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RESUMEN

La infeccidn respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuente a lo largo de la vida de una personay es la causa
mas comun de morbi-motalidad en menores de 5 afios. El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de
infeccidon por Virus Influenza A (FIuA) y por Virus Influenza B (FluB) en pacientes menores de 2 afios con diagnéstico
presuntivo de IRA en una ciudad capital del norte argentino (Resistencia, Chaco) por métodos moleculares. Se
analizaron aspirados nasofaringeos correspondientes a 1210 nifios durante el periodo 2014-2016. Los mismos
fueron testeados por PCR en tiempo real, halldndose FluA en el 4,13% y FluB en el 1% del total de muestras
estudiadas. La mayor concentracién de positivos se observé en los meses de mayo-agosto para FIuA y agosto-
septiembre para FluB, periodos en los que se detectaron el 76% y 75% del total de casos, respectivamente. El virus
de la influenza A se presenté como Unico agente involucrado en el 76% de los infectados y FluB en el 66,7 %,
correspondiendo el resto a infecciones concomitantes con otros virus como el Virus Sincicial Respiratorio, Rinovirus,
Adenovirus y Bocavirus humano. Las técnicas moleculares permiten el diagndstico concomitante de varios
microorganismos en una misma prueba, de manera rapida y confiable. Este trabajo, aporta datos epidemioldgicos
de una cohorte en general no estudidada, como es la de pacientes de la consulta privada; ademas, analiza, discute
y profundiza el debate sobre la utilidad del diagndstico etioldgico de los patégenos respiratorios.

Palabras clave: Virus Influenza A, virus Influenza B, infecciones respiratorias altas, IRA.

Resumo

A infeccdo respiratdria aguda (IRA) é a patologia mais freqliente ao longo da vida de uma pessoa e é a causa mais
comum de morbilidade e mortalidade em criangas menores de 5 anos de idade. O objetivo deste estudo foi
determinar a freqUiéncia de infeccdo do virus Influenza A (FIuA) e B (FluB) em pacientes com menos de 2 anos de
idade com um diagndstico presuntivo de IRA em uma capital do norte da Argentina (Resistencia, Chaco) por métodos
moleculares. As aspiragGes nasofaringeas correspondentes a 1210 criangas foram analisadas durante o periodo
2014-2016. Eles foram testados por PCR em tempo real, se achando FluA em 4,13% e FIluB em 1% das amostras
totais estudadas. A maior concentragdo de positivos foi observada nos meses de maio a agosto para FIUA e agosto-
setembro para FluB, periodos em que 76% e 75% dos casos totais foram detectados, respectivamente. O virus da
gripe A foi apresentado como o Unico agente envolvido em 76% de infeccdo e FluB em 66,7%, o restante
correspondendo a infecgGes concomitantes com outros virus, como virus respiratdrio sincicial, Rhinovirus,
Adenovirus e Bocavirus humano. As técnicas moleculares permitem o diagndstico concomitante de varios
microorganismos no mesmo teste, de forma rapida e confiavel. Este trabalho ndo sé fornece dados epidemioldgicos
sobre uma coorte em geral ndo estudada, como a dos pacientes na pratica privada, mas também analisa, discute e
aprofunda o debate sobre a utilidade do diagndstico etioldgico de patdgenos respiratoérios.

Palavras-chave: Virus da gripe A, virus da gripe B, infec¢Ges respiratdrias altas, IRA.

Abstract

Acute respiratory infection (ARI) is the most frequent pathology along human life, being the most common cause of
morbidity and mortality in children under 5 years old. The aim of this study was to determine the frequency of
Influenza A (FluA) and Influenza B (Flu B) viruses in infants under 2 years old with symptoms of ARI from north
Argentina (Resistencia, Chaco; Argentina). The study was performed on nasopharyngeal aspirates of 1210 patients
for the year 2014-2017. The samples were tested by real time PCR and the frequence detected was 4,13% for FIuA
and 1% for FluB. The period with the major detection report was May-August for FIUA and August-September for
FluB, periods in which 76% and 75% of total positive cases were detected, respectively. Influenza A virus was
observed as a unique infection in 76% of the cases and FluB in 66,7%. The main mixed infection detected were with
Respiratory syncytial virus, Rhinovirus, Adenovirus and Human bocavirus.
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This work not only emphasize the importance of generate epidemiology reports of respiratory virus of patients from
de private clinical consult, but also analyze the relevance of the accurate etiology diagnosis of these infections for a
better treatment and following.

Key-words: Influenza A virus, Influenza B virus, upper respiratory infections, ARI.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), tanto virales como bacterianas, reflejan la mayor
causa de hospitalizacidn en todas las edades y se encuentra dentro de las primeras 5 causas de
muerte en nifios menores de un afio en Argentina (. El comportamiento de estas patologias es
principalmente estacional, concentrandose su morbi-mortalidad en el periodo invernal, meses
en los cuales se transforma en el principal motivo de consulta e internacién de nifios menores
de 5 afios W@, Dentro de esta poblacidn, los diagnésticos principales son la neumonia y la
enfermedad tipo influenza, seguidas de bronquitis y bronquiolitis, siendo los virus los principales
responsables G4®) Es, sin duda, uno de los problemas de salud publica mas importantes en la
poblacién infantil y particularmente en los nifios con menos de 24 meses de vida ?(®), En estos
casos, la indicacién de tratamiento antibidtico empirico resulta una practica habitual, tanto en
las salas de emergencia como en la consulta ambulatoria, aliin en ausencia de un diagndstico de
certeza 7). Si bien se han desarrollado reglas de prediccién clinica de gran valor para diferenciar
infecciones de etiologia viral y bacteriana en nifios con sintomas de IRA, no siempre resultan
suficientes y eficientes para determinar una conducta quimioterdpica adecuada ©®). En este
sentido, el diagndstico etiolégico empleando métodos de laboratorio rdpidos y confiables, como
las técnicas de biologia molecular, resultan cada vez mas utiles en la practica médica diaria (919,
La identificacién de certeza del agente patdgeno involucrado permite restringir la utilizacion
innecesaria de antibidticos como tratamiento de rutina, con el consiguiente impacto en la
disminuciéon de efectos adversos, resistencia bacteriana y costos para el sistema de salud afo
(1)(12)13) | 3 mayoria de las muertes por enfermedades respiratorias ocurren antes del de edad,
especialmente entre los 2 -3 primeros meses de vida y se estima que el 60% de los niflos menores
de 1 afoy el 50% de los menores de 5 afios, padecen al menos un episodio de IRA en el trascurso
de un afio (M),

Los microorganismos mas frecuentemente asociados a IRA son: Virus Sincicial Respiratorio (VSR),
Adenovirus (ADV), Virus Influenza A y B (FIuA, FluB), Virus Parainfluenza 1, 2 y 3 (PIV1, PIV2,
PIV3), Metapneumovirus humano (hMPV), Bocavirus humano (hBoV), Rinovirus humano (HRV)
y Mycoplasma Pneumonie (Mypn) Y1) Para ninguno de los virus mencionados, con excepcion
de los virus influenza, existen vacunas o antivirales de probada eficacia (1%,

El Laboratorio de Aplicaciones Moleculares de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional del Nordeste (UNNE), realiza desde el afio 2014, un minucioso trabajo epidemioldgico
de observacion de la circulacidn de virus respiratorios en nifios menores de 2 afios de la consulta
privada, con diagndstico presuntivo de IRA, de la ciudad de Resistencia-Chaco. El estudio
contempla ademas, el seguimiento estacional y de comportamiento epidemiolégico de virus que
actualmente no estan incluidos en el sistema de vigilancia de virus respiratorios de la Direccién
Nacional de Epidemiologia y Andlisis de la Situacién de Salud del Ministerio de Salud de la Nacién
(Argentina) . El presente informe, detalla en forma particular el comportamiento observado de
los Virus Influenza A e Influenza B en menores de 2 afios con IRA, para el periodo epidemioldgico
2014-2016 en Resistencia, Chaco (Argentina).
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Materiales y Métodos:

Se realizé un estudio de tipo transversal, observacional y descriptivo, con muestreo no
probabilistico por conveniencia en 1210 muestras de aspirados nasofaringeos (ANF) de nifios
menores de 2 anos, con diagndstico presuntivo de IRA de la ciudad de Resistencia, Chaco,
Argentina. Los ANF se colectaron de enero a diciembre de los afios epidemioldgicos 2014, 2015
y 2016 y fueron obtenidos de pacientes que concurrieron a una de las principales clinicas de
atencién pediatrica privada de la ciudad. El material de muestra de cada nifio participante fue
obtenido en las instalaciones de un laboratorio privado de la ciudad de Resistencia en el caso de
los pacientes ambulatorios y por personal de enfermeria y/o kinesidlogos en los pacientes
internados. En todos los casos se procedié a partir de la orden médica correspondiente, con
pedido explicito de estudio molecular para diagndstico etioldgico de patdgenos respiratorios.
Para cada paciente, se solicité la autorizacidn de los padres y/o tutores para la utilizacién de una
alicuota de la muestra de ANF (obtenida para fines diagndsticos en el laboratorio particular
mencionado) a los fines del presente trabajo, resguardando la identidad de los menores en todo
momento. Los resultados del presente estudio se manejaron de manera andnima e
independiente y se enmarcaron dentro de las pautas de un trabajo epidemioldgico de
investigacion. En relacién a las normas éticas correspondientes, el estudio se encuentra
aprobado por la Comisién de Etica del Instituto de Medicina Regional de la UNNE.

La deteccion de FluAy FluB en los ANF se realizé mediante PCR en tiempo real (qPCR) empleando
sondas de hidrélisis (Tagman®). Para esto, se utilizd6 una metodologia de deteccidn cualitativa
desarrollada a partir de los trabajos de varios investigadores (15(16)(17)(18) " Est3 técnica, optimizada
en formato de paneles multiplex, puede detectar de manera simultanea varios microorganismos
causantes de patologias respiratorias agudas, permitiendo identificar tanto infecciones
individuales como mixtas. El protocolo de qPCR para los dos agentes que se informan en el
presente estudio, corresponden a desarrollos realizados por el Center for Diseases Control (CDC;
Atlanta, EEUU) (%), Los &cidos nucleicos (ARN y ADN) virales y bacterianos se extrajeron a partir
de la alicuota conservada de ANF mediante kit comercial de columnas (High Pure Viral Nucleic
Acid kit®, Roche), siguiendo las especificaciones del fabricante. La retrotranscripcion se realizé
con transcriptasa reversa IMPROM® (Promega, EEUU), segun especificaciones del fabricante.
Para la qPCR se empled mix de reaccidn de cinética rapida, KAPA Probe Fast gPCR Kit Master Mix
(2X) Universal (Kapa Biosystems, EEUU) en un equipo ECO® lllumina de 4 canales. Las reacciones
de qPCR se realizaron en un volumen final de 10pL y se utilizaron controles positivos secundarios
para todos los agentes estudiados por cada ensayo realizado. La totalidad de las muestras fueron
testeadas a fin de evaluar la integridad de los acidos nucleicos (RNAsa-P). La informacion de los
casos estudiados se volcd, junto con los resultados obtenidos, en una planilla de célculo
confeccionada para ese fin y se procedid al analisis estadistico mediante el programa PAWS
Statistics de IBM version 18.0.
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Resultados:

Se recolectaron y procesaron 1210 muestras viables de nifios menores de 2 afios con diagndstico
presuntivo de IRA entre los meses de enero a diciembre de los afios 2014, 2015y 2016. Para esta
serie, en el andlisis estadistico no se discrimind entre pacientes internados y ambulatorios, pero
del total de muestras testeadas, el 30% correspondid a nifios que requirieron internacion. El
periodo que concentrd la mayor cantidad de pedidos diagndsticos de patégenos respiratorios
comprendio los meses de mayo-septiembre, en el que se recolectd y proceso el 70% (846/1210)
del total de los ANF analizados. A su vez, los meses de junio y julio fueron los de mayor
concentracion de solicitudes médicas, con el 40,5% del total de pedidos (490/1210).

Se observé presencia de al menos un agente productor de IRA en el 51,8% (627/1210) de los
casos estudiados. En la figura 1, se aprecia la distribucidn de infecciones simples y multiples de
la serie estudiada.

Figura 1: Distribuciéon de resultados de 1210 muestras de aspirados nasofaringeos de nifios menores de
2 afios con diagndstico presuntivo de IRA?, estudiados por gPCR multiple. La totalidad de los casos de la
serie corresponde a pacientes de la consulta privada de la ciudad de Resistencia, Chaco (Argentina);
periodo 2014-2016.

No deteccién de patégenos Infecciones por un solo agente
respiratorios 44,7%
48,2%

Coinfecciones por tres Coinfecciones por dos
(3) agentes (2) agentes
0,5% 6,6%

! Infeccidn respiratoria aguda.
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La presencia de FluA fue del 4,13% (50/1210) en el total de muestras estudiadas; 3,8% en 2014
(15/394), 3,0% en 2015 (10/329) y 5.1% en 2016 (25/487). El virus de la influenza B representd
el 1% (12/1210) del total de infecciones detectadas; 1,5% en 2014 (6/394), 1,8% en 2015 (6/329),
no registrandose casos en 2016. Si se considera la distribucidn proporcional de estos dos agentes
sobre los 627 casos positivos de patologias respiratorias detectadas, las infecciones por FIuA
correspondieron al 8% (50/627) del total y las de FluB al 1,9% (12/627) (Figura 2).

Figura 2: Distribucién proporcional de agentes respiratorios en 627 casos con deteccién positiva de
acidos nucleicos detectados en la serie estudiada de 1210 niflos menores de 2 aifos con diagndstico
presuntivo de IRA?, en Resistencia, Chaco (Argentina). Periodo 2014-2016.

Mypn; 2,4% Flus; 1,9%

hmpv; 4,1%
ADV; 9,3%

FluA; 8,0%

PIV 1-3; 16,6%

RSV: 35,4%

YInfeccién Respiratoria Aguda. Mypn: Mycoplasma pneumoniae; FIuA: Virus influenza A; FluB: Virus
Influenza B; PIV: Virus parainfluenza (1-3); RSV: Virus sincicial respiratorio; HRV: Rinovirus humano;
hBoV: Bocavirus humano; hMPV: Metapneumovirus humano.

También se observa que la ocurrencia de casos positivos para estos agentes, es mayor en el
segmento de 6-24 meses de vida (FIuA: 5,9%; FLUB: 1,9%) que en menores de 6 meses (FIuA: 2%;
FluB: 0,2%). En relacidon a la distribucién de casos considerando la época del afio, FIUA es mas
frecuente en los meses de mayo-agosto, periodo en el que se detecté el 76% (38/50) de los
mismos, y FluB en agosto-septiembre, meses en los que se observé el 75% (9/12) de los casos
positivos.
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El virus de la Influenza A se identificé como Unico causante de la afeccion respiratoria en el 76%
de los positivos detectados (38/50), acompaiiado por VSR en un 14% (7/50), por hBoV o ADV en
un 6% (3/50) y en coinfecciones con HRV+hBoV o ADV+VSR en un 2% (1/50). En relacién a FluB,
se presentd en infecciones simples en el 66,7% (8/12) de los casos, junto a hBoV en el 25% (3/12)
y en un caso se asocié a hMPV.

Discusion y conclusiones

La enfermedad respiratoria aguda sigue siendo la principal causa de muerte en nifios en todo el
mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, a pesar de su impacto,
frecuencia y severidad, la informacidén sobre su etiologia sigue siendo limitada y los sistemas
publicos de registro y vigilancia tardan anos en incorporar los nuevos patégenos descubiertos,
asi como aquellos que generan reemergencias. Sin duda, los estudios epidemioldgicos y el
diagnéstico de las patologias respiratorias de origen virico han dado un giro rotundo a partir del
desarrollo de las metodologias moleculares de deteccién gendmica (191920 Hace no mas de 15
anos, las infecciones virales del tracto respiratorio eran frecuentemente diagnosticadas sdlo por
la clinica, y al no contar éstas con tratamiento especifico, no se veia la necesidad médica de
profundizar en el diagndstico etioldgico (11122119 Sin embargo, esta realidad ha ido cambiado
y tiende a una mayor evolucidn, teniendo en cuenta las numerosas ventajas que aporta el
diagndstico molecular de multiples microorganismos de manera simultanea y a partir de una
misma muestra (12)(20)22),

Podemos mencionar como ejemplos: 1) la importancia de la identificacidn especifica del Virus
Influenza H1N1 en la epidemia mundial de 2009 para diferenciarlo de la gripe estacional y poder
hacer el tratamiento con Oseltamivir; 2) la utilidad de un diagnéstico diferencial de ADV para
proceder al aislamiento de los pacientes y evitar el contagio horizontal en salas de internacion;
3) probar la ocurrencia o no, de infecciones mixtas virales-bacterianas para decidir la
instauracion de terapia antibidtica; 4) evitar la instauracion de largos tratamientos antibidticos
gue favorecen la aparicién de cepas bacterianas resistentes en los casos de infecciones virales
puras o 5) la importancia de diagnosticar e informar la epidemiologia de nuevos virus re-
emergentes como el hMPV, HRV o hBoV, que pueden ser causa de IRA (6)(21)(23)(24)(25)(26),

Nuestro trabajo muestra una frecuencia de infeccion general por FIuA de alrededor del 4%, que
escala a un 5% si sumamos los casos de FluB en menores de 2 afos, un porcentaje similar al
hallado por otros trabajos (27)(28)30031)32) Sj hjen es cierto que la frecuencia de cada afio depende
en gran medida del impacto de las campanas de vacunacién, en nuestro caso la frecuencia de
FIuA aumentd en el en el afio 2016, coincidiendo con datos del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica de Virus Respiratorios, que publicd un incremento en la circulacion de FluA HIN1
en todo el territorio nacional (2,

Nuestra serie muestra una clara estacionalidad para FIuA en menores de 2 afios entre los meses
de mayo-septiembre, periodo que concentré mas del 71% de los casos hallados y se separa
claramente de la ocurrencia de casos de FluB, cuyo pico estacional se dio en el bimestre agosto-
septiembre. Este dato epidemioldgico es particularmente importante, dado que en la practica
médica de rutina se suele referir, de manera no discriminada y genérica a casos de Influenza,
siendo que ambos agentes pueden tener prondsticos distintos en la evolucién de los casos y el
pico de FluB es esperable que aparezca mas tardiamente durante la época invernal (3031,
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También, observamos que FIUA se presenté como una infeccion Unica en el 76% del total de
casos, estando en el 24% restante acompafiado por uno o dos agentes virales mas,
particularmente por VSR. La infeccidon mixta por FIuA+VSR estd documentada y claramente
puede agravar el curso de la patologia 3233), Ciertamente, un punto a destacar y que también se
desprende de este tipo de estudios, es el hecho de que las infecciones virales respiratorias cursan
en un porcentaje importante como infecciones mixtas (25 . Esto puede parecer superfluo y/o
evidente, pero en la prdctica médica diaria, todavia es frecuente observar solicitudes
diagndsticas de agentes virales en forma individual, lo cual muchas veces impacta en un
diagnéstico tardio e inoportuno, o en el peor de los casos, no se llega al diagndstico etiolégico y
se trata de manera empirica. Los virus respiratorios generan infecciones autolimitadas que
suelen remitir, como media, entre dos o tres semanas post-infeccién. Lo que ocurre con el
paciente en ese tiempo, la gravedad de las secuelas y los costos de atencion sanitaria, dependen
en gran medida de un diagndstico rapido, eficiente y oportuno. Todavia no se cuenta con un
abanico amplio de terapia antiviral; sin embargo, solo evitar la instauracién innecesaria de
antibidticos, justifica el empleo de técnicas diagndsticas rapidas y altamente eficientes para
detectar el agente involucrado ®%. Ademas, en el caso de infecciones virales puras, la deteccién
etioldgica del/los patdgeno/s involucrado/s, permite contemplar tempranamente conductas de
sostén y seguimiento clinico que garanticen una evolucién mas favorable y confortable del nifio.
Deberiamos, en este contexto, y en base a las evidencias experimentales, estimular y difundir la
utilizacidn de paneles amplios de deteccidn virales-bacterianos mediante técnicas moleculares.
Esto es absolutamente posible en la actualidad, teniendo en cuenta que gran parte de los
principales centros sanitarios, tanto publicos como privados, cuentan con tecnologias de PCR en
tiempo real. Seria una tarea de los centros de investigacion y desarrollo, transferir este know-
how una vez validadas las metodologias o estimular la adquisicion de kits comerciales disponibles
en el mercado local.

Por otro lado, un dato no menor es que el presente estudio se centré en el andlisis
epidemioldgico de nifos con diagndstico presuntivo de IRA, atendidos en la consulta privada.
Esto complementa los datos aportados por el Sistema Nacional de Vigilancia de Virus
Respiratorios de la Direccién Nacional de Epidemiologia, que en mayor medida refleja los
resultados de pacientes atendidos en el sistema sanitario publico y cuyos datos se informan a
través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SIVILA). En este sentido, también se
insta al sector privado de la salud, a aportar informacion por este canal y sumar datos que
mejoren la representatividad de la informacién epidemioldgica.

Este trabajo intenta, por un lado, generar un aporte a los datos epidemiolégicos locales sobre
FluA y FIuB en nifios menores de 2 afios con IRA, y por otro, difundir y estimular la utilizacién de
mejores técnicas diagndsticas, que permitan un manejo mas efectivo, oportuno y basado en
evidencias en el tratamiento y seguimiento de los pacientes con afectaciones respiratorias
agudas.
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