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RESUMEN

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 circulation of
HBoV in infants under 5 years old with symptoms of ARI from north Argentina (Chaco province). Were analyzed
882 nasopharyngeal aspirates obtained during the years 2014 and 2015. The samples were tested by real time PCR
and the overal frequency of HBoV was 7.6%. The period with the major detection report was June-September
with 77.6% of all positive cases. It is interesting that 98.5% of all cases were in infants aged 0 to 2 years of life.
HBoV positive cases were given as single infection in 46.3% of patients and the remaining 53.7% as concomitant
infections with other viruses. The evaluation of two full years calendar of molecular epidemiological study in
northern Argentina of HBoV, reflects more accurately the current situation and could lead to re-formulate
strategies for diagnosis, treatment and prognosis of this disease. We intend to highlight the importance of
investigate this new virus capable of produce an acute respiratory disease by providing information about it to the
community.

Key-words: Human bocavirus, Upper Respiratory Infections, children hospitalized

Circulagao de Bocavirus humanos em criangas menores de 5 anos da provincia de Chaco, Argentina: periodo de
2014 e 2015.

Sintese

A infecgdo respiratdria aguda (IRA) é a mais frequente ao longo da vida de uma patologia individual e é a causa
mais comum de mortalidade/morbidade em criangas com menos de 5 anos. O objetivo deste estudo foi
determinar o movimento do Bocavirus Humano (HBoV) em criangas menores de 5 anos com um diagnéstico
presuntivo de IRA numa capital estadual do norte da Argentina (Resistencia, Chaco). Foram analizados 882
aspirados nasofaringeos, obtidos durante os anos 2014 e 2015. As pessoas foram testeadas por PCR em tempo
real, onde se encontrou uma frequéncia de HBoV do 7,6% (67/882), dando a maior concentra¢do de casos
positivos no periodo de junho a setembro (77,6%). Curiosamente, 98,5% dos casos foram em criangas de 0 a 2
anos de vida. Os casos positivos de HBoV foram dados como unica infecgdao em 46,3% dos pacientes e os restantes
53,7% como infecgdes concomitantes com outros virus. A avaliagdao de dois anos, calendario completo de estudo
de epidemiologia molecular HBoV no norte da Argentina, reflete com mais precisdo a realidade, e pode reformular
as estratégias para o diagndstico, tratamento e progndstico da patologia. Temos a intencdo de destacar a
importancia de se investigar o novo virus capaz de gerar doenca respiratéria aguda, fornecendo informagdes dele
para a comunidade.

Palavras-chave: bocavirus, infecgcGes das vias respiratdrias superiores, criangas hospitalizadas, humanos.

RESUMEN

La infeccion respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuente a lo largo de la vida de una persona y es la
causa mas comun de morbi-motalidad en nifios menores de 5 afos. El objetivo de este trabajo fue determinar la
circulacion del Bocavirus Humano (HBoV) en nifios menores de 5 afios con diagndstico presuntivo de IRA en una
ciudad capital del norte argentino (Resistencia, Chaco).
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Se analizaron 882 aspirados nasofaringeos obtenidos durante los afios 2014 y 2015. Los mismos fueron testeados
por PCR en tiempo real encontrdndose una frecuencia de HBoV de 7.6% (67/882), dandose la mayor
concentracion de casos positivos en el periodo junio-septiembre (77,6%) y es interesante destacar que el 98,5%
del total de casos se registraron en infantes entre 0 a 2 afio de vida. Los casos positivos para HBoV se dieron como
infeccion Unica en el 46.3% de los pacientes y el 53.7% restante como infecciones concomitantes con otros virus.
La evaluacion de dos afios -calendarios completos- de estudio epidemioldgico molecular de HBoV en el norte
argentino, refleja de manera mas fiel la realidad ya que permite reformular las estrategias en cuanto al
diagndstico, el tratamiento y el prondstico de esta patologia. Pretendemos destacar la importancia de investigar
los nuevos virus capaces de generar patologia respiratoria aguda brindando informacién sobre el mismo a la
comunidad.

Palabras clave: Bocavirus Humano, infecciones respiratorias altas, nifios hospitalizados.

INTRODUCCION

La infeccidn respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuente a lo largo de la vida del ser
humano y es la causa mas comun de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afos,
generando un aumento importante de las consultas externas y las hospitalizaciones en el
periodo invernal. Esto se debe, particularmente, a la elevada variabilidad gendmica de muchos
de los agentes cominmente involucrados en estas patologias, y que no siempre permiten al
sistema sanitario estar totalmente preparado para lo que pueda acontecer en un afio
epidemioldgico dado. Como consecuencia, las IRA tanto en su estudio, diagndstico,
tratamiento y seguimiento deben ser abordadas de manera integral e interdisciplinaria para
evitar problemas epidemioldgicos de dificil resolucién?.

En este sentido, el avance actual de la ciencia y la técnica, conjuntamente con el abordaje
integral sefialado y la colaboracién dindmica entre los sistemas asistenciales de Salud Publica y
los centros de investigacién publicos y privados, pueden amortiguar notoriamente el impacto
de estas patologias.

Dentro de esta poblacién de menores de 5 afios, los diagndsticos principales son: neumonia y
enfermedad tipo influenza, seguidas de bronquitis y bronquiolitis? 3. El 60% de los menores de
1 afio y el 50% de los menores de 5 afios padecen al menos un episodio respiratorio agudo
anual. El Ministerio de Salud de la Nacidn, en su guia para el equipo de salud sobre el abordaje
integral de las infecciones respiratorias agudas, destaca que las mismas constituyen la principal
causa de consultas e internaciones en todas las edades. Por su frecuencia, gravedad y costo en
salud es un tema de claro interés prioritario?. De los multiples agentes infecciosos involucrados
en las IRA, los virus son sin lugar a dudas, los principales responsables® °. Los agentes virales
mas comunes son: el virus sincicial respiratorio (HRSV), los virus de la influenza A (FLUAV) y B
(FLUBV), los virus parainfluenza 1, 2, y 3 (HPIV 1, 2,3), el adenovirus humano (HAdV) y el
rinovirus humano (HRV)>®’. Segln datos del Ministerio de Salud, el HRSV es el agente
predominante en menores de 5 afios (~75%) seguido por los PIV (~10%). En lactantes y
menores de 2 afios el principal agente involucrado es claramente el HRSVZ.

La vigilancia epidemioldgica es un instrumento esencial para una adecuada planificacién de
estrategias de prevencion y control, asimismo, para detectar epidemias y brotes, determinar la
frecuencia y distribucion de los agentes responsables de las IRA y realizar la evaluacién
antigénica y genética de nuevas cepas. Esta vigilancia depende, entre otros factores, de la
posibilidad de contar con metodologias adecuadas para la deteccion vy tipificacion de los
agentes virales circulantes?. El despliegue de la ciencia en el drea de la biologia molecular y la
utilizacion de sus herramientas en la deteccién de virus respiratorios, permite actualmente
realizar un trabajo epidemiolégico mas ajustado y completo® 8 9 10,



Revista de la

Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional del Nordeste
Ruiz Diaz, Natalia; y Col. Rev. Fac. Med. UNNE XXXVI: 3, 5-12, 2016

Ademas, posibilita identificar agentes virales nuevos, como ocurriera en 2001 con el HMPV y en
2005 con el Bocavirus humano (HBoV)3 1,

El HBoV se incorpora a la larga lista de virus asociados con IRA en el ser humano en 2005.
Presenta una escasa variacion genética, lo que sugiere un linaje Unico con dos genotipos ST1 y
ST2, que pueden cocircular juntos. Como todos los parvovirus, son virus esféricos de pequefio
tamafio con simetria icosaédrica, carentes de envoltura y con un genoma constituido por una
Unica molécula de ADN monocatenario. Desde su descubrimiento, los trabajos epidemiolégicos
han ido en aumento y se lo ha detectado en todo el mundo en muestras nasofaringeas, suero y
heces. Estos estudios han demostrado que HBoV podria ser el responsable de un porcentaje
nada desdefiable de bronquiolitis y sibilancias recurrentes en nifios de corta edad*?. Si bien
actualmente esta muy discutido el verdadero rol protagénico de este virus en las IRA, es
importante conocer su epidemiologia en distintas regiones del pais para poder llegar a
conclusiones certeras en un futuro préoximo. En Argentina, se reportan algunos trabajos en el
centro del pais que sefialan frecuencias de deteccién de alrededor del 10-20%'> * 15, Hasta
2014, se desconoce su comportamiento epidemioldgico en el norte argentino.

El presente trabajo tiene como objetivo principal la observacién de la circulacion y la
evaluacién del periodo estacional del Bocavirus humano (HBoV) en nifios menores de 5 afos de
la Provincia del Chaco.

MATERIALES Y METODOS

Siguiendo un muestreo prospectivo, no probabilistico de conveniencia, se recolectaron 882
aspirados nasofaringeos (ANF) de nifios menores de 5 afos con diagndstico presuntivo de IRA
de la ciudad de Resistencia, Chaco (Argentina). Las muestras fueron obtenidas de pacientes que
concurrieron a una de las principales clinicas de atencién pediatrica privada de la ciudad. En
todos los casos, las muestras utilizadas correspondieron a una fraccién del material obtenido
para realizar el estudio virolégico de rutina solicitado por el médico tratante. Esta fraccién del
ANF destinada al estudio epidemiolégico de HBoV en el Laboratorio de Aplicaciones
Moleculares (LAM) de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE),
fue cedida con la autorizacion explicita y firmada de los padres y/o tutores de los nifios, previa
explicacion de los fines y objetivos del presente estudio.

La deteccion de HBoV en los ANF se realizd mediante PCR en tiempo real (qPCR) empleando
sondas de hidrélisis (Tagman). Para esto, se utilizd una metodologia de deteccién cualitativa en
formato de paneles multiplex de desarrollo in-house tomada de varios autores, que permite
detectar diversos agentes productores de patologias respiratorias y evaluar si el HBoV se
presenta solo o en forma conjunta con otros agentes potencialmente causantes de IRA® 17, 18
19 En la tabla | se presentan los distintos paneles virales y de Mycoplasma penumoniae (My.pn)
gue se testearon para cada muestra. Los acido nucleicos (ARN y ADN) del ANF se extrajeron
mediante kit comercial de columnas (High Pure Viral Nucleic Acid kit®, Roche) y siguiendo las
especificaciones del fabricante.
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Tabla I: Detalle de los paneles virales y de Mycoplasma pneumoniae utilizados en este trabajo
para la deteccion de los principales agentes involucrados en IRAs de pacientes menores de 5
anos.

Agente respiratorio detectado Fluoréforo/Quencher Panel

Virus Influenza A (todos los subtipos FAM/BHQ1
PANEL 1 (DUPLEX)?®

Virus Influenza B HEX/BHQ1

Virus sincicial respiratorio genotipo A HEX/BHQ1 PANEL 2 (DUPLEX)Y’
Virus sincicial respiratorio genotipo B FAM/BHQ1

Rinovirus humano Cy5/BHQ2 PANEL 317
Mycoplasma pneumoniae HEX/BHQ1 PANEL 418

Virus parainfluenza 1 Cy5/BHQ2

Virus parainfluenza 2 HEX/BHQ1 PANEL 5 (TRIPLEX)Y/
Virus parainfluenza 3 FAM/BHQ1

Adenovirus FAM/BHQ1 19
Bocavirus humano VIC/BHQ1 PANEL 6 (DUPLEX)
RNAsa-p (CONTROL GENOMICO) FAM/BHQ1 PANEL 71

La retrotranscripcion se realizé en dos pasos con retrotranscriptasa reversa de PROMEGA
(IMPROMP®), segun especificaciones del fabricante. Para la qPCR se empled mix de reaccion de
cinética rapida de Kapa Biosystems (KAPA Universal Probe Fast qPCR) en un equipo ECO°®
Illumina de 4 canales. Las reacciones de qPCR se realizaron en un volimen final de 10uL con el
siguiente protocolo: 3 minutos a 952C para activacion de la Taq polimerasa, luego 40 ciclos de
952C por 5 segundos y 602C por 30 segundos.

Se utilizaron controles positivos secundarios para todos los agentes estudiados por cada
ensayo realizado y se monitored que entre las distintas tandas procesadas los CT (ciclo de la
gPCR en que la curva de amplificacion corta la linea umbral establecida) de los controles no
difieran en % 1.5 ciclos. Todas las muestras fueron testeadas a fin de evaluar la integridad de los
acidos nucleicos (RNAsa-P).

La informacién epidemiolégica de los casos estudiados se volcaron, junto con los resultados
obtenidos, en una planilla de calculo confeccionada para ese fin. Una vez finalizada la
recoleccidn y estudio de las muestras, se procedid a exportar dicha planilla al programa PAWS
statistics 18 para realizar el analisis estadistico correspondiente.

RESULTADOS

Se recolectaron y procesaron 882 muestras viables de ninos menores de 5 afios con diagndstico
clinico de IRA entre los meses de enero a diciembre de los afos 2014 y 2015. El periodo de
mayor actividad muestral comprendié los meses de junio-septiembre, en el que se recolectd y
proceso el 77.6 % del total de los ANF colectados.
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Se observd la presencia de acido nucleico del HBoV en el 7.6% de las muestras (67/882)
estudiadas. El 77.6 % (52/ 67) de los casos se registré en el periodo de junio-septiembre y el
98.5% de las muestras positivas para HBoV (66/67 muestras) se concentrd en pacientes 0 a 2
afios, observandose un 64.2 % de las detecciones (43/67) en nifios de 6-18 meses de vida.

La presencia de HBoV se presentd como Unica en el 46.3 % (31/67) de los casos, acompafiada
de otros agentes evaluados en un 46.3% (31/67) y en infecciones con otros dos
microorganismos asociados en un 7.4% (5/67). Epidemiolégicamente, las mas importantes de
estas infecciones mixtas fueron la de HBoV y HRSV con un 24% de casos (16/67) y la de HBoV y
HRV con 13.4% (9/67). Estas asociaciones pueden verse claramente en el figura I.

Figura I: Infecciones por Bocavirus Humano. Detalle de las infecciones simples y concomitantes
con otros agentes respiratorios.
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H FLUAV

H FLUBV
My.pn
RNV+ HRSV
HRSV+My.pn
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RNV+HPI3

HBoV: Bocavirus humano, FLUAV: virus de la influenza A, FLUBV: virus de la influenza B, HPIV3:
virus parainfluenza 3, HRV: rinovirus humano, HRSV: virus sincicial respiratorio humano,
My.pn.: Mycoplasma pneumoniae.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
El presente proyecto contempla la evaluacion sistematica de dos afos -calendarios completos-
de estudio epidemiolégico molecular de HBoV en el norte argentino. Refleja de manera mas
fiel la realidad, permite reformular las estrategias en cuanto al diagndstico, el tratamiento vy el
prondstico de esta patologia.
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De esta manera, pretendemos destacar la importancia de investigar los nuevos virus capaces
de generar patologia respiratoria aguda brindando informacion sobre el mismo a la comunidad
ya que poco se sabe sobre la circulacion y el posible impacto de este virus en la poblacién
pediatrica del norte del pais y es un agente sobre el cual no se lleva un registro en forma
particular y especifica desde el sistema de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud de
la Nacion'> 20, Ademads, la deteccion del HBoV implica necesariamente la existencia de
laboratorios debidamente equipados para la aplicacidon de técnicas de deteccién molecular,
dado que no existen en el mercado local kits seroldgicos de aplicacion diagndstica o de
deteccion de antigenos en ANF. Justamente, uno de los objetivos que persigue este proyecto es
evaluar la existencia de circulacidon de este agente viral en la poblacién pediatrica, de forma
gue se pueda evaluar la importancia de introducir la busqueda rutinaria, en cuyo caso se prevé
la transferencia del know-how metodoldgico para su implementacion, tanto en laboratorios
publicos como privados de la region® 12,

Sin duda, los estudios epidemioldgicos y el diagndstico de las patologias respiratorias de origen
virico han dado un giro rotundo a partir del desarrollo de las metodologias moleculares de
deteccion gendmica® ® 0. Hace no més de 15 afios las infecciones virales del tracto respiratorio
eran frecuentemente diagnosticadas sélo por la clinica y, al no contar éstas con tratamiento
especifico, no se veia la necesidad médica de profundizar en el diagndstico etioldgico!l. Sin
embargo, esta realidad ha ido cambiando y tiende a una mayor evolucién. Podemos mencionar
como ejemplos: 1) la importancia de la identificacion especifica del Virus Influenza HIN1 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 HAdV para proceder
al aislamiento de los pacientes y evitar el contagio horizontal en salas de internacién; 3) poder
probar la ocurrencia o no de infecciones mixtas virales-bacterianas para decidir la instauracién
de terapia antibidtica o, 4) la importancia de diagnosticar nuevos virus emergentes como el
HMPV que pueden, en la clinica, confundirse con una infeccién por HRSV, la cual cuenta para
casos especificos con una terapia a base de inmunoglobulinas especificas” > 21,

Nuestro trabajo muestra una frecuencia de infeccion por HBoV de alrededor del 8% en
menores de 5 afios, un porcentaje similar al hallado por otros trabajos en el centro del pais y
gue solidifica la hipdtesis de una infeccidn relativamente frecuente en determinadas épocas
del afio!® 1> 22 Del analisis de los datos sobre los dos afios estudiados, se observa una clara
estacionalidad entre los meses de junio-septiembre, siendo esta una informaciéon de suma
importancia para el sistema clinico pediatrico al momento de evaluar las IRA. A partir de esta
informacién se comienza a conocer la epidemiologia del virus, pero todavia se deberia seguir
investigando esta estacionalidad en afios sucesivos para su confirmacion.

También se desprende de este primer abordaje estadistico, que podria existir un segmento eta-
rio de mayor impacto de infecciones por HBoV comprendido entre los 6 - 24 meses de vida 2324,
Finalmente, también observamos que el HBoV se presenté como una infeccidon unica en
aproximadamente la mitad de los casos, estando en la otra mitad acompafiado por uno o dos
agentes virales mas, particularmente con HRSV y HRV. La infeccién mixta por HBoV+HRSV estd
ampliamente documentada por otros estudios. Ciertamente, un punto importante a destacar y
gue también se desprende de este estudio de manera secundaria, es el hecho de que las
infecciones virales respiratorias cursan en un porcentaje importante como infecciones mixtas.
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Incluso en este trabajo observamos una infeccidn conjunta viral-bacteriana por
HBoV+HRSV+My.pn. Esto puede parecer superfluo y/o evidente, pero en la practica médica
diaria es mas frecuente pedir el estudio de agentes virales en forma individual hasta encontrar
el supuesto causal primario, dando asi por cerrado el diagndstico etioldgico. Deberiamos, en
este contexto y en base a las evidencias experimentales, evaluar con mas frecuencia en la
practica clinica cotidiana la factibilidad de experimentar con paneles de deteccién virales-
bacterianos amplios. Esto es mas que posible en la actualidad, cuando gran parte de los
principales centros sanitarios cuentan con tecnologias de PCR en tiempo real. Seria una tarea
de los centros de investigacién y desarrollo, transferir este know-how una vez validadas las
metodologias.

Conflictos de interés: Ninguno de los autores del presente trabajo presentan conflicto de
intereses para la realizacion del mismo.
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