haciendo especial énfasis en los pacientes con test positivo; el primero masculino,
con una edad gestacional de 28.0 semanas, peso al nacer 770 gramos, apgar 3-
6, durante su estancia se manejé con fase Ill de ventilacion, y cuando se tomé la
muestra con fraccién inspiratoria de oxigeno del 35%, al cual se le aplicé
surfactante, con una edad gestacional corregida 38.4, y estancia hospitalaria
hasta ese momento de 74 dias y un peso de 1400 gramos. El segundo paciente
femenino, con edad gestacional 29 semanas, pes6 al nacimiento 1170 gramos,
apgar 5-8, con fase Il de ventilacion, y al tomar el test con una fraccion inspiratoria
de oxigeno del 50%, con una edad gestacional corregida de 37.5 semanas y una
estancia hospitalaria hasta el momento de 61 dias y un peso de 1650 gramos. El
tercer paciente masculino de 27 semanas de gestacion con un peso de 850
gramos, y apgar 7-8, durante su estancia manejado con ventilacion fase lll, al
tomar el test con una fraccién de oxigeno inspiratoria del 40% al cual se le aplico
dosis Unica de surfactante y con edad corregida de 34.6 y con 55 dias de estancia
hospitalaria con un peso de 1250 gramos. El cuarto paciente femenino de 26
semanas de edad gestacional, con un peso de 700 gramos, con apgar 6-8, tratado
con fase lll de ventilaciéon, y al tomar el test con una fraccidén inspiratoria de
oxigeno del 40%, se le aplico dosis de surfactante, con una edad gestacional

corregida de 35.2, con una estancia hospitalaria hasta ese momento de 60 dias.

Estos pacientes fueron positivos en estaciones del ano con poca afluencia del
virus, por lo cual no podemos decir que no influy6 en el resultado. Sin embargo

son pacientes con larga estancia hospitalaria.

Concluimos que en nuestra muestra, el virus sincicial respiratorio tiene una baja
incidencia en los pacientes con displasia broncopulmonar como factor de riesgo y
que pese a que los pacientes con test positivo fueron de predominio prematuros

con peso extremadamente bajo al nacer, y con ventilacion mecanica, asi como



con una estancia hospitalaria mayor a 55 dias no es absoluto para tener virus
sincicial respiratorio, por ende hasta el momento no se justifica el tratamiento del
mismo. Se sugiere realizar control con una muestra mayor y tal vez corroborarlo
con la estacién del ano para poder predecir si esto influye de forma absoluta, o

son otros factores los involucrados.

En estudios multicéntricos realizados en siete centros clinicos durante 2001- 2002
del virus sincicial respiratorio. Los centros clinicos estaban ubicados en Canada y

en diversos centros de Estados Unidos.

Todas las muestras tomadas conforme al procedimiento de cada laboratorio. Cada
muestra fue evaluada mediante el andlisis Directigen EZ RSV vy cultivo celular,
para el cultivo celular se inoculd una parte de la muestra en las estirpes celulares
apropiadas para aparicion de efectos citopaticos en las células. Se confirmo la
presencia del virus sincicial respiratorio en las células infectadas mediante tincidén
inmunofluorescentes. Las muestras sin efectos citopaticos a los 14 dias se tifieron
para la confirmacion del resultado negativo mediante tincion inmunofluorescente

especifica de la especie.

Se evalué con el andlisis Directigen EZ RSV un total de 1176 muestras de lavados
nasofaringeos, aspirados nasofaringeos, torundas nasofaringeas y torundas/
lavados nasofaringeas de pacientes con sospecha de infeccién por el virus

sincicial respiratorio.

Para todas las muestras evaluadas, la sensibilidad y especificidad globales del
andlisis Directigen EZ RSV para el virus sincicial respiratorio en comparaciéon con
el cultivo fueron del 80% y el 91%, respectivamente.



Cultivo /EZ

Tipo de|n +/+ -+ +/- -/- | Sensibilidad Especificidad
muestra (%) (%)

Lavado 348 129 29 19 171 87.2 85.5
nasofaringeo (80.7-92.1) (79.8-90.1)
Aspirado 401 90 24 27 260 76.9 91.6
nasofaringeo (68.2- 84.2) (87.7- 94.5)
Torunda o160 28 6 11 115 71.8 95.0
lavado (55.1-85.0) (89.7-98.2)
Torunda 267 20 20 10 217 66.7 91.6
nasofaringea (47.2-82.7) (87.3- 94.8)

(+) VSR positivo, (-) VSR negativo

Setenta y nueve muestras tuvieron un resultado negativo en el cultivo y un
resultado positivo en el analisis Directigen EZ RSV. Se realizé un analisis de PCR
en 73 de las 79 muestras; de ellas, 46 tuvieron un resultado positivo mediante
PCR.

Los resultados positivos en el analisis Directigen EZ RSV se distribuyeron en un
intervalo de lineas desde débilmente visibles a intensamente visibles. De las 70
muestras con un resultado positivo en el andlisis Directigen EZ RSV con lineas
débilmente visibles, 39 tuvieron un cultivo positivo y un total de 58 tuvo un
resultado positivo con uno o0 mas métodos (es decir, cultivo o PCR). De las 170
muestras con un resultado positivo en el andlisis Directigen EZ RSV con lineas
visibles, 140 tuvieron un cultivo positivo y un total de 166 tuvo un resultado positivo
con uno o mas métodos (es decir, cultivo o PCR). De las 106 muestras con un
resultado positivo en el analisis Directigen EZ RSV con lineas intensamente
visibles, 98 tuvieron un cultivo positivo y un total de 106 tuvo un resultado positivo
con o0 uno 0 mas métodos.
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