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INTRODUCCION

Una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad, especialmente
en determinados grupos de edad, la
consituyen los procesos respiratorios
agudos, los cuales, si bien son gene-
ralmente benignos en los adultos y jo-
venes, son potencialmente graves en
los nifios y cn los ancianos, edades en
que se registran eclevadas tasas de
mortalidad a consecuencia de dichas
afecciones.

En la edad infantil Jas estadisticas
europeas muestran que las infecciones
respiratorias agudas significan la 2.2
causa dec mortalidad en los menores
de un afo, superadas tan sdlo por la
prematuridad y, en algunos casos, por
las malformaciones congénitas. En Es-
pafia, més concretamente en Barcelo-
na, las estadisticas de mortalidad in-
fantil correspondiente al afio 1966
aportaron exactamente los mismos da-
tos.

En edades avanzadas, las afeccio-
nes respiratorias agudas act@ian como
desencadcnante de la mayoria de pro-
cesos que se registran como causas
de muerte en las estadisticas, como
la insuficicncia cardiaca, el cor pulmo-
nale, y la bronquitis crénica. Asi en
1965 se registraron en Inglaterra
14.000 defunciones por infecciones
respiratorias agudas y sus complica-
ciones, €l 75 % de las cuales se pro-
dujeron en individuos de mas de 60
afios. Por lo que a nuestro pais res-
pecta, en 1966 el 63 % de todas las
defunciones ocasionadas por afeccio-
nes respiratorias agudas registradas en
Barcelona, afecté igualmente el grupo
de mas de 60 afios de edad.

La morbilidad de estas infecciones
es asimismo muy elevada, ya que ca-
da individuo puede sufrir de 2 a 5 afec-
ciones anuales, benignas en su mayo-
ria, pero cuya reiteracion puede dar
lugar a la aparicién de procesos cré-
nicos bronquiales, pulmonares o cir-

(*) Memoria galardonada con el “Premio Salvd y Campillo” de la Real Academia de Medicina
de Barcelona. Lema “Perfundet omnia luce”. Concurso del afio 1970.
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culatorios, asi como a complicaciones
bacterianas.

Las infecciones respiratorias agudas
se caracterizan por una evolucién ri-
pida, una duracién corta, y en cuanto
a la etiologia, por cstar producidas
por microorganismos muy diversos. Las
investigaciones desarrolladas en los tl-
timos 20 afos han permitido demos-
trar que, a diferencia de lo que ocu-
rre en las infecciones respiratorias
cronicas, en las infecciones agudas las
bacterias juegan un papel muy poco
importante, considcrandose que sélo
del 2 al S % de las infecciones estdn
originadas por bacterias patdgenas. Es-
to es particularmente cierto en los ni-
fios, pero en los adultos, aunque el
porcentaje de infecciones de etiologia
bacteriana es mayor, también la mayo-
ria de casos reconocen una etiologia
no bacteriana.

Las bacterias son responsables de
las amigdalitis agudas y de algunas
neumonias, especialmente en los adul-
tos, pero en otros cuadros clinicos su
papel es secundario, actuando como
gérmenes de sobreinfecciéon merced a
las alteraciones de la mucosa respira-
toria ocasionadas por las infecciones
viricas o, en ocasiones, al estado anér-
gico provocado por algunas dc ellas,
en especial la gripe. De ellas las que
con mayor frecuencia ocasionan estos
cuadros son estreptococo, estafilococo,
hemofilus influenza, neumococo, Kleb-
siella, etc.

Admitido que la mayoria de pro-
cesos respiratorios agudos estdn pro-
ducidos por microorganismos no bac-
terianos, es necesario sefialar que los
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virus responsables de los mismos, y
denominados por ello virus respirato-
rios, son muy variados y pertenccen
a diversos géneros. Son virus genuina-
mente respiratorios los mixovirus, los
adenovirus y los rinovirus, pero tam-
bién manifiestan esta a_cién patdgena
virus dc multiplicacién preferente en
el tubo digestivo como son algunos
serotipos de virus Coxsackic y virus
ECHO (enterovirus respiratorios) y
los reovirus. Ademas pucden producir
también infecciones respiratorias agu-
das microorganismos del género Cla-
midia o Bedsonia (Bedsonia ornithosis,
responsable de la ornitosis de las aves
psitacidas, y que en el hombre puede
ocasionar neumonias graves), Rickett-
sia (R. burnetti, agente de la ficbre Q,
de manifestaciones predominantcmen-
te respiratorias) y Mycoplasma, como
el lamado agente de Eaton (M. pneu-
moniae) considerado hasta 1962 como
un virus, responsable del cuadro de la
neumonia atipica primaria.

En la actualidad, en gran ndmero
de paises se efcctian investigaciones
en los Centros de Virologia para de-
terminar la frecuencia con que estos
virus intervienen en la produccién de
las infecciones respiratorias agudas,
como punto de partida para podcr in-
tentar una accién preventiva cficaz,
principalmente mediante la vacuna-
¢ién, que conduzca a una disminucidn
en la frecuencia de las mismas y, co-
mo consecuencia, a la reduccion de las
tasas de mortalidad en la primera in-
fancia y en edades avanzadas.

Para cllo es fundamental tencr un
conocimiento preciso de los virus que
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difunden en cada zona detcrminada
y su frecuencia y distribucién relativas
segiin la edad dc los afectados y la
situaciébn meteoroldgica.

Dado que en nuestro pais son muy
escasos los estudios de este tipo reali-
zados, hemos creido de extraordinario
interés estudiar la etiologia de las in-
fecciones respiratorias agudas en la
poblacién infantil de Barcelona.

Durante los meses de dicicmbre de
1968 y enero de 1969, tuvimos oca-
si6én de estudiar un brote epidémico
de procesos respiratorios agudos en
una comunidad infantil cerrada de
nucstra ciudad. Mediante inoculacién
de cultivos celulares pudimos aislar
tres cepas de Mixovirus parainfluenza
tipo 3, hecho que creemos no ha sido
publicado adn en nuestro pais.

El estudio viroldgico, aislamiento y
scrologia del mencionado brote es el
objeto de la presente comunicacién.

METODOS GENERALES
DE DIAGNOSTICO

El diagnéstico de las infecciones vi-
ricas puede realizarse directamente,
mediante cl aislamiento del virus cau-
sal a partir dc productos patoldgicos
del enfermo, o indirectamente, a tra-
vés de la demostracién de la presencia
de anticuerpos en el suero de los mis-
mos.

Aislamiento de virus

En las virosis respiratorias €l aisla-
micnto tiene el maximo valor, y en
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la mayoria de casos el hallazgo de un -
virus respiratorio es absolutamente
diagndstico porque no existen infec-
ciones subclinicas ni portadores de
mixovirus.

Se obtiene mediante la inoculacion
de los productos patoldgicos sobre
cultivos celulares (en el caso del virus
gripal también sobre huevo embrio-
nado), la introduccién de los cuales y
su progresivo mejoramiento y simpli-
ficacion han permitido el amplio de-
sarrollo que la Virologia alcanza en
estos momentos.

Los cultivos de células animales
pueden ser de dos tipos ya delimitados
por Enders:

—- Cultivos de tejidos o tisulares.
En éstos se consigue multiplicacién
celular en fragmentos de tejidos fina-
mente desmenuzados suspendidos en
medios adecuados (método de Mait-
land), o en finos cortes de tejidos que
se fijan a las paredes de tubos o fras-
cos en contacto asimismo con medios
idéncos (métodos de Harrison, Carrel,
Gey, etc.).

— Cultivos celulares. Para conse-
guirlos s¢ procede a disociar, mediante
tratamiento con tripsina, tejidos hu-
manos o animales obtenidos directa-
mente o también tejidos ya desarrolla-
dos in vitro. Las células asi separadas
pueden desarrollarse, bien en suspen-
sién, bien fijAndose en la pared de
frascos o tubos. La més utilizada es
esta ultima modalidad, especialmente
a base dc la consecucién de una capa
monocelular, que es el procedimiento
que nosotros utilizamos ordinariamen-
te. Dentro de los cultivos celulares en
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capa monocelular podemos distinguir
los tres. tipos siguientes:

1. Células primarias. — Se trata
de células obtenidas mediante diso-
ciacién con tripsina de diversos. érga-
nos animales, y que son capaces de
desarrollarse bien in. vitro durante un
cierto tiempo, pero degeneran, si se
intenta mantenerlas mediante tripsi-
naciones sucesivas, en €l 2.° o 3.%f pa-
se. Algunas de estas células presentan
una gran sensibilidad para determina-
dos virus, de ahi la gran importancia
que en virologia se les ha dado. Las
mdas com(nmente utilizadas y de me-
jores resultados son las de rifién de
mono, utilizdindose asimismo las am-
niéticas humanas, las células tiroideas
y las células renales de embrion hu-
mano.

2. Células en linea continua. —
Son células normalcs o tumorales adap-
tadas al cultivo in vitro y que pucden
propagarse y mantenerse indefinida-
mente en el laboratorio. Para conside-
rarlas como linea continua deben su-
perar los treinta pases sucesivos rea-
lizados mediante tripsinacion. Sin em-
bargo, tras estos pases las c€lulas
sufren alteraciones en su dotacion cro-
mosdmica (las humanas, normalmente
diploides se hacen heteroploides a par-
tir del 5. 6 6.° pase), a las que se
acompahan alteraciones morfoldgicas,
por lo que todas las células en cultivo
artificial se parecen extraordinariamen-
tc cualquiera que -sea su origen.

Las células en linea continua maés
utilizadas son las Hela, KB, HEp-2,
Detroit 6, Maben, etc., todas proce-
dentes de tejidos neopldsicos, y las

Y CIRUGIA
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Amnios-57, F.L., T1, RK 13, CIRC,
etcétera, procedentes de tejidos nor-
males.

3. Células fibroblasticas humanas
de cariotipo diploide. — Cuando in-
teresa comprobar la intervencién de
un rinovirus en el caso estudiado se
utilizan células fibroblasticas, general-
mente embrionarias, que adaptadas al
cultivo celular mantienen su dotacion
cromosdmica diploide durante un mé-
ximo de 50 pases. Las mads utilizadas
son las denominadas WI-38, de pul-
moén embrionario humano.

El desarrollo de virus en cualquiera
de los cuitivos celulares se manifiesta
en términos generales por la manifes-
tacién de alguno de los fenémenos si-
guientes:

— Modificaciones en el metabolis-
mo celular, que algunos virus estimulan
y otros inhiben. En el primer caso el
pH del medio desciende rapidamente,
en tanto que en el segundo el medio
no sélo no sufre la acidificacién nor-
mal, sino que mas bien tiende a al-
calinizarse.

— Alteraciones en la estructura y
morfologia celulares y destruccién del
tejido celular. Estos efectos citopéti-
cos son, en ocasiones, caracteristicos
de cada virus y permiten la emisién
de un diagndstico.

— En el medio de cultivo se pue-
den detectar algunos componcntes del
virus, como aglutininas, antigenos fija-
dores del complemento, etc., que,
aparte poner de manifiesto el creci-
miento del mismo, permiten su iden-
tificacion.

— Las células infectadas por de-
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terminados virus presentan la capaci-
dad de adsorber, es decir, fijar a su
superficie los hematies de diversas es-
pecies animales.

— Se puede también demosirar la
presencia de un virus comprobando
su interferencia en el crecimiento de
otro virus ya conocido.

Serologia

Indirectamente, las infecciones vi-
ricas pueden diagnosticarse mediante
la practica de reacciones serolégicas
aun en ausencia de aislamiento de vi-
rus, siendo las mas empleadas a este
objeto, la reaccidn de fijacion del com-
plemento (RFC’) en primer lugar, y las
reacciones de inhibicién de la hema-
glutinacién (RIH) y de seroneutrali-
zacién.

Sin embargo dicho diagnédstico sdlo
puede emitirse si las muestras que se
poseen o los resultados con ellas ob-
tenidos responden a uno de los casos
siguientes:

1.0 Si se cuenta con dos sueros
del enfermo, uno precoz, obtenido an-
tes del 5.° dia de la enfermedad, y
otro tardio, obtenido entre €l 10.° y el
20.° dia de enfermedad. Un aumen-
to de cuatro veces el titulo de anti-
cuerpos entre la primera y la segunda
muestra permite un diagnostico de cer-
teza.

2.° Si se dispone tdnicamente de
dos sueros tardios, una disminucién
de 4 veces en el titulo de anticuerpos
es diagnoéstica en determinadas con-
diciones, ya que puede traducir la
evolucién de una infeccién reciente.
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3.9 Caso de disponer de una sola
muestra de suero, obtenida tardia-
mente, es decir, entre el 10.° y el 20.9
dia de la infeccién, si aparece un ti-
tulo de anticuerpos elevado se consi-
dera significativo, pero no siempre per-
mite emitir un diagnéstico de certeza,
salvo en determinadas reacciones o
en ambientes epidémicos concretos, y
para virus determinados.

En estos casos es especialmente Gtil
la reaccion de fijacién del complemen-
to, puesio que dada la rapidez con que
desaparecen del suero de los enfermos
los anticuerpos fijadores del comple-
mento, los titulos de 1/64 son muy
significativos y los titulos de 1/256
permiten ya establecer préacticamente
el diagnéstico.?6 Aqui debe tenerse en
cuenta asimismo el antigeno de que
se trata, ya que no para todos tienen
idéntica significacién los titulos eleva-
dos, as{ podemos aducir el caso de la
gripe, en que la aparicién de titulos
altos en la reaccién de fijacién del
complemento es mucho més significa-
tiva que en las adenovirosis.

Cuando se estudian brotes epidémi-
cos, especialmente, como en nuestro
caso, en comunidades cerradas, refuer-
za la sospecha diagnéstica la aparicién
de titulos elevados en varios sueros
tardios unicos.

Reaccion de fijacién del comple-
mento. — Es la més utilizada y la
mads ventajosa, a pesar de requerir una
extremada vigilancia de todos los ele-
mentos que en ella intervienen, de
todos los cuales deben establecerse
controles. Asimismo los antigenos a
utilizar deben ser muy sensibles y ca-



rentes de poder anticomplementario.
En todos los casos deben utilizarse
sueros de referencia positivos y nega-
tivos.

Las ventajas de la reaccién de fija-
cién del complemento pueden resumir-
se del modo siguiente:

— Es una reaccion sencilla y eco-
ndmica.

— Los antigenos se conservan per-
fectamente durante largo tiempo y
pueden ser preparados en el propio la-
boratorio, 0 en cualquier caso se con-
siguen con facilidad ya prep‘arados por
laboratorios especializados.

— De cara al diagndstico, y dada
la circunstancia a que anteriormente
hemos hecho referencia, de la pronta
desaparicion de los anticuerpos fija-
dores del complemento, permite pre-
sumir una infeccion reciente el hallaz-
go en un solo suero de titulos de
1/64, salvo cuando estos titulos son
frente a adenovirus o al grupo ornito-
sis-psitacosis-linfogranuloma.

— Permite realizar un diagndstico
de grupo mediante los antigenos so-
lubles en los casos de infeccion por
virus con distintos tipos antigénicos,
evitando asi la multiplicacién de reac-
ciones que significaria el tener que en-
sayar un antigeno para cada tipo.

Reaccién de inhibicion de la hema-
glutinacién. — Se trata de una reac-
cién muy simple en apariencia, pero
de interpretacion muy delicada, ya que
son grandes las posibilidades de error,
por lo que deben controlarse. escrupu-
losamente todas las circunstancias que
puedan modificar los resultados, como
pueden ser: presencia de inhibidores
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inespecificos, calidad de los hematies,
pH, temperatura, etc.

Esta reaccion, como es 16gico, sola-
mente puede utilizarse para el estudio
y diagndstico de los virus con capaci-
dad hemaglutinante.

Por lo demds, completa perfecta-
cente a la reaccién de fijacion dcl
complemento, pucsto que permite
identificaciones de tipo de virus por
ser especifica de cepa. Aqui debe ad-
vertirse la necesidad de emplear pre-
cisamente la cepa causal en la reac-
cién, ya que en caso contrario los re-
sultados obtenidos pueden ser falsos.

Reaccién de serorneutralizacion. —
Se trata de una reaccién tipo-especifi-
ca de gran utilidad para completar el
diagnéstico y permitir la identificacién
del virus causal en las virosis produ-
cidas por virus con distintos tipos an-
tigénicos y por ello empleada especial-
mente en el estudio de las adenoviro-
sis; pero muy poco utilizable con fines
exclusivamente diagnésticos de las vi-
rosis respiratorias, ya que los anti-
cuerpos neutralizantes persisten du-~
rante largo tiempo en el suero de las
personas infectadas, dificultando asf
la atribucién de su presencia a un pro-
ceso actual o reciente. La complejidad
de la reaccion limita también consi-
guientemente su utilizacién.

LOS VIRUS RESPIRATORIOS

Al conjunto de virus capaces de
producir afecciones inflamatorias de
las vias respiratorias, aun cuando mi-
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crobiolégicamente no estan relaciona-
dos, se¢ ha dado en denominarles virus
respiratorios.

El conocimiento de dichos virus es
relativamentc reciente, a pesar de que
las infecciones respiratorias hayan sido
desde antiguo objeto de estudio y a su
esclarecimiento hayan tendido multi-
tud de esfuerzos investigadores; y aun
en ¢l momento presente, pese a los
indudables progresos registrados en
gste campo, premanece ignorada la
ctiologia de un porcentaje elevado de
procesos respiratorios agudos. En
aproximadamente un 30 % de casos
no se consigue el aislamiento o la
demostracién de anticuerpos frente a
virus conocidos, lo que permite supo-
ner que aun quedan abiertas amplias
posibilidades, y que es posible el des-
cubrimiento de nuevos virus que has-
ta este momento han escapado a todos
los ensayos de aislamiento.

La historia del hallazgo de los virus
respiratorios en principio no €s sino
la de los repetidos intentos de descu-
brir la etiologia de la gripe, cuyas pri-
meras investigaciones se remontan a
la pandemia de 1889, durante la cual
s¢ aislaron distintos gérmenes en las
vias respiratorias de los enfermos, que,
sin embargo, poco aportaron al escla-
recimiento del problema, ya que los
estudios carccian de rigor bacteriold-
gico. Fue en 1893 cuando Pfeiffer
aislé un germen pequefio, gram ne-
gativo, en los esputos de los enfermos
de gripe (H. influenzae), el cual fue
aceptado como causante de dicho pro-
ceso, si bien durante la pandemia de
1918 se demostré que dicho germen
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no cumplia con la mayoria de los pos-
tulados de Koch, descartandose a par-
tir de aqui su papel etiolégico en los
procesos gripales. Algo semejante ocu-
rrié con el B. neumnosintes descubierto
por OLITSKY y GATES.' Por fin SEL-
TER,* NICOLLE, LEBAILLY y YAMa-
NOUCHI, consiguieron por separado
provocar la aparicién de procesos gri-
pales mediante la inoculacién a volun-
tarios de un filtrado de esputos de
enfermos exento de bacterias, expe-
riencia que por efectuarse en ambiente
epidémico no descartaba la posibilidad
de la existencia de un contagio natu-
ral, pero que inicid la etapa virold-
gica y definitiva del estudio de la gripe.

En esta misma época KOLN 12 inici6
los estudios sobre la gripe porcina, ob-
servando coémo al lado de la epidemia
humana, se desarrollaba en los cerdos
una septicemia benigna que a veces se
complicaba con neumonias graves.
Mas tarde SHOPE aislé en las compli-
caciones pulmonares de la gripe por-
cina un bacilo (H. influenza suis) y
observd cémo la inoculacién de filtra-
dos de las secreciones nasales produ-
cia la forma septicémica pura de la
gripe, en tanto que la inoculacién de
dicho filtrado més el bacilo, producia
la forma grave y complicada. De dicha
experiencia pudo inferirse que la en-
fermedad especifica producida por el
virus era en realidad Gnicamente la
sepsis benigna.

El conocimiento de los agentes real-
mente causantes de la infeccién gripal
se inicié en 1933, en que SMITH, AN-
DREWS y LAIDLAW 25 consiguieron re-
producir la enfermedad en el hurén



60 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

mediante la instilacion nasal de filtra-
dos cxentos de bacterias, trabajo que
constituy6 la base de todos los estudios
posteriores, Estos autores demostraron
asimismo que los hurones que habian
contraido la enfermedad eran inmunes
a la reinfeccién y que el suero de con-
valeciente era capaz de neutralizar el
virus. El aislamiento del virus fue con-
firmado por Francis en 1934, demos-
trandose ademds que rcalmente se pro-
ducian anticuerpos especificos durante
la enfermedad.

En el curso de una epidemia en
1940, Francis y MAGILL, trabajando
separadamente, aislaron una nueva ce-
pa y demostraron que el suero de las
personas que habian pasado esta epi-
demia no protegia contra los virus
aislados anteriormente. Surgié enton-
ces la necesidad de un acuerdo taxo-
némico, conviniéndose en calificar con
el nombre de tipo B el virus aislado en
1940 por FrRancIs y MAGILL ¢ y con
el de tipo A el virus aislado en 1933.

En 1949 TayLOR % aislé un nuevo
virus, distinto antigénicamente y que
se denominé tipo C.

Mais tarde se aislé en el Japén cn
un proceso neumonico €n un recién
nacido, un nuevo virus, también anti-
génicamente distinto de los anteriores,
al que se dio el nombre de virus Sendai
o tipo D. Sin embargo, estudios poste-
riores demostraron que diferia en al-
gunas propiedades de los virus gripa-
les, al igual que los virus aislados por
CBANOCK ! en 1956, motivo por el cual
se les designé con el nombre de virus
parainflucnza. De éstos se han aislado
hasta el presente cuatro serotipos.
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Durante la Segunda Guerra Mundial
los trabajos de la Comisién para el
Estudio de las Enfermedades Respira-
torias Agudas, permitieron avanzar ¢n
este campo y asi en 1949 EATON,
MEIKLEJOHN y VAN HERICH ® aislaron
un microorganismo filtrable de los ca-
sos de neumonia atipica asociado a
la presencia de aglutininas “a frigore”
al que se denomind virus de EATON.
En 1953 Rowe y HUEBNER,? descu-
brieron la existencia de virus latentes
en las amigdalas y vegetaciones ade-
noides de los nifios, virus que fueron
aislados mas tarde por HILLEMAN
(1954) en brotes de infecciones respi-
ratorias agudas asociadas a conjunti-
vitis registrados entre los reclutas de
la marina americana, y que por ello
fueron designados con el nombre de
virus APC. Posteriormente ENDERS
propuso para estos virus la denomina-
cion de adenovirus bajo la que les co-
nocemos actualmente.

En 1956 MORRIS, BLOUNT y SAva-
GE aislaron en una epidemia de cori-
za observada en los chimpancés de la-
boratorio y en un laborante, el llama-
do virus CCA, el cual, aislado por
CHANOCK en una epidemia de laringo-
traqueobronquitis, recibié la denomi-
nacién de virus respiratorio sinci-
tial3 v 2

En 1958 diversos autores, y entre
ellos PHILIPSON,20 ROSEN 22 y MoGAB-
GAB,® aislaron de cuadros respirato-
rios agudos diversos enterovirus, es-
pecialmente virus ECHO y virus Cox-
sackie, asi como reovirus.

Por uitimo, en 1962, investigadores
ingleses y americanos independiente-
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mente, aislaron de casos de resfriado
comin un grupo heterogénco de virus
que parcce que intervienen con fre-
cuencia en la aparicién de estos cua-
dros en el adulto, y que se han agru-
pado bajo la denominacién de Rino-
virus.

Los virus respiratorios constituyen
un grupo muy heterogéneo, incluyén-
dose desde el punto de vista taxond-
mico cn los grupos siguientes:

1.9 Mixovirus: V. gripales, v. pa-
rainfluenza y v. respiratorio sincitial.

2.9 Adenovirus.

3.0 Picornavirus: Entcrovirus res-
piratorios y rinovirus.

490 Reovirus.

CHANOCK y col. en 1962 3 demostra-
ron que el microorganismo filtrable
aislado por EATON y colaboradores de
casos de neumonia atipica primaria y
denominado provisionalmente virus de
Eaton, es en realidad un microorga-
nismo del grupo PPLO (Mycoplasma
pneumoniae), el cual, por producir
afccciones respiratorias, suele incluir-
se en los cstudios sobre el grupo de
virus respiratorios.

Asimismo, por sus técnicas de estu-
dio similares, se estudian entre los
virus respiratorios dos agentes que no
siendo virus precisan de células vivas
para su multiplicacién, uno pertene-
ciente al género Clamidia o Bedsonia,
Bedsonia ornithosis, causante de la or-
nitosis de las aves psitdcidas, capaz de
afcctar al hombre, al que causa una
ncumonia severa, v una Rickettsia,
Rickettsia burnetti, agente de la fie-
bre Q, que puede considerarse como
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una afeccién prcdominantemcnte res-
piratoria.

LOS VIRUS PARAINFLUENZA

Los mixovirus parainfluenza son
ribovirus, es decir estin constituidos
por un nucleoide formado por &cido
ribonucleico y protefna; presentan si-
metria helicoidal, poseen las propieda-
des generales de los mixovirus, y se
diferencian de los virus gripales por
su mayor tamafic (150-250 m,) y por
su estructura, ya que el diametro del
cspiral de RNA es de 15 a 18 my,
doble que el del virus gripal, con una
parte central hueca de 5 my de di4-
metro. Como el virus gripal, poseen
una envoltura lipoproteica provista de
espiculas que representan la hemaglu-
tinina, por tanto son capaces de aglu-
tinar Jos hematies, pero, a diferencia
de dicho virus gripal, presentan capa-
cidad hemolitica. ' ‘

Son sensibles al éter y se destruyen
con rapidez a pH 3, sin embargo con-
servan durante afios su capacidad in-
fectante congelados a —60°C.

Se conocen en estos momentos cua-
tro serotipos de virus parainfluenza
humanos, asi como algunas cepas afi-
nes aisladas en animales.

Aun cuando el primer virus para-
influenza fue aislado en el Japén por
KuRrova a partir de ratones inoculados
con tejido pulmonar procedente de ni-
fios fallecidos por neumonia, el primer
virus humano reconocido, excluida to-
da posibilidad de origen animal, fue
el llamado CA (croup associated), ais-
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lado por CHaNock ! en 1955 de nifios
afectos de croup (laringotraqueobron-
quitis aguda), y que pudo identificarse
gracias a su accién citopatica sincitial
sobre células de rindén de mono y am-
niéticas humanas.

Posteriormente se aislaron en nifos
afectos de infecciones respiratorias
agudas tres nuevos virus que presen-
taban una serie de propiedades comu-
nes con el anterior. La accidn citopé-
tica de éstos es minima, especialmente
en los ensayos de aislamiento, por lo
que la presencia del virus debe hacer-
se patente mediantc el fenémeno de
la hemadsorcién de VOGEL y SHELO-
KoV,3! ya que pertenecen al grupo de
los llamados virus hemadsorbentes.

Los cuatro serotipos de virus para-
influenza son:

12 Virus parainfluenza 1. — Se
incluyen el v. Sendai y el v. hemadsor-
cién 2. El virus Sendai, aislado por
Kurova en el Japén en un caso de
neumonitis del recién nacido, fue con-
siderado por este autor como respon-
sable de dichos cuadros en el Japdn,
China y Rusia, si bien estudios reali-
zados posteriormente en este ultimo
pals por GERNGROSS y ZHDANOV
(1957) 8 dicron como resultado el ais-
Jamiento de dicho virus en procesos
gripales. Fukumi? en 1959 demostrd
la difusién de este virus entre los ra-
tones de laboratorio. El virus hemad-
sorcién 2 fue aislado por CHANOCK y
col. de nifios afectos de laringotraquei-
tis obstructiva o croup y puesto de ma-
nifiesto mediante la técnica de la he-
madsorcién. Los ensayos de inocula-
cién a voluntarios han dado como re-
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sultado la aparicién de cuadros con
sintomas respiratorios diversos y casi
constante rinorrea.

2.9 Virus parainfluenza 2. — Fue
aislado por CuanNock! en 1955 en
Cincinnati y por BEALE en Toronto, a
partir de nifios afectos de laringotra-
queitis obstructiva (v. CA). También
en 1955 SuELOKOV y VOGEL 3 aislan
virus semejantes de nifios afcctos de
procesos gripales.

3.9 Virus parainfluenza 3. — Re-
cibe también la denominacién de virus
hemadsorcién 1. Fue aislado por CHa-
Nock de nifios afectos de procesos res-
piratorios. En 1959 SutrTon?® en In-
glaterra lo aislé asimismo en peque-
flos brotes epidémicos infantiles.

4.9 Virus parainfluenza 4. — Fue
aislado por JounsoN 1! en 1960 em-
pleando la técnica de la hemadsorcién.
La cepa tipo es la M-25. No sc cono-
ce con certeza su accién patégena para
el hombre, aunque parcce que se aso-
cia con cuadros clinicos leves que
afectan a nifios de corta cdad. Se co-
nocen dos subtipos: A (M-25) y B
(CH-19503).

Por lo que a las caracteristicas bio-
J6gicas generales de estos virus respec-
ta, vamos a dctenernos brevemente en
la consideracién por scparado de algu-
nas de ellas.

Hemaglutinacién. — Los virus pa-
rainfluenza presentan la propiedad de
aglutinar los globulos rojos de coba-
yo a 37°C (o mejor, primero a 49y
después a 27°C) obteniéndose titulos
clevados con los 4 tipos. Cuando se
emplean glébulos rojos de pollo a
+40C sc obtienen titulos mas eleva-
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dos con los tipos 1 y 2. La hemagluti-
nacion es de tipo enzimdtico por ac-
cién de la neuraminidasa.

Hemolisis. — Se ha demostrado la
presencia de una hemolisina en los ti-
pos 1, 2 y 3, la cual se halla asociada
a la particula del virus y cuya acti-
vidad se cfectiia a través del mismo
receptor celular del hematie que inter-
viene cn la hemaglutinacidn.

Hemadsorcién. — Los cultivos ce-
lulares infectados con virus parain-
fluenza de los cuatro tipos presentan
la propiedad de adsorber determinados
tipos de hematies cuando éstos se afia-
den a dichos cultivos. Este fenémeno
dc hemadsorcion se atribuye a la pre-
sencia en la superficie de las células
infectadas de hemaglutininas especi-
ficas que reaccionan con los recepto-
res del hematie.

Inclusiones. — Los virus parain-
fluenza inducen la formacién de inclu-
siones citoplasmaticas de tipo eosind-
filo en las células infectadas.

Accibn citopética. — Los virus pa-
rainfluenza producen en general muy
ligeras alteraciones celulares, a veces
inaparentes, en los primeros pases; so-
lamente el tipo 2, cuando se inocula

sobre rifibn de mono, produce unas’

alteraciones de tipo sincitial eviden-
tes ya en los primeros pases. Desde
luego las células miés sensibles y por
ello adecuadas para el aislamiento, son
las de rifién de mono, sobre las que
se desarrollan bien los cuatro sero-
tipos. Pucden también utilizarse, aun-
que su sensibilidad es menor, los fibro-
blastos humanos diploides.? Las célu-
las en linea continua son asimismo uti-
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lizables para el aislamiento de los ti-
pos 2y 3.13

En Jas cepas adaptadas al cultivo
celular los tipos 2 y 3 inducen la for-
macién dc células alargadas y estre-
lladas y de sincitios, en tanto que los
tipos 1 y 4 producen dnicamente un
ligero redondeamiento y degeneracién
de las células. Los virus parainfluen-
za no presentan interferencia entre
ellos.

Crecimiento en embrién de pollo.—
En general crecen mal en embrién de
pollo y dnicamente el tipo 3 se ha
aislado por este medio. Sin embargo
las cepas de los 4 tipos, una vez ais-
ladas sobre cultivos celulares, se adap-
tan con facilidad al crecimiento en
saco amnibtico de embrién de pollo
de 8 6 10 dias con relativa facjlidad.

Inoculacién experimental. — La
inoculacién al cobayo o al hamster por
instilacidn intranasal no provoca ma-
nifestacién clinica alguna. -

En diversas especies animales se
han aislado virus semejantes a los hu-
manos, dato a tener en cuenta para
evitar la interpretacién errénea de los
resultados de la inoculacién experi-
mental. Asi un virus semejante al ti-
po 1 infecta a los roedores y a los
cerdos pudiendo producir brotes epi-
démicos; los virus SV, y SV, que
producen infecciones latentes en los
monos son semecjantes al tipo 2, y el
virus SF,, que produce infecciones
respiratorias en el ganado bovino
(Shipping-fever) es idéntico al tipo 3.

Estructura antigénica. — Los virus
parainfluenza presentan dos tipos de
antigenos: los antigenos especificos
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superficiales, ligados a la membrana
de envoltura, que se pueden demos-
trar por reacciones de neutralizacion,
inhibicién de la hemaglutinacién o de
la hemadsorcion; y antigenos especi-
ficos solubles, obtenidos por trata-
miento con éter, que se demuestran
por reacciones de fijacién del comple-
mento. No ha sido obtenido todavia
ningiin antigeno grupo especifico.

Los tipos 1, 2 y 3 son antigénica-
mente homogéneos, pues sdélo se ha
identificado uvn tnico serotipo para
cada uno, y ademds son antigénica-
mente estables, pues no se han de-
mostrado variaciones en su estructura
antigénica como en los virus gripales.

Sin embargo, presentan estos virus
algunas relaciones antigénicas entre
ellos y con virus de otros grupos que
dificultan su identificacidn. Dicha
identificacién se efectia mediante reac-
ciones de fijaciéon del complemento y
de inhibicién de la hemaglutinacién
frente- a sueros inmunes de cobayo.
Con la RFC’ se obtienen titulos homd-
logos de 1/80 a 1/2560, los titulos
heterélogos en general son inferiores
a 1/10. .

La respuesta serolégica del hombre
frente a la infeccién por estos tipos
es menos especifica que en los ani-
males a consecuencia en general de
las infecciones previas por alguno de
los tipos o por otros paramixovirus
relacionados antigénicamente, de ahi
que a cxcepcidén de en los nifios re-
cién nacidos y en los menores de un
afio, que seguramentc sufren primo-
infecciones, en los deméis casos, como
el nifio ha tenido ya una experiencia
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previa, frente a una nueva infeccion
se producen respuestas heterdlogas,
sobre todo por lo que al tipo 3 sc
refiere. Las primoinfeccioncs por cste
tipo se producen por lo general con
antelacién a las por los tipos 1 y 2.
El gran ntimero de diagndsticos sero-
légicos de infeccién por el tipo 3 en
los nifios de edad avanzada son sec-
guramente explicables como debidos
a respuestas heterélogas. Los adultos
desarrollan generalmente respuestas
heterélogas frente a otros paramixo-
virus como el virus de la parotiditis,
aparte de los restantes tipos de para-
influenza.

DESCRIPCION DE LA
COLECTIVIDAD INFANTIL

Hemos realizado este estudio en el
Instituto de Puericultura de la Mater-
nidad Provincial de Barcelona, centro
en que se albergan alrededor de 1.000
nifios, nacidos en su mayoria en la
propia Institucién e ingresados el res-
to (un escaso 5 %) cn gencral antes
de cumplido un mes de edad. Estos
nifios permanecen en cl centro hasta
los 5 6 6 afios, a excepcion de los que
son reclamados por sus padres o son
adoptados. .

Scglin sus edades los niflos estin
distribuidos en diversas salas y pabe-
llones del siguiente modo:

Pabellon de Lactantes. En él se
hallan los salones 1 al 4 que albergan
ninos de edades comprendidas entre
una semana y un afio de edad, y los
salones 5 al 9 ccupados por niflos de
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uno a dos afios. En cada uno de los
salones suelen vivir de 30 a 35 nifios.

Pabellones Destetes Iy II.  En ca-
da uno se alojan 50 nifios de dos a
tres afios y medio de edad.

Pabellén Cambd. Se alojan en el
mismo 150 nifios cuyas edades osci-
lan cntre los dos y tres afios y medio.

Pabellon Ave Maria. Alberga en
pisos distintos a todos los nifios y ni-
fias desde los tres afios y medio hasta
los seis. “

Apartc existe un pabellén de en-
fermeria en ¢l que se alojan los peque-
fios enfcrmos cn boxes individuales
y aislados.

La estancia de los nifios en cada
sala varia desde algunos meses en los
saloncs 1, 2, 3 y 4, hasta mas de un
afio cn los restantes, ya que a partir
del afic de edad no se les cambia con
tanta frecuencia.

Las posibilidades de contacto son
erandes entre los nifios albergados en
la misma sala, pero raras entre los ni-
fios de salas distintas, ya que tanto las
comidas como los juegos los realizan
por separado.

El personal en continuo contacto
con los nifios estd constituido por re-
ligiosas, enfermeras internas y algunas
madres, que cn calidad de domésticas
prestan sus servicios en el Instituto.
Como personal externo, cuyo contac-
to con los nifios es menor, figuran los
médicos y algunas trabajadoras socia-
les.

Las visitas son poco numerosas y
los nifios en general no salen de la
Institucién, aunque pueden pasar las
vacacioncs con sus familias.
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Por lo que a la atencién médica res-
pecta, tras una amplia exploracién su-
frida previamente al ingreso en el Pa-
bellén de Lactantes, y hasta los siete
meses, todos los nifios son examinados
una vez por semana. Entre los siete y
los doce meses son controlados cada
15 dias y a partir de esta edad son
sometidos a un solo examen completo
anual.

Durante la lactancia se registra la
temperatura corporal de los nifios dos
veces al dia, se examinan las heces y
se¢ anotan todas las observaciones en
Ja historia clinica de cada nifio.

En caso de enfermedad, si ésta es
leve, los nifios son tratados en la mis-
ma sala, pero si reviste alguna impor-
tancia son trasladados a la enfermerfa.

DESCRIPCION DEL BROTE.
EPIDEMICO

A mediados del mes de diciembre
de 1968 se produjeron en la Sala 4
del Instituto de Puericultura de Bar-
celona diversos casos de bronquitis
febril que se extendieron en forma
epidémica en los dfas sucesivos a la
mayoria de los nifios de la Sala y de
dos salas préximas, Salas 1 y 3, si-
tuadas en el mismo edificio. En el
transcurso de un mes enfermaron un
82,3 % de los nifios de las tres salas,
con porcentajes de morbilidad ‘seme-
iantes en cada una de ellas, que al-
bergaban niflos de edades similares
(1 semana a 1 afio de edad).

Clinicamente los procesos afectaron
al tracto respiratorio inferior, diagnos-



66 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

ticindose bronquitis en la mayoria de
los enfermos. El cuadro evoluciond
cn varios casos hacia la neumonia, que
fue generalmente poco grave, excepto
en una nifia mongdlica de la Sala 1
que fallecid a los 6 dias de la enfer-
medad.

Este brote epidémico evoluciond pa-
ralelamente a otro que, afectando sa-
las distintas, fue producido por el vi-
rus Respiratorio Sincitial.?

MATERIAL Y METODOS

Material Clinico

Se escogié una muestra del 40 %
aproximadamente de los 42 nifios que
resultaron afectados, entre los que se
incluyeron la mayoria de los que, pre-
sentando un cuvadro més severo, re-
quirieron hospitalizacién. En conjun-
to se estudiaron 17 enfermos; 14 de
ellos mediante intento de aislamiento
del virus causal y la obtencién de dos
sueros para la préctica de reacciones
seroldgicas, y dos tnicamente por in-
tento de aislamiento. La defuncién de
uno de los nifios de la muestra impidié
completar la serologfa de un caso (ta-
bla ntim. 1).

Ensayos de aislamiento

Frotis faringeo. — Es el método de
eleccidén en estos procesos. Lo practi-
camos con escobillén estéril verifican-
do un rascado enérgico de la regién
faringo amigdalar. Dicho escobillén lo
introdujimos inmediatamente en un
tubo con 5 ml de medio de transporte
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a base de solucién de Hanks con 30 %
de liquido amnidtico bovino y antibio-
ticos, y lo més rapidamente posible lo
trasladamos al laboratorio, donde el
medio se reparte a pequefos volime-
nes para conservarlo congelado a
—50°C hasta el momento de la ino-
culacién, caso de no hacerse ésta di-
rectamente.

Inoculacion de los cultivos celula-
res. — Inoculamos con cada muestra
un minimo de 6 tubos o un frasco de
60 ml con células desarrolladas en ca-
pa monocelular, a razén de 0,2 mi
por tubo o 0,8 ml por frasco.

Todas las muestras, directamentc o
previa congelacién, fueron sembradas
sobre células primarias de rifién de
mono y ademéds cn lineas celulares
continuas.

Células primarias. — Utilizamos cé-
lulas de rifién de mono (Macacus Rhe-
sus, Macacus Cynomolgus o Cercopi-
thecus Aetiops), que recibimos peri6-
dicamente en suspensién. Dichas cé-
lulas, tras agitacién magnética y re-
cuento, las repartimos o mejor resus-
pendemos, a razén de un millén por ml
en medio de crecimiento y sembramos
a razén de 200.000 células por tubo
y un millén por frasco de 60 ml.

Sea cual sea la especie originaria,
utilizamos para el desarrollo medio de
hidrolizado de lactalbdmina 4 al 0,5 %
en solucién de Hanks con 2 % de sue-
ro de ternera vy antibi6ticos, y para la
supervivencia medio 199 (medio de
Morgan y Parker) sin suero, adiciona-
do de un 0,2 % de suero antiSV_ al
1/500. '

Incubamos las células inicialmente



TABLA N° 1

BROTE EPIDEMICO DE PROCESOS RESPIRATORIOS AGUDOS POR VIRUS PARAINFLUENZA TIPO 3 EN TRES
SALAS. DE PUERICULTURA EN DICIEMBRE DE 1968 Y ENERO DE 1969

CASOS ESTUDIADOS MEDIANTE:

OzZIRA-OJoug

VIONJ1D X VNIDIAAW Ad STTIVNY

NINOS RESIDENTES NINOS CON P.R.A.
Aislamiento virus Serologia (R.F.C.)
SALA  Sexo Edades  Nimero  Namero % nim. 7 de los I()viizxfx}:;;tiisc-o % nim, % de los 2;§§fo‘g‘c‘g° %
Cavm U 0w e e e T T
I vyH L sem 16 14 87,5 6 42,8 o o s 35 4 80
| 3 VyH ;11 sem. 18 15 83,3 7 46,6 1 142 5 33,3 3 .60
T :‘TT*AT‘;; :7 - ?;,4: ) s 23,5—14_ 333 10 71,4

P.R.A.=Procesos respiratorios agudos.

L9
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en la estufa a 37°C, cuando el tapiz
celular cubre aproximadamente el
75 % de la superficie de crecimiento,
procedemos a sustituir el medio por
medio de supervivencia, y a trasladar-
las a la estufa a 33°C, momento a
partir del cual puede ya efectuarse la
inoculacién de los productos pato-
16gicos.

El medio de supervivencia debe ser
renovado cada cuatro dias.

Cada dos dias observamos los tu-
bos para detectar la aparicién de una
posible accién citopatica, y, ademds
los dias 7.9 y 14.9 tras la inoculacidn,
practicamos una reaccién de hemad-
sorcién 18 en un tubo de cada serie y
una hemaglutinacién con el medio.

La reaccién de hemadsorcién se rea-
liza, tras cambiar el medio de los tu-
bos si estd acidificado, afiadiendo a
cada uno 0,2 ml de una suspensién
de hematies de cobayo al 1/250 y de-
jando en contacto durante 30 minutos
a +49C. La lectura la efectuamos en
microscopio normal, no invertido, ob-
servando si los hematies aparecen o
no adheridos a las células del cultivo.
Los tubos utilizados los desechamos y
proseguimos la incubacién de los res-
tantes.

Tanto los tubos como los frascos,
terminan su incubacién a los 14 dias,
en cuyo momento recogemos el medio
y las células desprendidas mediante
rascado y lo repartimos en pequefios
volimenes para su conservacién con-
gelado con vistas a pases posteriores.

Con una pequefia cantidad de li-
quido procedemos a realizar una reac-
cién de hemaglutinacién cuantitativa
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para detectar la presencia de hemaglu-
tininas.

Realizamos dicha reaccidén en pla-
cas de Perspex, utilizando hematies
de cobayo suspendidos al 1/100 en
suero fisiolégico y manteniendo en
contacto por espacio de una hora a
temperatura ambiente.

Si las reacciones de hemadsorci6n
y hemaglutinacién son negativas, pro-
cedemos a un segundo pase. Si, por
el contrario, son claramente positivas,
se puede ya realizar una reaccidén de
inhibicién de la hemaglutinacién fren-
te a los sueros anti-mixovirus para
identificar el virus, pero en general,
préicticamente siempre, verificamos un
segundo pase para aumentar el titulo
del antigeno hemaglutinante.

Los pases los realizamos bien di-
rectamente en el momento de la reco-
gida, o bien, en caso contrario, tras
haber conservado los liquidos conge-
lados a —50°C.

Antes de considerar un aislamien-
to como negativo realizamos sistemd-
ticamente tres pases sucesivos.

Lineas continuas. — Mantenemos
en el laboratorio, y hemos utilizado
para este trabajo, tres lineas celulares
continuas: HEp-2, KB y Amnios-57.

Para el crecimiento de las KB em-
pleamos un medio de hidrolizado de
lactalblimina en solucién de Hanks al
0,5 % con 10 % de suero de ternera
inactivado y antibidticos, medio que
para la supervivencia modificamos re-
duciendo al 2 % la cantidad de suero.
Las HEp-2 precisan idéntico medio,
pero adicionado de un 1,2 % de una
solucién de glucosa al 9 % . Las Am-57
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las desarrollamos en medio 199 con
10 % de suero y antibibticos y las
mantenemos en el mismo, pero redu-
cida la concentracién de suero al 2 %.
Cuando se sospecha la posibilidad de
que el virus objeto de estudio sea un
respiratorio sincitial, el suero del me-
dio de supervivencia debe sustituirse
por un 30 % de liquido amnidtico bo-
vino, modificaciéon por tanto no nece-
saria en nuestro caso.

Mantenemos estas lineas celulares
por tripsinaciones sucesivas realizadas
segn la técnica de DULBECCO y VOGT
con tripsina preparada segin las indi-
caciones de WALLIS y colaboradores.>!

Como la reiteracién de los pases
provoca alteraciones genéticas en las
células, con consiguiente repercusion
sobre la sensibilidad a la accién de
los virus, reducimos aquellos al mi-
nimo conservando las células conge-
ladas a —60°C, ya que en estas con-
diciones mantienen su viabilidad du-
rante un ano.

Con cada muestra inoculamos un
minimo de tres tubos, a los cuales re-
novamos el medio de supervivencia
cada cuatro dias.

Cada dos dias procedemos a la ob-
servacién microscopica de los tubos
para comprobar la aparicion de un
posible efecto citopatico.

Transcurridos 14 dias de la inocu-
lacién, procedemos a la recogida de
las células y a la inoculacién directa
de nuevos tubos, es decir a la précti-
ca de un segundo pase. Sistemaética-
mente realizamos siempre tres pases
sucesivos, directos o0, en caso necesa-
rio, con los productos conservados
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congelados a —50°C, antes de dar un
aislamiento como negativo.

Con los liquidos recogidos proce-
demos a realizar una reaccién de he-
maglutinacién frente a hematies de
cobayo segun la técnica habitual, al
final de cada pase.

Si bien las lineas continuas no se
consideran como dec eleccién para el
aislamiento de los virus parainfluen-
za, dan buenos resultados cuando se
trata de los tipos 2 y 3, los cuales
pueden producir ya en los primeros
pases un efecto citopatico evidente
con formacién de sincitios e inclusio-
nes citoplasmicas.

Identificacion de los virus
aislados

Los virus aislados se identificaron
por inhibicién de la hemaglutinacién
(R.I.H.), previo tratamiento de los sue-
ros de referencia (anti-Para 1, 2, 3 y
SV35) con RDE (Receptor Destroying
Enzyme), y por inhibicién de la he-
madsorciéon (R.I.Hd.).18

Reaccion de inhibicion
de la hemaglutinacion

a) Sueros de referencia. — Los
sueros que utilizamos son anti Para 1,
2 y 3 Atlanta y anti SV5, los cuales
deben sufrir dos tratamientos previos
antes de su ensayo:

1. Destruccion de inhibidores ines-
pecificos.

Se realiza mcdiante “Rcceptor Dcs-
troying Enzyme” obtenido de filtra-
dos de vibrion colérico.

2. Inactivacién del complemento
y destruccién del R.D.E.
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Se colocan los tubos al bafio Maria
durante 1 hora a 56°C.

b) Antigeno. — Utilizamos como
antigeno las cepas aisladas sobre cé-
lulas de rifién de mono.

c) Técnica de la reaccion. — Ve-
rificamos la reaccién en placas de ma-
terial plastico Perspex segiin €l méto-
do standard preconizado por la
0.M.S.26

Titulacién del antigeno-hemaglutini-
na. — A pesar de conservarse previa-
mente titulado, el antigeno hemaglu-
tinante debe ser de nuevo titulado in-
mediatamente antes de cada rsaccion.

La titulacién, como la reaccion, la
realizamos en placas Perspex de!l mo-
do habitual.

La R.LH. puede realizarsc cuando
la hemaglutinina contiene 4 U.H.A.
(titulo 1/4), si bien preferimos utilizar
una hemaglutinina mas potente (= 64).

Reaccion de inhibicion
de la hemadsorcion

La reaccién de inhibicion de la
hcmadsorcién para la identificacién de
un virus aislado puede ponerse en
préctica a partir de una hemadsorcion
positiva en el 50 % de las células del
cultivo.

Para la reaccion se precisan un mi-
nimo de 10 tubos mas un testigo de
las células.

Se practica hemadsorcién de un tu-
bo a los 4 y sobre otro a los 7 dias
de inoculacién, cuando la lectura es
+ + (50 % de las células con hemad-
sorcién positiva), se realiza la R.I.Hd.
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Utilizamos los sueros anti Parain-
fluenza 1, 2 y 3 de Atlanta y anti
SVs.

Vertemos el medio de todos los
tubos, los lavamos 2 veces con solu-
cion salina fisioldgica y afiadimos
0,6 ml del habitual medio dc super-
vivencia.

Afadimos a continuacién 0,2 ml de
suero por tubo, utilizando 2 tubos por
cada dilucién dc éste, y los dejamos
inclinados durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente.

Tras el contacto afadimos 0,2 ml
de hematies de cobayo al 1/250 a to-
dos los tubos, incluyendo un testigo
de las células.

Tras incubaciéon de media hora a
+4°C procedemos a la lectura de la
reaccidn.

Métodos seroldgicos

Para el diagnéstico serolégico he-
mos utilizado la reaccién de fijacién
del complemento, cuya técnica, asi co-
mo la de preparacién de antigenos,
describimos muy brevemente a con-
tinuacion.

Preparacién de antigenos solubles de
virus parainfluenza

Realizamos la preparaciéon de estos
antigenos, sobre células de rinén de
mono, si bien el del tipo 3 puede pre-
pararse sobre células en linea continua
KB o HEp-2.

Cuando la destruccién celular es
completa, lo que suele ocurrir a los
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6 u & dias de la inoculacién, recoge-
mos el medio y las células, lo. con-
gelamos y descongelamos sucesiva-
mente y lo sometemos a una centrifu-
gacion ligera. El sobrenadante consti-
tuyc el antigeno llamado ‘“clasico”,
gencralmente satisfactorio para el ti-
po 3, ya que suele contener 2 U. A.
en la dilucién 1/2 al 1/4. Las técnicas
de concentracién pueden ser utilizadas
si se desean mejorar los rendimientos
de los antigenos de los tipos 1 y 2.

Se prepara siempre un antigeno
normal con las mismas células emplea-
das en la preparacién de los antigenos
y obtenidas con el mismo método que
dichos antigenos viricos.

Conservamos todos los antigenos
congelados a —50°C.

“Reaccién de fijacion del complemento

Para este estudio hemos empleado
cl micrométodo en tubos con fijacién
cn frio descrito por SOHIER y colabo-
radores en 1956.27

Sueros problema. — Hemos con-
servado los sueros de los enfermos
repartidos en pequefios volimenes y
congelados a —20°C hasta el mo-
mento de la prueba. Previamente a su
utilizacién los mantenemos durante
media hora en el bafio Maria a 56°C
con el fin de inactivar el complemento.

Antigenos. — Todos los antigenos
que utilizamos. en nuestras experien-
cias son antigenos solubles, tipo-espe-
cificos, preparados segun la técnica an-
teriormente expuesta. Ensayamos tam-
bién en todos los casos los sueros pro-
blema frente a los antigenos norma-
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les con el fin de detectar la presencia
de anticuerpos inespecificos.

Todos los antigenos los titulamos,
tras su preparacién, por el método de
Boerner-Lukens en presencia de tres
sueros de referencia cuyo titulo ha
sido previamente determinado frente
a un antigeno también de referencia;
de dichos sueros, el primero debe ser
negativo, el titulo del segundo debe ser
medio, y alto el del tercero.

La dosis de antigeno a utilizar en
la reaccién de fijaciéon del complemen-
to se considera debe ser el doble de
la cantidad minima quc permite a los
sueros encontrar su titulo exacto (2U).
Se utiliza un exceso de antigeno con
el fin de evitar los fenémenos de zona.

Sueros de referencia. — Ultilizamos
como sueros de referencia positivos,
sueros humanos procedentes de indi-
viduos cuya infecciéon ha sido demos-
trada por ¢l aislamiento de virus y/o
por demostracion de un aumento sig-
nificativo del titulo de anticuerpos.
Disponemos, asimismo, de sueros de
referencia  positivos  proporcionados
por los Centros Internacionales de Re-
ferencia (Comunicable Disease Cen-
ter de Atlanta, principalmente).

Los sueros negativos utilizados co-
mo control de la reaccidn, son sueros
humanos, repetidamente controlados,
desprovistos de anticuerpos frente a
los virus respiratorios.

Complemento. — Utilizamos suero

de cobayos machos conservado a
—50°C.
Suero hemolitico. — Hemos utiliza-

do el concentrado preparado por el
Instituto Pasteur.



TABLA Nr° 2

CASOS DE INFECCION POR VIRUS PARAINFLUENZA TIPO 3

Aislamiento Serologia
) . Dias d R.F.C. anti
Fecha Edad Cuadro gllgscig: olaléiesnci%n de . g
SALA comienzo Nombre anos- Slinico con el Resultados los sueros en R.S. Parainfluenza
enfermedad meses comienzo relacién con
el comienzo

1 2 3
. . +3 0 0 0 0
15.12.68 Julio 1-2 Neumonia +3 —_ +20 0 0 0 64
+ +3 0 0 0 0

27.12.68 Salvador 1-2 Bronquitis +1 virus
Para 3 +13 0 0 0 64

SALA 4 .

Neumonia + +1 0 0 0 0

27.12.68 Carmen 0-1 Otitis +1 . virus
Para 3 +13 0 0 0 8
P . —_ +9 16 0 0 256
25.1.69 José T. 1-0 Neumonia +5 +25 16 0 0 256
. . C +6 0 0 0 8
21.12.68 Javier 1-9 Neumonia +6 +19 0 0 0 128

1 » Neumonia

6.1.69  Maria (mongdlica) ~ +4 — +4 o o0 o 0

Carmen 0-3 Fallecida
(9.1.69)

L
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En el sindrome
ARTROPATIA -

IMPOTENCIA - FUNCIONAL

de la
ENFERMEDAD REUMATICA

INDONETACINA L1ADE

antiinflamatorio
analgeésico
~antigotoso

anticolagenosis

I

INDOMETACINA LIADE

Capsulas con

25 mg. de Indometacina
Frasco de 50 capsulas
P.V.P. 146,10

P.V.P. 88,90

Supositorios con

100 mg. de Indometacina

Cajas con 10 supositorios A
Joaqui Maarid 6







6.1.69 Maria Bronquitis +4 — +4 0 0 0 0
Teresa 0-4 +16 0 0 0 32
) . — +2 0 0 o0 0
SALA 1 .1.69 Antonio 0-5 Bronquitis +2 +14 0 0 0 16
p Rinofarin- — +5 0 0 0 0
8169 Jost A, 04 gitis febril 42 +26 0 0 o 0
.. — +4 0 0 0 0
9.1.69 Jorge 0-3 Bronquitis +1 +25 0 0 0 64
= B e LT S e e e e - e—————

+ +6 0 0 0 0

7.1.69 Magda - 0-11 Brongquitis +3 virus
. Para 3 +22 0 16 0 256

7.1.69 Angel 0-10- Bronquitis +4 —
7.1.69 - Maria Bronquitis +3 — +6 0 0 0 0
Angeles 0-4 +27 0 0 0 128
SALA 3 i
. : - — +5 0 0 0 0
. 8.1.69 Antonio 0-7 Bronquitis +2 +35 0 0 0 8
. i —_ +5 0 0 0 0
8.1.69 Enrxque 0-7 Bronquitis +2 +39 3 0 0 8
P . Rinofa-
10.1.69 Ménica 0-2 ringitis +1 —

S — +5 8 0 o 0
15.1.69 M.? Luz 0-7 : Brenqv)‘ums, o FS +19 8 0 0 32

C=Cultivo contaminado.

OZJBW-OJ aug

VIONAID X VNIDIQAW Aq SHTIVNY

€L



74 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

Hematies de carnero. — Los lava--

mos y diluimos al 2 % en solucién
tampén-veronal tipo Mayer-Croft.

Antes de comenzar la reaccidn ti-
tulamos siempre el complemento fren-
te a cada antigeno a ensayar y frente
a un testigo de tampdn veronal.

La unidad 100 % de complemento
viene dada por la dilucién que provo-
ca hemolisis total a la media hora.

El suero hemolitico se titula una
sola vez a la recepcidén de cada lote,
y se conserva inalterado a +4°C du-
rante meses. Por otra parte se realiza
un control indirecto en la titulacion
del complemento.

En la reaccién de fijacién del com-
plemento incluimos siempre un suero
positivo, de titulo conocido y un suero
negativo, realizando simultincamente
los controles generales y los controles
de los sueros.

Reaccion. — Diluimos inicialmente
los sueros problema al 1/8, inactiva-
mos el complemento y realizamos a
continuacién tantas diluciones suce-
sivas cuantas correspondan al titulo
presumible del suero ensayado.

Cada antigeno lo ensayamos frente
a todas las diluciones del suero pro-
blema, del cual establecemos un con-
trol en la dilucién 1/8. Incluimos en
la reaccién un suero positivo a tantas
diluciones como su titulo requiera mas
dos, un suero ncgativo, ambos con su
correspondiente control y 4 pares de
tubos testigos generales de la reaccidn.

Seguidamente afladimos el comple-
mento diluido segin el resultado obte-
nido en la titulacion previa.

Tras agitar enérgicamente, coloca-
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mos los tubos en la nevera a -+4°C
durante 14-16 horas. Transcurrido el
periodo de contacto, los introducimos
durante 2 minutos en bafio Maria a
37°C y procedemos seguidamente a
afiadir la mezcla hemolitica a todos los
tubos. Los agitamos enérgicamente y
los introducimos en cl bano Marfa a
37°C. Transcurridos 30 minutos pro-
cedemos a la lectura de la reaccidn.

La reaccién se considera positiva
cuando la hemolisis es nula o alcanza
un méximo de 20 %. El suero positi-
vo debe presentar su titulo y el negati-
vo debe ser negativo. Los testigos dc
suero deben ser asimismo negativos,
otro resultado significa que dichos suc-
ros presentan poder anticomplementa-
rio.

RESULTADOS

Los resultados globales obtenidos en
el estudio del brote epidémico sc re-
flejan en las tablas 1 y 2.

Aislamiento del virus. — De los
17 ensayos de aislamieato, 14 fucron
negativos y en 3 se puso de mani-
tiesto el crecimiento de virus hemaglu-
tinantes.

Los tres aislamientos positivos fue-
ron inoculados sobre cultivos celula-
res previa congelacién a —50°C. En
dos de ellos, tanto el primer pase co-
mo los sucesivos se efectuaron sobre
células de rindén de mono. El tercero
fue inoculado sobre células de rifién
de mono tras haber observado la apa-
ricién de accidén citopatica sincitial
en un 2.° pase sobre células en linea



"TABLA No° 3

AISLAMIENTO DE VIRUS PARAINFLUENZA TIPO 3

D{as'gn Pri P S do P. T P
Edad relacién Timer Pase ) egundo Pase ercer Pase Iden-
Nombre sos.  Quado conel
meses de 1a . . cacién
enfermedad Células  A.CP. H. Hd. Células ACP. H. Hd. CélulasA.C.P. H. Hd.
+ : + o+ - + +
Salvador 1-2 Bronquitis +1 RMR 10°d o0 ¢ RMC 89 d RMC 6° d R.LH.
+ 0 RMR + 4+ 4 R.IHd
Carmen 0-1 Neumonia +1 KB 0 0 0 Am-57 50 d 4.°d
+ + + + RMC + + R.ILH.
Magda 0-11 Bronquitis +3 RMR 6° d RMC 4° d 304

A.C.P.=Accién citopatica.

H.=Hemaglutinacién.

Hd. = Hemadsorcién.

R.I.LH.=Reaccién de inhibicién de la hemaglutinacién.
R.LHd.=Reaccién de inhibicién de la hemadsorcién.

RMR =Rifién de mono Rhesus.
RMC=Rifén de Mono Cynomolgus.
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continua (Am-57); el primer pase ha-
bia sido realizado sobre KB (tabla
num. 3).

La A.C.P. fue muy evidente en to-
dos los casos, va en el primer pase en
los dos aislamientos sobre células de
riftén de mono, y en el 2.9 pase en el
virus aislado sobre células en linea
continua.

El fenémeno de la hemaglutinacién
con hematies de cobayo se puso de
manifiesto en el 2.2 pase sobre célu-
las primarias a titulos suficientes para
permitir la identificaciéon por la R.IL.H.,
que practicamos Con Sueros antiespe-
cificos de virus parainfluenza tipos 1,
2, 3 y virus SV5. El virus aislado por
inoculacién de células en lineas conti-
nuas no demostré capacidad hemaglu-
tinante durante su crecimiento, en di-
chas células, pero mostré en su primer
pase sobre rifion de mono, un fend-
meno de hemadsorcidn suficientemen-
te intenso para permitir la identifica-
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ci6n mediante la R.I.Hd. La hemaglu-
tinina se demostré también en este
pase aunquc a bajo titulo.

Los tres virus aislados se identifica-
ron como virus parainfluenza tipo 3.

Serologia. — La R.F.C. (tabla na-
mero 4) permiti6 el diagnéstico de in-
fecci6n por virus parainfluenza en 10
de los 14 casos estudiados (71,4 %).
La respuesta en anticuerpos se¢ produ-
jo sblo frente al antigeno de virus pa-
rainfluenza tipo 3, excepto en un caso
(precisamente con virus aislado) que
demostré6 una respuesta simultdnea,
aunque mucho menor, frente al tipo 1.

El diagnéstico seroldgico se obtuvo
por la demostracién de un aumento
significativo del titulo de anticuerpos
en 9 casos (64,2 %) y por la existen-
cia de titulos significativos en un caso
(7,2 %). De los 4 casos en que la
R.F.C’ no permiti6 el diagndstico,
3 tenian anticuerpos, si bien a titulos
bajos.

TABLA N.° 4

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Reaccién de fijacién del complemento
Nam. de casos Virus parainfluenza tipo 3
estudiados
(2 0 mis sueros) Aumento Titulos Titulos no Titulos
significativo significativos significativos negativos
9 (64,2 %) 1 (7,2 %) 3 (21,4 %) 1 (7,2 %)
14
10 (71,4 %) 4 (28,6 %)
DISCUSION cuentes en la infancia. HILLEMAN ¥y

Las infecciones por virus parain-
fluenza son extraordinariamente fre-

TYRRELL,'% 30 recogiendo la informa-
cién obtenida por numerosos autores,
han precisado muchos aspectos de la
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epidemiologia y clinica de estas in-
fecciones. El tipo 3, responsable en
particular de broconeumonias y bron-
quitis, parece ser ¢l tipo més patdgeno,
mas difundido y el que afecta méas pre-
cozmente a los nifos.

En la colectividad infantil que estu-
diamos, el virus parainfluenza 3 se di-
fundié en invierno (diciembre 1968-
enero 1969) afectando en forma epi-
démica a nifios menores de 1 afo en
general. La morbilidad entre los nifios
alcanzé a un 71,4 %.

En el cuadro clinico existié gene-
ralmente participacién del tracto res-
piratorio inferior (bronquitis) y, aun-
que la evolucién fue generalmente be-
nigna, se estudiaron 5 casos que pre-
sentaron un sindrome bronconeumo-
nico. Ocurrié6 un fallecimiento entre
ellos, pero al no haberse completado
el estudio serolégico de dicho caso, y
siendo portador de una grave malfor-
macién congénita, es aventurado atri-
buir la muerte a la infeccién por virus
parainfluenza tipo 3, que debe sos-
pecharse por las caracteristicas epi-
demiolégicas. En todo caso, es cono-
cido que las malformaciones congéni-
tas ensombrecen el prondstico de las
infecciones por mixovirus.

En nuestro estudio los tres virus
aislados lo fueron tras la congelacién
de!l producto patolégico a —50°C. Por
ello, si bien es evidente que el virus
parainfluenza 3 es muy frigil v es
preferible la inoculacién directa de los
cultivos celulares, la congelacién in-
mediata de los productos patoldgicos
a ——50°C, a diferencia de lo que ocu-
rre con ¢l virus R.S., se revela como
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un sistema que permite el éxito del
aislamiento.

Los virus parainfluenza requieren
para su aislamiento el empleo de cé-
lulas primarias de rifién de mono, en
particular los tipos 1 y 2. El tipo 3
ha sido aislado en algunas ocasiones
sobre células en linea continua, a las
que se adapta con facilidad tras su
aislamiento.’ En nuestro trabajo ais-
lamos dos cepas de virus parainfluen-
za tipo 3 sobre rifién de mono y otra
sobre células KB, si bien en este caso
los fenémenos de hemaglutinacién y
hemadsorcién no se manifestaron has-
ta su siembra sobre rifién de mono. Si
no se dispone en los momentos opor-
tunos de células renales de mono nos
parece muy recomendable la inocula-
cién de lineas continuas, y su obser-
vacién cuidadosa para detectar la apa-
riciéon de accién citopatica y proceder
a un pase sobre rifién de mono en caso
necesario.

Dos de los virus aislados se iden-
tificaron por R.ILH. Ello fue posible
porque seguimos la técnica de inocula-
cién de frascos de cultivo celular que
permite la obtencién de mayores can-
tidades de hemaglutinina. El virus res-
tante fue identificado por R.I.Hd. co-
mo se realiza habitualmente tras el
crecimiento en tubos.

En ausencia de aislamiento, el diag-
ndstico scrolégico por R.F.C.’ y aun
por R.I.H., presenta el inconveniente
dc las frecuentes reacciones heterélo-
gas entre los tres tipos.4 12 Incluso en
presencia de un aumento significativo
frente a los otros dos, es aventurado
sentar el diagnéstico de tipo, vy debe
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interpretarse Unicamente como infec-
cién por virus parainfluenza. Se ha
demostrado, en efecto, que las infec-
ciones por el tipo 1 frecuentemente
presentan una respuesta heteréloga pa-
ra el tipo 3, lo que s¢ explica por la
mayor frecuencia de la primoinfeccion
por el tipo 3.

En los casos estudiados por noso-
tros, dejando el aislamiento del virus
que soluciona el problema del tipo
causal, la respuesta de anticuerpos
FC’ se presentdé tUnicamente para el
tipo 3, excepto en un caso, con virus
aislado, que presenté una respuesta
heterdloga a bajo titulo para el tipo 1.

La R.F.C’ fue diagnéstico de in-
feccidn por virus parainfluenza en el
71,4 % de los casos estudiados.

RESUMEN

Se estudia un brote epidémico de
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infecciones respiratorias agudas ocu-
trido en enero 1969, que afectd el
82,3 % de los nifios albergados en
tres salas de una institucién de Bar-
celona, cuyas edades estaban com-
prendidas entre un mes y un afio.

En una muestra de los enfermos se
intentd el aislamiento del virus por
siembra de frotis faringeo sobre célu-
las primarias de rifién de mono, y se
obtuvieron dos sueros para la précti-
ca de reacciones scrolégicas.

Se aislaron tres cepas de virus para-
influenza tipo 3 y se diagnosticaron,
mediante la reaccién de fijacién del
complemento, un 71,4 % de los casos
estudiados.

Se describen las caractersiticas epi-
demioldgicas del brote y los cuadros
clinicos presentados. Se comentan los
resultados del aislamiento de virus y
reacciones serolégicas.
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