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RINOVIRUS. FRECUENCIA EN NINOS CON INFECCION RESPIRATORIA AGUDA, NO INTERNADOS
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Los métodos moleculares para diagnosticar rinovirus humanos (RVH) han aumentado la sensibilidad
de deteccion. Esto ha permitido documentar la asociacion entre los RVH vy las infecciones respi-
ratorias agudas (IRA) altas y bajas. La infeccion por RVH durante la infancia se asocié con posterior desarrollo
de asma. Se estudio la frecuencia de RVH en 186 niflos menores de 6 afios ambulatorios con IRA (alta o baja),
durante 2 afios consecutivos (1/6/2008 - 31/5/2010). Se correlaciond la presencia de RVH con los antecedentes
y caracteristicas clinico-epidemioldgicas. La deteccién de RVH se realizé con una RT-PCR en tiempo real que
amplifica parte de la regién 5 no codificante del genoma. Los virus respiratorios clasicos se estudiaron por
inmunofluorescencia. En el 61% de los nifios se detecté etiologia viral. Las frecuencias fueron: RVH 27%, virus
sincicial respiratorio (VSR) 16%, influenza A y B 9%, parainfluenza 8%, metapneumovirus 7% y adenovirus
0.5%. Se observaron coinfecciones duales en 8 casos, siendo RVH el mas frecuente (en 4 de ellos). Los RVH
circularon durante todo el periodo estudiado, con picos en invierno y primavera. No se observaron diferencias
clinico-epidemiolégicas significativas entre pacientes con o sin RVH, excepto un mayor porcentaje de nifios afe-
briles con RVH. Los RVH fueron los virus mas detectados en nifios ambulatorios, principalmente en menores de
2 afos, los segundos virus asociados a bronquiolitis, luego del VSR, y detectados tres veces mas en los nifios
expuestos a tabaquismo pasivo (OR: 2,91; p = 0.012) que en el resto. Fueron identificados como Unico agente
en el 28% de las bronquiolitis.

Resumen
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Abstract  Rhinoviruses. Frequency in nonhospitalized children with acute respiratory infection. Molecular
methods for human rhinoviruses (HRV) have increased the sensitivity in their diagnosis. HRV may
cause acute respiratory infections (ARI) of the upper and lower respiratory tract. HRV infection during childhood
is a predictor of asthma development. In this study, the HRV frequency in outpatient children with ARI was de-
termined, and their clinical features and previous conditions were evaluated. A total of 186 respiratory samples
of children under 6 year old attending the CEMIC pediatric emergency room from June 1, 2008 to May 31, 2010,
were studied. Classical respiratory viruses were detected by immunofluorescence. A real time RT-PCR that ampli-
fies part of the 5’ non coding genomic region was used for HRV detection. Viral detection was obtained in 61%
of children. The frequency was: 27% for HRV, 16% for respiratory syncytial virus (RSV), 9% for influenza, 8%
for parainfluenza, 7% for metapneumovirus and 0.5% for adenovirus. Dual coinfection was detected in 8 children
and HRV were the most frequent, detected in 4 of them. HRV circulated during the two year period of the study,
with peaks during winter and spring. No clinical difference was observed between patients with or without HRV,
except an increase percent of children with HRV without fever. HRV were the most frequent viruses detected
in this population, mainly in children under 2 year old, the second cause of bronchiolitis after RSV and more
frequently detected in children exposed to passive smoking (OR = 2.91; p = 0.012), and were detected as the
sole etiologic agent in 28% of bronchiolitis.
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Los rinovirus humanos (RVH) son los agentes cau-
sales mas frecuentes de resfrio comun. También estan
asociados con otitis media aguda en nifios y sinusitis en
adultos" 2. Estos virus, descubiertos en 1956, pertenecen
a la familia Picornaviridae, género Enterovirus. Poseen un
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genoma ARN de cadena simple de 7.2 kb, de polaridad
positiva con un Unico marco de lectura®. Actualmente,
existen descriptos mas de 100 serotipos clasificados en
tres especies: A, By C*.

El impacto y la asociacion de RVH con diferentes
cuadros clinicos han sido subestimados debido a la falta
de métodos diagndsticos suficientemente sensibles y es-
pecificos. El diagnostico puede realizarse por aislamiento
en cultivo de células, ya que producen accion citopatica
y se pueden diferenciar de otros picornavirus por su
labilidad al tratamiento con &cido. Sin embargo, algunos
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serotipos, incluyendo las cepas de la especie C, no crecen
en cultivo. Ademas, el aislamiento en cultivo es costoso,
muy laborioso y complejo, e implica la disponibilidad de
un sector de cultivo celular en el laboratorio de rutina. La
deteccién directa de antigenos por inmunofluorescencia
no puede utilizarse para su diagndstico, dado que no
existen anticuerpos monoclonales especificos para todos
los RVH por la alta variabilidad antigénica.

El desarrollo y la incorporacion de métodos molecula-
res como la transcripcion reversa (RT) seguida de reac-
cion en cadena de polimerasa (PCR) para el diagnoéstico
de RVH, ha aumentado la sensibilidad de su deteccion.
Laincorporacion de estos métodos para su diagnéstio, ha
permitido asociar a los RVH con infecciones respiratorias,
no solo del tracto superior sino también del inferior, tales
como neumonia y bronquiolitis en nifios®. Asimismo, se
los ha detectado en pacientes con exacerbaciones de
asma (en nifios y adultos)®, exacerbaciones del cuadro
respiratorio en pacientes con fibrosis quistica’ y con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (en adultos)®.
Ademas, la infeccion por RVH durante la infancia ha sido
identificada como predictor de sibilancias recurrentes®, y
de posterior desarrollo de asma en nifios™°.

Dado que aun no hemos encontrado datos en nuestro
medio que describan el uso de RT-PCR en tiempo real
para RVH, ni estudios sobre la frecuencia y las implicancias
clinicas en nifios atendidos en el servicio de emergencias
y consultorio externo de pediatria, se planted el objetivo
de determinar la frecuencia y realizar un andlisis clinico-
epidemiolégico de la infeccion por RVH en nifios ambulato-
rios con infeccion respiratoria aguda (IRA) de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de corte transversal descriptivo, en el
cual se incluyeron 186 ninos entre el 1 de junio, 2008 y el 31
de mayo, 2010, que cumplieron con los siguientes criterios
de inclusion: menores de 6 afnos con IRA, presentar una
evolucion de la enfermedad menor de 3 dias, ser atendidos
en el servicio de emergencias o en consultorio externo de
Pediatria de CEMIC y que no fueron internados. Se requirié
la firma de padres o tutores de un consentimiento informado y
el llenado de una ficha clinico-epidemioldgica, especialmente
disenada, completada por el médico tratante. En la misma se
registraron antecedentes perinatales, personales y familiares
(hiperreactividad bronquial y atopia en el paciente y familiares,
vacunacion, lactancia), epidemiolégicos (tabaquismo pasivo,
medio epidemioldgico viral) y datos clinicos (fiebre, taquipnea,
tos, sibilancias, entre otros). Los criterios de exclusion fueron la
presencia de enfermedades concomitantes tales como: malfor-
maciones congénitas, enfermedad fibroquistica, displasia bron-
copulmonar, inmunodepresion, sindrome de Down, cardiopatias
con hiperflujo e hipertensiéon pulmonar, encefalopatia crénica no
evolutiva. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
Institucional (calificado internacionalmente por el Department
of Health and Human Services (HHS), EE.UU.)

De cada nifo se obtuvo al ingreso una muestra de secre-
ciones respiratorias con hisopos flexibles (hisopados nasofa-
ringeos) (Copan®) en medio de transporte viral. Las mismas
fueron procesadas en el dia, en el laboratorio de Virologia de

29

CEMIC para la deteccién de: virus sincicial respiratorio (VSR),
adenovirus (AdV), influenza A (FluA), influenza B (FluB), para-
influenza (PIV) 1, 2 y 3, y metapneumovirus humano (MPVh)
por inmunofluorescencia (IF).

Posteriormente, a partir de 200 pl del material respiratorio
conservado a —-70 °C, se realizé la extraccion manual del
genoma viral con columnas (Qiagen®) siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Para la deteccion de RVH, se realizd
una RT-PCR en tiempo real en un SmartCyclerll (Cepheid®),
utilizando un par de primers que amplifican un fragmento de
207 pares de bases de la region 5’ no codificante (5’NCR)
del genoma viral, y una sonda marcada con FAM-BHQ!" 2.
Se consideraron positivas aquellas muestras que superaron
el umbral antes del ciclo 40.

Se definié como pacientes negativos para RVH a los nifos
con diagnodstico de otro virus respiratorio o negativos para los
virus estudiados.

Los datos contenidos en las fichas epidemioldgicas y los
resultados del diagndstico viral se almacenaron en una base
de datos, utilizando el programa Excel (Microsoft) para el
andlisis estadistico. Los resultados se expresaron en porcen-
tajes para variables nominales, y en medianas y percentiles
25y 75 (p25 - p75) para variables continuas. Se utilizé el
test exacto de Fisher para comparar las distintas variables
clinico-epidemioldgicas entre los 2 grupos de pacientes (RVH
positivos y RVH negativos), y la prueba de Wilcoxon para
comparacion de medianas. Se calcularon los riesgos (OR) e
intervalos de confianza (IC95%). En todos los casos, se tomd
nivel de significacion 5% (o = 0.05).

Resultados

De los 186 nifos estudiados, 104 (56%) fueron de sexo
femenino, y la mediana de edad fue de 18 (0-71) meses.
De los 186 nifos, 166 (89%) presentaron rinitis, 161 (87%)
tos, 142 (76%) fiebre, 85 (46%) taquipnea, 66 (35%)
sibilancias. Los diagndsticos clinicos fueron: 64 (34%)
faringitis, 47 (25%) bronquiolitis, 22 (12%) laringitis, 19
(10%) bronquitis y 12 (7%) neumonia.

Mediante el uso de la RT-PCR se obtuvo un diagnos-
tico positivo para RVH en 50 nifios (26.9% [IC95%: 20.2
- 33.5]) de los 186 nifios con IRA ambulatorios. De ellos,
112 (60%) presentaron IRA alta'y 74 (40%) IRA baja; los
RVH se detectaron en 32 (29%) y 18 (24%) de los pa-
cientes con esos cuadros, respectivamente. De los RVH
detectados, 37 (74%) fueron hallados en nifios menores
de 2 afios. De los 50 nifios con IRA y RVH, 19 (38%)
fueron de sexo femenino y la mediana de edad fue de 15
meses, estadisticamente diferente a la mediana de edad
de 20 meses de los nifios sin RVH (Tabla 1). En 21 (42%)
de los nifios con RVH se registraron antecedentes de hi-
perreactividad bronquial, aunque no alcanzo significacion
estadistica. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
de los nifios con IRA y RVH fueron: 47 (94%) rinitis, 42
(84%) tos, 19 (38%) sibilancias, 18 (36%) faringitis, 14
(28%) bronquiolitis. EI 38% de los nifios con RVH (18/50)
presentaron cuadros de IRA baja.

En esta poblacion se observo por IF: VSR en 29
(15.6%) nifios, PIV en 14 (7.5%), MPVh en 13 (6.9%), FluB
en 9 (4.8%), FluAen7 (3.8%) y AdV en 1 (0.5%) (Tabla 2).
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TABLA 1.— Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de 186 nifios menores de 6 afios con IRA atendidos en la consulta
externa, CEMIC, Buenos Aires. (1/6/08-31/5/10)

RVH positivos RVH negativos p*
(n = 50) (n =136)
n (%) n (%)
Edad (meses), mediana (p25 - p75)# 15 (6-23) 20 (9-37) 0.027
Femenino/Masculino (relacion) 19/31 (1:1,6) 63/73 (1:1,2) 0.324
Antecedentes
Recién nacidos pretérmino 7 (14) 18 (13) 0.999
Hiperreactividad bronquial en paciente 21 (42) 46 (34) 0.308
Hiperreactividad bronquial en familiares 19 (38) 54 (40) 0.867
Atopia en paciente 9 (18) 31 (23) 0.550
Atopia en familiares 13 (26) 44 (32) 0.475
Hermanos escolares 25 (50) 74 (54) 0.622
Medio epidemioldgico viral 24 (48) 72 (53) 0.621
Jardin maternal o infantil 27 (54) 69 (51) 0.742
Lactancia 47 (94) 128 (94) 0.999
Tabaquismo pasivo 14 (28) 16 (12) 0.012
Manifestaciones clinicas
Fiebre 32 (64) 110 (81) 0.020
Taquipnea 17 (34) 68 (50) 0.068
Tos 42 (84) 119 (88) 0.628
Sibilancias 19 (38) 47 (35) 0.730
Tiraje 14 (28) 28 (21) 0.324
Apnea 1 @) 1 (0.7) 0.466
Cianosis 1 @) 1 (0.7) 0.466
Vémitos 10 (20) 13 (10) 0.077
Diarrea 2 (4) 8 (6) 0.999
Rinitis 47 (94) 119 (88) 0.287
Faringitis 18 (36) 46 (34) 0.862
Laringitis 2 (4) 20 (15) 0.069
Bronquiolitis 14 (28) 33 (24) 0.704
Bronquitis 2 (4) 17 (13) 0.106
Neumonia 2 (4) 10 (8) 0.519

*Se utilizé la prueba de Wilcoxon para comparacion de medianas y el test Exacto de Fisher para comparacion de antecedentes y manifestaciones

clinicas. Se considera significativo p < 0.05.
#p25 - p75: percentil 25 y 75.

Se logré un diagndstico virolégico (incluyendo RVH
y virus respiratorios clasicos) en 115 (61.8%) de los 186
ninos menores de 6 afios ambulatorios con IRA.

Se detectd coinfeccidn viral dual en 8 (4%) nifios,
siendo RVH el mas frecuente (2%): 2 casos RVH-PIV,
RVH-VSR, RVH-MPVh, VSR-FIuB, MPVh-FIuA, MPVh-
FluB, MPVh-PIV.

De los 47 nifios con bronquiolitis, se logro el diagnosti-
co etioldgico viral en 35 (75%) de ellos, detectandose 15
VSR (32%), 13 RVH (28%), 4 MPVh (9%), 2 FIuB (4%), 2
PIV (4%) y 1 FIuA (2%). En estos pacientes se detectaron
2 coinfecciones duales: RSV-FluB y MPVh-FIuB.

La circulacion de RVH se observé durante todo el
periodo estudiado (1 de junio, 2008 a 31 de mayo, 2010),
con picos en abril, mayo, julio y septiembre (Fig. 1).

Al comparar las manifestaciones clinicas de los pacien-
tes RVH positivos versus RVH negativos, se observé un
mayor porcentaje de nifios afebriles con RVH (p = 0,020).
Para el resto de las manifestaciones no se observaron
diferencias significativas.

Al analizar los antecedentes de los nifos con IRA, se
observé una asociacion positiva entre los pacientes RVH
positivos y el tabaquismo pasivo (OR = 2.91, [IC95%:1.2
- 6.5]) (p=0.012).
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TABLA 2.— Deteccion de virus respiratorios en 186 nifios menores de 6 afios ambulatorios con IRA,
CEMIC, Buenos Aires. (1/6/08-31/5/10)
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Edad Pacientes n
Total Positivos

Total RVH VSR PIV MPVh FluB FluA AdV
0-6 meses 24 15 8 6 0 0 1 1 0
6-12 meses 41 27 12 6 5 4 1 0 1
1 afo 56 36 17 8 6 3 2 2 0
2 afios 23 16 7 6 2 1 0 1 0
3 afios 28 14 5 2 1 5 2 1 0
4-5 ahos 14 7 1 1 0 0 3 2 0
Total n (%) 186(100) 115(61) 50(27) 29(16) 14(8) 13(7) 9(5) 7(4) 1(0.5)

VSR: virus sincicial respiratorio, AdV: adenovirus, FIuA: influenza A, FluB: influenza B, PIV: parainfluenza, MPVh:
metapneumovirus humano, RVH: rinovirus humano. Se utilizé RT-PCR para deteccion de RVH,; se utilizé inmunofluorescencia

para el resto de los virus respiratorios.

N° casos
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Fig. 1.— Distribucién estacional de RVH en 186 nifios menores
de 6 anos ambulatorios con IRA, CEMIC, Buenos Aires.
(1/6/08-31/5/10).

Discusién

El diagndstico de rutina de los virus respiratorios clasicos
(VSR, FIuA, FluB, PIV, AdV) se realiza habitualmente por
deteccion directa de antigenos por IF. Las frecuencias de
deteccion viral varian desde un 30% a 50%, dependiendo
de la edad de la poblacion estudiada, de la época del afo,
de los cuadros clinicos y de la obtencion temprana de la
muestra respiratoria. Uno de los primeros estudios de etio-
logia de las IRA realizado en la Argentina entre los afios
1984 y 1987, detectd por IF un 30.3% de etiologia viral en
1003 niflos menores de 5 afos con IRA baja, la mayoria
internados en hospitales publicos de Buenos Aires'®.

Los RVH no son estudiados de rutina ya que no existen
métodos rapidos como la IF, y a que clasicamente fueron
asociados solo a cuadros leves de IRA alta. Sin embargo,
con el uso de métodos moleculares, el diagndstico de
RVH se ha expandido y se los ha asociado también con
cuadros respiratorios bajos.

Las frecuencias de deteccion de RVH varian de acuer-
do a la poblacion estudiada y a la RT-PCR empleada.
Algunos protocolos demostraron falta de sensibilidad
para detectar algunos serotipos de RVH, y otros, falta de
especificidad para diferenciarlos de los enterovirus. En
este trabajo se estudid la presencia de RVH utilizando
un método molecular de RT-PCR en tiempo real. Para
ello, se realizé una modificacion en la sintesis de primers
del protocolo publicado por Lu et al.', a fin de aumentar
la sensibilidad y especificidad'. Esta RT-PCR demostro
detectar todas las especies de RVH, incluyendo la especie
C que no puede detectarse por métodos de aislamiento
en cultivo.

Los RVH fueron los virus mas frecuentemente detec-
tados (27%) en nuestra poblacién. Ademas, fueron los
segundos virus detectados en cuadros de bronquiolitis
y sibilancias, luego del VSR. Los RVH se identificaron
principalmente en nifios menores de 2 afos. Se destaca
que el 36% de nuestros pacientes con diagnodstico de
RVH presentd cuadro de IRA baja. En un estudio reciente,
Fairchok et al., estudiaron una poblacién similar de 119
nifos menores de 30 meses con IRA ambulatorios, que
concurrian al mismo jardin maternal, y detectaron RVH
como los virus mas frecuentes (35%) y VSR como el mas
asociado a sibilancias™.

La frecuencia obtenida para MPVh en nuestra pobla-
cion fue del 7%. En general, el rango de su deteccion
varia del 3% al 14%' 5. En la primera descripcion de
MPVh en Buenos Aires, realizada en nuestro laboratorio
en 2001, se documenté por RT-PCR una frecuencia del
1%, en 100 nifios menores de 5 afos, negativos para los
virus clasicos’®.

Existen escasas publicaciones sobre el diagndstico de
virus respiratorios en nifios ambulatorios y que no formen
parte de una comunidad cerrada. En nuestro estudio
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demostramos que el 39% de los nifios atendidos en la
consulta externa con IRA tuvo diagndstico viroldgico por
deteccioén directa de antigenos por IF. Este porcentaje
aumento al 61% cuando se incorporé el estudio de RVH
por RT-PCR en tiempo real.

En nuestro estudio observamos que en el 39% de
los nifios no se ha logrado un diagnéstico viral. Algunos
de los virus que podrian causar IRA, y que no han sido
investigados en el presente trabajo, son los bocavirus y
los coronavirus. Datos preliminares de nuestro laboratoro,
mostraron que la frecuencia de bocavirus por PCR fue del
17% en otra poblacion de nifios internados en CEMIC con
IRA'. En un estudio aun mas reciente de nuestro grupo
de trabajo en nifios ambulatorios, donde se utilizaron PCR
multiples en un formato de micro-arrays para deteccion
de virus respiratorios, se obtuvo una frecuencia de 19%
de bocavirus y 8% de coronavirus'®. Sin embargo, el
significado clinico de la presencia de los bocavirus en
cuadros de IRA, continda aun en estudio.

En el primer estudio realizado en nuestro medio por
Cerqueiro et al., sobre la evaluacion de factores de riesgo
predisponentes para IRA en nifios menores de 5 afos,
en 1990, se describid que la presencia de un familiar fu-
mador fue un factor de riesgo asociado a IRA baja, sélo
en nifios ambulatorios (OR: 1.5)'™. Coincidentemente,
en nuestro estudio, el tabaquismo pasivo también se
encontré asociado a la deteccion de RVH en nifios con
IRA. Los nifios con IRA expuestos a tabaquismo pasivo
(28%) presentaron casi 3 veces mas posibilidad de estar
infectados con RVH comparado a nifios con IRA y RVH
negativos (12%).

En conclusion, la incorporacion del diagndstico de
RVH con métodos moleculares como la RT-PCR en
tiempo real, contribuy6é a aumentar el diagndstico virolé-
gico en nifios con IRA. El estudio de la frecuencia de los
RVH en las diferentes poblaciones permitira ampliar el
conocimiento de la epidemiologia y el impacto clinico de
estos virus en las infecciones respiratorias.
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