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Las infecciones respiratorias agudas (IRA), cuyas patologias mas frecuentes son la
neumonia, la bronquiolitis y la enfermedad tipo influenza, afectan a toda la poblacion,
pero principalmente a los menores de 5 aflos y mayores de 65 anos, encontrandose
entre las primeras causas de mortalidad a nivel mundial. En Argentina, son la principal
causa de consulta e internacién en todas las edades, y en Santa Fe, representaron casi
el 20% de las internaciones registradas en el hospital pediatrico de referencia de la
ciudad durante el afio 2010. Los patdgenos virales mas frecuentes causantes de IRA
son el virus sincicial respiratorio (VSR), influenza, parainfluenza, adenovirus,

metapneumovirus, coronavirus y rinovirus.

Los rinovirus humanos (HRV) pertenecen a la familia Picornaviridae. Son virus
esféricos no envueltos y su genoma es una Unica molécula lineal de ARN de sentido
positivo, que se encuentra recubierta por una capside de simetria icosaédrica. Aislados
por primera vez en 1956, en la actualidad se conocen mas de 100 serotipos diferentes
gue se encuentran agrupados en tres especies, HRVA, HRVB y HRVC. Son
termoestables y se diseminan a través de las secreciones respiratorias contaminadas
mediante el contacto directo entre personas. Es posible hallarlos en personas de todas
las edades, su diseminacion es a nivel mundial y, aunque la frecuencia de circulacién
suele ser mayor en los meses de otofio y primavera, pueden detectarse en todos los
meses del afio. Si bien historicamente los HRV fueron considerados patdgenos de las
vias aéreas superiores, en la actualidad se ha demostrado que también ocasionan
infecciones en el tracto respiratorio inferior, causando hospitalizaciones de nifos con

neumonia, bronquiolitis y obstrucciones pulmonares crénicas. También se encuentran



asociados a pacientes que presentan episodios de sibilancias recurrentes,

exacerbaciones de asma, bronquitis, sinusitis y otitis media aguda.

El diagndstico viroldgico es necesario para determinar la etiologia de las IRAs, ya
gue los cuadros clinicos producidos por los distintos virus suelen ser similares. Ademas,
permite restringir el uso innecesario de antibidticos. El aislamiento viral en cultivo de
tejido seguido por el test de labilidad acida representa el método estandar en el
laboratorio para la confirmaciéon de una infecciéon por HRV, pero el tiempo requerido
es superior a dos semanas, lo que es de valor limitado para una decisién terapéutica.
Las técnicas basadas en la deteccion de acidos nucleicos por reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) han permitido incrementar la identificacion de este virus.

El hecho de que en Santa Fe no se hayan efectuado hasta el momento estudios
relacionados a los HRV motivé la realizacion de este trabajo, que se propuso
seleccionar y optimizar una técnica de PCR que permitiera la deteccion del virus en
pacientes pediatricos hospitalizados con IRA durante el periodo marzo 2010-febrero
2011, para luego estudiar su frecuencia, estacionalidad y epidemiologia, como asi

también aspectos clinicos-epidemioldgicos de los pacientes infectados.

Para el desarrollo del estudio, se seleccion6 una RT-PCR anidada, altamente
sensible y especifica, que fue testeada por Steininger et al. (2001) para la mayoria de
los serotipos de HRV conocidos y que amplifica un fragmento altamente conservado
del genoma viral. Se optimizd la técnica con controles de positivos del virus, variando
parametros criticos del ensayo, y se corrobord la especificidad de la misma al ensayar

controles positivos de otros virus respiratorios.



Se obtuvieron un total de 2020 aspirados nasofaringeos (ANF) de pacientes
durante el periodo estudiado, a los cuales se les realizé la deteccién de antigenos VSR,
adenovirus, parainfluenza e influenza A y B por inmunofluorescencia (IF). La deteccion
de influenza A y B se realizd ademas por RT-PCR real time. A un porcentaje
representativo de ANF que resultaron negativos por IF (452 muestras) se les realizd la
determinacion de HRV mediante RT-PCR, detectando el genoma del virus en 172, lo
que representé una positividad del 38,1% y un segundo lugar (8,5%) en la frecuencia
de circulacion de virus respiratorios. Se encontré en todos los meses del afo,

predominando durante marzo de 2010 y desde agosto hasta febrero de 2011.

El 60% de los nifios hospitalizados con IRA atribuibles a HRV fueron menores de 6
meses, siendo la mediana de la edad de 4 meses. Se comprobd que la edad no fue un
factor de riesgo para desarrollar enfermedad grave. La proporcién de infectados fue

similar para ambos géneros.

Se analizaron aspectos clinicos y epidemioldgicos de 145 pacientes. El 31%
presentd antecedentes clinicos, entre los que se destacaron la prematurez (55,6%) y
las sibilancias recurrentes (51,1%). Los diagndsticos de egreso mas frecuentes fueron la
neumonia (35,2%), la bronquiolitis (32,4%) y la bronquitis (12,4%). Como hallazgos
radiologicos se observé atrapamiento aéreo (75,2%), infiltrado instersticial (67,9%) e
infiltrado alveolar (35,8%). El 72,7% de los pacientes presentd leucocitosis. Se
utilizaron antibidticos en el 66,4% de los tratamientos y el 85,5% de los nifios requirié
suministro de oxigeno durante la internacion. La mediana de la duracion de la estadia
hospitalaria fue de 6 dias y el 15,9% de los pacientes requirié internacién en unidad de

terapia intensiva (UTI). No se observaron diferencias significativas entre las edades de



los pacientes internados en UTl y las de aquellos que no presentaron un cuadro clinico
de gravedad, como asi tampoco el presentar un antecedente clinico fue un factor de

riesgo para desarrollar enfermedad severa.

El presente estudio evidencio que los HRV estan asociados a hospitalizaciones de
ninos por IRA. La implementacion de una técnica de RT-PCR de punto final logré
detectar con rapidez, sensibilidad y especificidad un virus que se ubico en el segundo
lugar de circulacién (luego del VSR), y permitira, en forma rutinaria, disminuir los casos
de IRA de origen desconocido, estableciendo el papel que desempefian estos virus en

nuestro medio y facilitando la eleccion de conductas terapéuticas apropiadas.



Acute respiratory infections (ARIs), among which the most frequent pathologies
include pneumonia, bronchiolitis and influenza-like illness, affect the whole, but
especially people under 5 and over 65. It is among the leading causes of mortality
worldwide. In Argentina, ARIs are the leading cause for consultation and
hospitalization in all ages, and in Santa Fe they accounted for nearly 20% of admissions
at the local pediatric referral hospital in 2010. The most common IRA-causing viral
pathogens are respiratory syncytial virus (RSV), influenza, parainfluenza, adenovirus,

metapneumovirus, coronavirus and rhinovirus.

Human rhinovirus (HRV) belongs to the family Picornaviridae. They are non-
enveloped spherical viruses and their genome is a single positive-sense RNA linear
molecule which is coated by a capsid of icosahedral symmetry. First isolated in 1956,
over 100 different serotypes are currently known which are grouped into three
species, HRVA, HRVB and HRVC. They are heat stable and can spread through
contaminated respiratory secretions through direct contact between people. They may
be found in people of all ages and are spread worldwide. Although their frequency of
circulation is usually higher in autumn and spring, they can be detected in every month
of the year. While historically considered upper airways pathogens, they have recently
been shown to cause infections in the lower respiratory tract as well, causing
hospitalizations of children with pneumonia, bronchiolitis and chronic pulmonary
obstruction. They are also associated with patients with recurrent episodes of

wheezing, asthma exacerbations, bronchitis, sinusitis and acute otitis media.



Virological diagnosis is needed to determine the etiology of ARIs, since the clinical
symptoms caused by each of these viruses are often similar. In addition, the
unnecessary use of antibiotics can be thus restricted. Viral isolation in tissue culture
followed by an acid liability test represents the standard method in the laboratory for
confirmation of HRV infection, but the time required is longer than two weeks, which
is of limited value for therapeutic decision. Techniques based on the detection of

nucleic acids through chain reaction (PCR) have led to advance in ARI identification.

The fact that no HRV-related studies have been conducted in Santa Fe so far led to
the completion of this work, which aims to select and optimize a PCR technique
enabling the detection of the virus in ARI hospitalized pediatric patients during THE
march 2010-february 2011 period, and then study their frequency, seasonality and

epidemiology, as well as clinical and epidemiological aspects of infected patients.

In order to develop the study, a highly sensitive and specific nested RT-PCR was
selected which was tested by Steininger et al. (2001) for most known HRV serotypes,
amplifying a highly preserved fragment of the viral genome. Technique was optimized
with positive virus controls, varying critical test parameters, and specificity was

thereby confirmed by testing positive controls of other respiratory viruses.

A total of 2020 nasopharyngeal aspirates (NPA) were obtained during the study
period from patients who underwent antigen detection RSV, adenovirus, parainfluenza
and influenza A and B by immunofluorescence (IF). Detection of influenza A and B was
also carried out through real time RT-PCR. For a representative proportion of NPAs
who were negative by IF (452 samples) HRV was determined through RT-PCR,

detecting the virus genome in 172. This resulted in a 38.1% positivity and a second



place (8.5%) in the rate of respiratory virus flow. It was found in all months of the year,

predominantly during March 2010 and from August to February 2011.

60% of hospitalized children with HRV attributable to ARI were under 6 months,
with a median age of 4 months. Age proved not to be a risk factor for developing

severe disease. The proportion of infected children was similar for both genders.

Clinical and epidemiological aspects of 145 patients were analyzed. 31% had a
medical history, including prematurity (55.6 %) and recurrent wheezing (51.1%) as
prevailing conditions. The most common discharge diagnoses were pneumonia
(35.2%), bronchiolitis (32.4%) and bronchitis (12.4%). The aerial radiological findings
observed include (75.2%) trapping interstitial infiltrate (67.9 %) and alveolar infiltrates
(35.8%). 72.7% of patients had leukocytosis. Antibiotics were used in 66.4 % of
treatments and 85.5% of the children required oxygen supply during hospitalization.
The median duration of hospital stay was 6 days and 15.9 % of patients required
admission to intensive care unit (ICU). No significant differences were observed
between the age of ICU patients and that of patients who did not have severe clinical
symptoms. Similarly, having a clinical history did not prove a risk factor for developing

severe disease.

This study showed that HRVs are associated with ARI-induced children
hospitalizations. The implementation of an RT-PCR endpoint technique could quickly
detect, with sensitivity and specificity, a virus that is the second in importance with
greatest circulation (after VSR), and will be capable of routinely reducing ARI cases of
unknown origin, thus establishing the role these viruses play in our environment and

facilitating the choice of appropriate therapeutic approaches.
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Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda

Abreviaturas y acronimos

°C: grados Celsius

A: adenina

A.C.S.: American Chemical Society (grado reactivo)
ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico copia

ANF: aspirado nasofaringeo

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATB: antibidtico

C: citosina

CARV: caso de IRA atribuible a rinovirus

CRIA: claudicacidn respiratoria inminente aguda

CVAS: cuadro de vias aéreas superiores

DICTso: dosis infectiva para el 50% de los cultivos de tejidos

dNTP: deoxinucledtidos trifosfato

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

ELISA: ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
g/L: gramos por litro

G: guanina

GC: guanina-citosina

HCI: acido clorhidrico
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Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda

Abreviaturas y acronimos

HRV: rinovirus humano

ICAM: molécula de adhesion intercelular
IF: inmunofluorescencia

Ig: inmunoglobulina

IL: interleuquina

INF: interferén

IRA: infeccidn respiratoria aguda

KCl: cloruro de potasio

kpb: kilopares de bases

LDL: lipoproteina de baja densidad

mA: miliampere

Mg: magnesio

MgCl;: cloruro de magnesio

min: minuto

MIP: proteina inflamatoria de macréfagos
ml: mililitro

mM: minimolar

N-terminal: extremo amino terminal
NCR: region no codificante

nm: nanémetro

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
P: proteina

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

pb: pares de bases
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Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Abreviaturas y acronimos

pH: medida de acidez o basicidad de soluciones
PM: peso molecular

pmol: picomol

RANTES: células T normales expresadas, secretadas y reguladas bajo activacion
RNAsas: enzimas hidrolizantes del ARN

rpm: revoluciones por minuto

RT: transcripcion reversa

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién reversa
RV: rinovirus

seg: segundo

T: timina

TNF: factor de necrosis tumoral

Tris: tris (hidroximetil) aminometano

U: unidades

ug: microgramo

ul: microlitro

UTI: unidad de terapia intensiva

v: volumen

V: volt

VP: proteina viral

VSR: virus sincicial respiratorio

X: por
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Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Introduccion

1.1 GENERALIDADES DE LOS VIRUS

Los virus son los organismos mas pequefios capaces de autoreplicarse y su
caracteristica principal es la de ser pardsitos intracelulares obligados, es decir, son
absolutamente dependientes de un organismo vivo para poder reproducirse y ser

infectivos (1).

En su forma mas basica, un virus consiste en una porcion de acido nucleico
envuelta en una cubierta proteica, denominada capside, que a su vez puede estar
protegida o no por una membrana lipidica conocida como envoltura, dando origen asi
a los virus envueltos y virus desnudos, respectivamente (2). El genoma viral puede ser
acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), y éste es el responsable de
dirigir la sintesis de varias copias de todos los componentes virales dentro de un
huésped adecuado. El ensamblaje de estos componentes sintetizados da origen a las
progenies virales, denominadas viriones, que constituyen la via de transmision del

genoma viral hacia la siguiente célula del huésped (1).

El sistema clasico de taxonomia viral (Figuras N° 1 y N° 2) distribuye los distintos
virus en familias, en funcién de las propiedades compartidas entre ellos. Entre las
caracteristicas principales que se consideran para dicha clasificacién se destacan la
naturaleza del acido nucleico del virion (ADN o ARN), la simetria de la capside, la
presencia o ausencia de una envoltura y las dimensiones del virion y de la capside.
Otra manera de agrupar los virus es teniendo en cuenta los distintos mecanismos que

éstos utilizan para generar el ARN mensajero (ARNm) a partir del cual se sintetizan las

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 11



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda

Introduccion

proteinas necesarias para la replicacion viral. En base a estas estrategias de sintesis, se

diferencian seis grupos que constituyen la llamada clasificacion de Baltimore (1).
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Figura N° 1: Taxonomia cldsica de los virus cuyo genoma es ARN.
AcIDo SIMETRIA PRESENCIA O ARQUITECTURA CLASIFICACION NOMBRE DE
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Figura N° 2: Taxonomia cldsica de los virus cuyo genoma es ADN.
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Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Introduccion

1.2 GENERALIDADES DE PICORNAVIRUS

La familia Picornaviridae se clasifica en seis géneros (2, 3, 4): Aphtovirus,
Cardiovirus, Enterovirus, Hepatovirus, Parechovirus y Rinovirus. El nombre
Picornavirus (pico: pequefio; RNA: 3cido ribocucleico) se utilizd para designar a un
grupo de virus de tamafio pequefio, que no contienen envoltura y cuyo genoma viral
esta constituido por ARN simple cadena de polaridad positiva (3). Esta familia contiene
importantes patégenos humanos y animales. En humanos, estos virus tienen la
capacidad de generar diversos sindromes clinicos, entre ellos paralisis, meningitis e

infecciones respiratorias y gastrointestinales (5).

Los rinovirus, junto con los enterovirus, constituyen los patégenos humanos
clinicamente mas importantes de la familia Picornaviridae, siendo cada afio la causa de
millones de infecciones en todo el mundo (6, 7). Ambos tipos de virus generan
enfermedades respiratorias, pero se diferencian en el sitio de replicacién, ya que los
rinovirus lo hacen exclusivamente en el tracto respiratorio, mientras que los
enterovirus se replican predominantemente en el tracto gastrointestinal. Los rinovirus
también se diferencian de los enterovirus en su mayor especificidad de especies y en
los fastidiosos requerimientos para su crecimiento. In vitro, difieren en la temperatura
Optima de crecimiento, en la labilidad a los acidos, en los receptores utilizados para la

infeccion viral y en el tropismo celular (8, 9).

1.3 RINOVIRUS

1.3.1 Antecedentes historicos
Los primeros aislamientos de rinovirus, inicialmente clasificados como Echovirus,

fueron realizados a mediados de la década del 50 por grupos de investigacidon
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comandados por Price y Pelon, quienes cultivaron tejidos de rifidn de mono rhesus
inoculados con lavados nasofaringeos de individuos con tos. Luego de una definicién
posterior de propiedades, estos aislamientos fueron reclasificados como Rinovirus
humano tipo 1A (HRV1A). En 1960, Tyrrell y Parsons, en Salisbury, variando las
condiciones de los cultivos que imitaban “el ambiente de la nariz” (temperatura de
incubacién cercana a los 33°C, pH neutro del medio y leve agitacion de los cultivos), y
mediante la utilizacion de cultivos de tejidos humanos, aislaron cepas HGP
(posteriormente reclasificadas como HRV2). Cuando se utilizaron cultivos de tejidos de
fibroblastos embrionarios humanos, como lo describen Hayflick y Moorehead, y bajo
las condiciones de trabajo empleadas por el grupo de Salisbury, se detectaron una
variedad de serotipos de rinovirus, los cuales se clasificaron con nimeros consecutivos

conforme se iban descubriendo (2, 10).

1.3.2 Clasificacion taxondmica

Desde el punto de vista
filogenético, y gracias al
surgimiento de la
secuenciacion que permitié
analizar en detalle el genoma
viral, los rinovirus humanos
se agrupan en tres especies

(Figura N° 3). HRVA es la

especie mas numerosa e

incluye 74 serotipos, HRVB Figura N° 3: Diferentes serotipos de HRV agrupados en sus correspondientes
especies (11).
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reune 25 serotipos y la especie HRVC, recientemente descubierta, incluye nuevos tipos
de rinovirus que no se asemejan a las especies anteriores y que poseen una estructura
y una organizacién del genoma similar a los miembros del género Enterovirus. Esta
ultima es muy prevalente, tiene una distribucidn mundial y al parecer, es muy infectiva
(11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). La diversidad genética observada entre sus miembros,
como asi también la ocurrencia de recombinacién y la imposibilidad de propagar con
éxito estos virus en cultivos celulares, dificultan la determinacién exacta del nUmero de
integrantes; sin embargo, algunos autores han propuesto la existencia de mas de 60
tipos distintos en funcion de las diferencias encontradas en regiones especificas del
genoma (16, 17), como asi también la posible existencia de una nueva especie, HRVD

(18).

1.3.3 Estructura del virion
Los viriones de rinovirus (Figura N° 4) son particulas esféricas de
aproximadamente 30 nm de diametro, que carecen de envoltura lipidica y cuyo

genoma estd recubierto por una capside de simetria icosaédrica compuesta por 60

subunidades o protémeros, y cada
subunidad estd constituida por 4 ' -

proteinas: Proteina Viral 1 (VP1), VP2 y

-~

VP3, localizadas en la superficie del

Figura N° 4: Estructura de los rinovirus, virus desnudos de

simetria icosaédrica (Swiss Institute of Bioinformatics, 2008).

virién, y VP4, asociada intimamente al

ARN (3). Las variaciones en la estructura que permiten diferenciar los distintos
serotipos de rinovirus estan localizadas en los extremos N-terminal de las proteinas

VP1 vy VP4 que integran la capside viral (10).
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1.3.4 Descripcidn de antigenos

La infectividad de los rinovirus es neutralizada utilizando antisueros especificos.
Los epitopes antigénicos del virus se localizan en las regiones hipervariables de las
proteinas de la cdpside, especialmente en VP1, que se encuentra en la zona mas
externa de la superficie viral (19). Los anticuerpos neutralizan la infectividad de los
rinovirus mediante diferentes mecanismos, que incluyen agregacién de los virus,
cambios conformacionales de las proteinas de la capside, impedimento del desarme
viral durante la replicacién y bloqueo estérico de los receptores celulares a los que

puede unirse el virus (10).

La clasificacion de los rinovirus en serotipos se basa en reacciones de
neutralizacion entre los virus estudiados y antisueros especificos en cultivos celulares.
Haciendo uso de estas reacciones es como se detectan los nuevos serotipos, ya que la
ausencia de reactividad cruzada del antisuero policlonal con los serotipos definidos
constituye el criterio para la aceptacion de un nuevo serotipo (2, 10). Datos de
secuencia en los serotipos HRV1A, HRV2, HRV14, HRV16 y HRV89 indicaron que la
identidad aminoacidica de las proteinas de la capside entre serotipos varia entre 41% y
83%. La secuenciacién de la regién del genoma, que incluyé el sitio de unién al
anticuerpo de neutralizacion del serotipo HRV21, reveld, al menos, 70% de identidad

aminoacidica, con un 84% de identidad entre los serotipos HRV3, HRV14 y HRV72 (2).

1.3.5 Propiedades
La labilidad a los acidos es una de las principales propiedades que caracteriza a los
rinovirus. Si bien es posible inactivar estos virus a pH menores a 6, la inactivacion es

total y muy répida cuando se trabaja a pH por debajo de 3. Debido a la falta de la
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bicapa lipidica en su estructura, son resistentes a soluciones etéreas al 20% y
soluciones cloroférmicas al 5%, como asi también a detergentes y mezclas con
fluorocarbonos (10). Por otra parte, los rinovirus son termoestables, pudiendo
sobrevivir por horas a temperaturas comprendidas entre 24°C y 37°C. Algunos
serotipos (HRV3-HRV12, HRV15, HRV18 y HRV19) presentan estabilidad a 50°C, y todos

son estables por afos a -70°C (2).

1.3.6 Caracteristicas del genoma

El genoma viral es una uUnica molécula lineal de ARN de sentido positivo, cuya

longitud varia entre 7,1y 7,2

PROTEINAS DE LA CAPSIDE PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

kpb (dependiendo del 5 i i | ¥
serotipo), con un porcentaje NCR NCR
p )’ p J . VP4] VP2 | VI3 VF1 2A 2B| 2C 3APB| 3C kil A11
VPg
de secuencias guanina-
o | | | |
citosina (GC) cercano al 40% I - I i I

POLIPROTEINA
y que presenta regiones no
Figura N° 5: Estructura del genoma de rinovirus (10).

codificantes en  ambos
extremos, mds pequeiias que aquellas presentes en los enterovirus (Figura N° 5). La
region no codificante (NCR) 5° (610-625 pb) esta implicada en el proceso de replicacién
viral y en su extremo final tiene unida covalentemente una proteina viral, VPg, cuya
longitud varia entre los distintos serotipos (21-23 aminoacidos). La NCR 3" presenta
entre 40 y 47 pb y el genoma finaliza en una cola poliadenilada. Las NCR flanquean un
Unico marco abierto de lectura que codifica para una poliproteina de 2100-2200
aminoacidos, que luego es procesada por proteinasas generando proteinas mas

pequefias. La region P1 codifica para las proteinas de la cdpside VP1, VP2, VP3 y VP4,
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mientras que las regiones P2 y P3 codifican para siete proteinas involucradas en la

replicacion del genoma (10, 20).

1.3.7 Ciclo de replicacion viral

La mayoria de los serotipos de rinovirus se unen a la molécula de adhesidn

intercelular (ICAM)-1 para el
ingreso a la célula, mientras
gue los serotipos HRVIA,
HRV1B, HRV2, HRV29,
HRV30, HRV31, HRV44,
HRV47, HRV49 vy HRV62
utilizan como receptor a la

lipoproteina de baja densidad

1
§

(LDL) (2, 19). Luego de

generarse en la cdpside los

cambios conformacionales

Figura N° 6: Mecanismo de replicacién de los picornavirus (3).

necesarios para introducir el

ARN viral en el citoplasma de la célula huésped, éste es traducido para generar
diferentes proteinas, entre ellas la ARN polimerasa-ARN dependiente que participa en
la replicacion del genoma. La cadena positiva de ARN es copiada a una cadena negativa
complementaria (proceso iniciado por la proteina VPg), y esta cadena es utilizada
como templado en la sintesis de las copias del genoma viral, que luego se utilizan
como ARNm para la traduccion de las proteinas virales. Los viriones, con todos sus

componentes ya sintetizados, se empacan en el citoplasma y emigran de la célula
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huésped produciendo su lisis (Figura N° 6). Aproximadamente diez horas es lo que un

rinovirus necesita para poder completar su ciclo de replicacién viral (10).

1.3.8 Mecanismo de transmision

Las infecciones por rinovirus son diseminadas de persona a persona a través de las
secreciones respiratorias contaminadas. Diversos estudios han concluido que una via
factible de diseminacién es la transmisidn por contacto directo. Es normal hallar este
virus en las manos de los individuos infectados y por ende, en todos aquellos objetos
que puedan estar en contacto con los mismos, mas aun si se tiene en cuenta que los
rinovirus son capaces de sobrevivir en condiciones ambientales durante algunas horas.
Asi, toda persona sana que estreche una mano para un saludo o interactie con
distintos objetos infectados, y luego lleve su mano hacia la nariz u ojos, podria estar
permitiendo el ingreso del virus al organismo para que ataque directamente las células
del epitelio nasal (si la via de ingreso del virus son los ojos, el pasaje se realiza a través
del conducto lagrimal). También se ha demostrado que puede ocurrir la transmision

aérea de los rinovirus (2, 10).

1.3.9 Epidemiologia de la infeccién por rinovirus

Distintos estudios longitudinales demuestran que los niveles de infeccion por
rinovirus son mayores en los bebés y nifios (2, 21, 22, 23), y decrecen a medida que la
edad de las personas aumenta, probablemente debido a la mayor exposicion de los
adultos a este virus y a la generacién previa de anticuerpos en respuesta a otras
infecciones. Se considera a la familia como la unidad fundamental de diseminacién de
la infeccion viral, siendo los mas pequefios quienes introducen el virus al contagiarse

en escuelas o lugares publicos al que asisten. Las tasas de enfermedad observadas en

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 19



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Introduccion

mujeres jovenes suelen ser mayores que en hombres de la misma edad,
probablemente debido al estrecho contacto de las madres jovenes con los nifos
susceptibles a este virus (2, 24). En la tercera edad, la tasa de infeccion aumenta (25,
26) y es mayor en el género masculino (2). Numéricamente, la tasa de aislamiento del
virus en personas con enfermedades respiratorias agudas (independientemente de la

edad y el género) varia entre el 6% y el 23% (10).

Se han aislados rinovirus de personas con enfermedades respiratorias en todos los
meses de ano, sin embargo, se ha comprobado que la frecuencia de circulaciéon en
paises con climas templados (como es el caso de Argentina) se incrementa en los
meses de otofio y primavera (2). En climas tropicales, el pico de las infecciones
respiratorias coincide con la época de mayores precipitaciones (10, 27). Por otra parte,
si bien los estudios epidemioldgicos mas importantes se han realizado en Estados
Unidos y Europa del Este, los datos de prevalencia de anticuerpos séricos indican que
la infeccion por rinovirus se encuentra diseminada en todo el mundo (13, 14, 27, 28,

29, 30, 31).

Si bien existen numerosos serotipos de rinovirus, se ha sugerido que algunos de
ellos se transmiten mas frecuentemente que el resto (2), aunque, en contraposicion a
esto, también se ha observado que los serotipos mds comunes varian afio tras afio, por
lo que resultaria complejo establecer serotipos predominantes y mas aun, asociar un

serotipo determinado a una enfermedad puntual (10).

1.3.10 Respuesta inmune del huésped
Como se explicé previamente, los rinovirus tienen la capacidad de unirse a los

receptores ICAM-1 o LDL e infectar las células epiteliales de la mucosa nasal. Esta
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union permite que se dispare la respuesta inmune innata del organismo, reclutando
distintas citoquinas y mediadores en la zona de infeccion (Figura N° 7). Las primeras
moléculas del sistema inmune en actuar son los macréfagos, los cuales ante la
presencia del virus se activan y estimulan la produccién de citoquinas proinflamatorias
tales como interleuquina (IL)-1, IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
interferén (INF)-y, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1a y células T normales
expresadas, secretadas y reguladas bajo activacion (RANTES). La IL-8 es la encargada
de reclutar neutréfilos en la zona infectada (generando con esto la inflamacion
caracteristica de dicho lugar), la IL-1 favorece la expresion de TNF-q, la IL-6 estimula la
producciéon de anticuerpos inmunoglobulina (Ig) G, MIP-1a favorece la llegada de los
Linfocitos T y B, y RANTES es un conjunto de factores que estimulan la activacion de los
eosindfilos, quienes luego estimulan la produccién de IL-10 y actuan, ademas, como
células presentadoras de antigenos a los Linfocitos T. Existe una correlacidon entre la
concentracion de estos mediadores en la zona de infeccidn y la severidad del resfrio

(19).
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Figura N° 7: Respuesta inmune del huésped a la infeccidn por rinovirus (19).
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Una de las caracteristicas de la respuesta inmune desarrollada por un individuo en
respuesta a una infeccién por rinovirus es la aparicion tardia de los anticuerpos en el
suero y las secreciones nasales, por lo general, entre 7 y 14 dias luego de la entrada del
virus al organismo. Mediante el uso del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), pudo establecerse que en mas del 70% de los individuos afectados por este
virus, el anticuerpo del suero predominante es la IgG1. Durante el periodo agudo de la
enfermedad, hay una importante migracidon de las proteinas séricas (sobre todo IgG
estimulada por la IL-6) hacia las secreciones nasales y, finalizada esta etapa, cuando la
migracion cesa, comienzan a aumentar los niveles de IgA. En suero y secreciones
nasales, los titulos de anticuerpos neutralizantes pueden continuar aumentando hasta
4 o0 5 semanas luego de la infeccién primaria, y permanecen en el suero por afios
previniendo reinfecciones (2). El reclutamiento de los Linfocitos T, el otro componente
de la respuesta inmune adaptativa del organismo, es efectuado por la accidon de

RANTES y el INF-y (19).

Se ha demostrado que los pacientes asmaticos infectados con rinovirus tienen
menor produccién de INF-B, probablemente debido a la inactivacion de proteinas
esenciales para la producciéon de dicho componente del sistema inmune (32). Como
consecuencia de esto, la proliferacion del virus se ve aumentada debido a una menor
apoptosis de células infectadas, lo que conduce a una mayor inflamacién de la zona
afectada, a una mayor obstruccion de las vias respiratorias y, por ende, a una

exacerbacion de los sintomas asmaticos (19).
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1.3.11 Caracteristicas clinicas de la infeccion

Rinovirus es el principal agente causante del resfrio comun, afectando
principalmente a los niflos, aunque también a las personas mayores y a los
inmunodeprimidos (25). Los estornudos, las obstrucciones y/o descargas nasales y el
dolor de garganta son los sintomas predominantes del resfrio ocasionado por este
virus, aunque también pueden observarse tos, dolor de cabeza y malestar en general.
La fiebre no es comun, ya que soélo se observa en el 10% de los pacientes. Si bien en el
primer dia de la enfermedad aumenta el recuento de neutréfilos en sangre periférica 'y
disminuyen los linfocitos, al tercer dia estos recuentos suelen ser normales. El periodo
de incubacion en las secreciones nasales varia de 1 a 4 dias vy, si bien la concentracidon
del virus en éstas alcanza rapidamente su pico maximo y luego de un par de dias decae
notablemente, es posible seguir encontrando este patdgeno durante varias semanas
(Figura N° 8). Existe una correlacién directa entre la concentracién del virus en las
secreciones y la severidad de la enfermedad. Asi, aquellas personas que presentan un
titulo viral alto son propensas a desarrollar enfermedades respiratorias, pudiendo no
observarse ningun tipo de sintomas en aquellas personas en donde la concentracién
de virus es muy baja (33). El pico maximo de la enfermedad dura alrededor de tres dias
y pasado este periodo, los sintomas mejoran progresivamente. La duracion media del
cuadro es de 7 dias, aunque en algunos pacientes este periodo puede prolongarse,

como es el caso de los fumadores (2).
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Figura N° 8: Recuperacion del rinovirus. Las curvas muestran las concentraciones medias de rinovirus aislados a partir de
lavados nasofaringeos de voluntarios que fueron inoculados con HRV15 por via intranasal. En aquellos pacientes inoculados
con altas concentraciones de rinovirus (curva superior), la recuperacion del mismo es mas temprana que en aquellos
pacientes que recibieron una dosis menor del virus (curva inferior). Las barras representan el nimero de voluntarios

enfermos en cada dia (33).

Si bien histéricamente los rinovirus fueron considerados patdégenos de las vias
aéreas superiores, en la actualidad se ha demostrado que también ocasionan
infecciones en el tracto respiratorio inferior. Hoy se sabe que, luego del virus sincicial
respiratorio (VSR), el rinovirus es el segundo patdgeno causante de hospitalizaciones
de nifios con neumonia, bronquiolitis y obstrucciones pulmonares crénicas (2, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42). Ademas de estar asociado a personas que presentan
episodios de sibilancias recurrentes o exacerbaciones de asma y bronquitis (6, 18, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49), también ha sido posible recuperar rinovirus a partir de cultivos

de fluidos de pacientes con sinusitis y otitis media aguda (2, 21, 50, 51, 52).

1.3.12 Prevencidn y tratamiento
Hasta el presente no existen métodos eficientes para la proteccion contra el

rinovirus (50). La infeccién no puede evitarse con el uso de medicamentos o
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suplementos nutricionales que mejorarian el sistema inmune de un individuo, aunque
si se ha demostrado que el uso de analgésicos, descongestivos, antihistaminicos y
vitamina C, entre otros, ayudan a aliviar los sintomas del resfrio. También se ha
observado que el uso de interferdn por via nasal es eficaz para evitar la propagacion

del virus (2).

La mayoria de los antivirales ensayados contra rinovirus no han demostrado una
buena efectividad a nivel clinico (2). La multiplicidad de serotipos existentes, la
variabilidad genética en las secuencias de los sitios antigénicos y el hecho de no
conocer cuales son los serotipos predominantes al carecer de una vigilancia adecuada
para este virus son las principales causas que impiden el desarrollo de una vacuna
efectiva (53), aunque ya se han testeado hibridos construidos por la fusién de la
proteina VP1 y de péptidos alergénicos que han producido un aumento en el titulo de
anticuerpos, neutralizando algunos serotipos de rinovirus (54). Estudios recientes
lograron descubrir un péptido de 6 aminoacidos que actia como pseudosustrato de
una proteasa viral (2A"°) indispensable para la replicacién del rinovirus, bloqueando la
actividad de la misma e inhibiendo asi la propagacién del virus (55). Si bien este ha sido
un paso muy importante, resta tiempo para el desarrollo de una vacuna clinicamente

eficaz contra rinovirus.

1.3.13 Diagnéstico de laboratorio
Debido a que no pueden establecerse sintomas exclusivos que permitan
diferenciar la enfermedad causada por rinovirus de infecciones producidas por otros

virus respiratorios, es necesario recurrir a un analisis de laboratorio.
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1.3.13.1 Seleccidn y conservacion de las muestras

Las muestras recomendadas para el aislamiento de los rinovirus son las
secreciones nasofaringeas, preferentemente tomadas dentro de los tres dias de
iniciados los sintomas. El aspirado nasofaringeo (ANF) es la muestra de eleccion,
aungue también pueden utilizarse hisopados nasales y faringeos. Otras muestras que

pueden utilizarse son los lavados broncoalveolares o biopsias de pulmén.

Una vez obtenidas las muestras, éstas deben colocarse en un medio de transporte
adecuado (medio esencial minimo con agregado de albumina o caldo triptosa fosfato
con gelatina) y almacenarse a 4-8°C (nunca deben congelarse) para su correcta
conservacion. Es recomendable el procesamiento de las mismas dentro de los 4 dias de

realizada la toma de muestra (2, 56).

1.3.13.2 Aislamiento en cultivo celular
El cultivo viral requiere de la utilizacidn de lineas celulares para la propagacion del

virus, ya que éste necesita de la maquinaria celular para su replicacion.

A pesar de haberse aislado inicialmente a partir de células de rindn de monos
rhesus, el crecimiento eficiente de los rinovirus se observa en células humanas,
principalmente las cepas WI-38 y MRC-5 de fibroblastos diploides, las células fetales de
amigdalas y las lineas de células Hela sensibles a rinovirus. Esto se explica debido a la
presencia de receptores en la superficie de las células mencionadas que determinan la
especificidad hacia este tipo de tejido. El medio de cultivo Eagle, suplementado con un
2% de suero fetal de ternero y antibidticos, es el recomendado para el crecimiento
Optimo de estos virus, ya que cuenta con una concentracién de bicarbonatos en el

medio menor a 0,35 g/L, asegurando un pH que oscila entre 7 y 7,2. Es fundamental
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una temperatura de incubacion de 33°C y una suave agitacion de los cultivos durante
la incubacidn. En estas condiciones de trabajo, se observa un desarrollo éptimo de los
rinovirus dentro de los 10-14 dias de inoculados los cultivos. El crecimiento del cultivo
celular, el patrén de efectos citopaticos observado dentro de la primera semana de
incubacién (cambios en la morfologia de las células infectadas que se manifiestan por
la visualizacién en el cultivo de células de tamafio pequefio y forma redondeada) y la
labilidad a pH 3 permiten diagnosticar como rinovirus a un determinado aislamiento,
sin embargo, la confirmacién definitiva debe realizarse mediante pruebas de

neutralizacidon con antisueros especificos.

El cultivo celular permite incrementar la cantidad del patdgeno estudiado, el cual,
una vez propagado, puede caracterizarse o bien conservarse para futuros estudios. El
elevado costo, los requerimientos en cuanto a materiales e instalaciones necesarias y
los tiempos prolongados para la deteccion del crecimiento celular son algunas

desventajas que pueden mencionarse para este procedimiento (2, 57).

1.3.13.3 Diagndstico seroldgico

La multiplicidad de serotipos de rinovirus y la falta de antigenos de reactividad
cruzada limitan el uso del diagndstico serolégico como herramienta para la deteccion
de una infeccién causada por este virus. Los tests de macro y microneutralizacion,
como asi también las pruebas de neutralizaciéon por reduccién en placa son algunos
métodos seroldgicos que se han desarrollado, pero que sélo pueden emplearse si se

conoce el serotipo de rinovirus que esta ocasionando la infeccion (2).
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1.3.13.4 Amplificacion de acidos nucleicos

El desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) revolucioné el
diagnéstico viroldgico, ya que permitié detectar con elevada sensibilidad, especificidad
y rapidez un determinado grupo de virus relacionados, o bien un virus en particular,
dependiendo de la regién amplificada del genoma viral. Muchos virus que no podian
cultivarse o que presentaban un crecimiento muy lento pudieron diagnosticarse sin
mayores problemas, incluso cuando la cantidad del patdégeno presente en la muestra

analizada era escasa o cuando la calidad de la muestra no era éptima (2).

1.3.13.5 Diagndstico de rinovirus por PCR

Los primeros diagndsticos de rinovirus por PCR se realizaron a finales de la década
del ‘80, empleando primers que amplificaban pequefios fragmentos de la NCR 5" del
genoma viral. Si bien constituyeron un importante avance en el estudio de estos virus,
estos ensayos presentaban el inconveniente de que las regiones amplificadas también
estaban presentes en la mayoria de los enterovirus, y por ende, no eran lo
suficientemente especificos para caracterizar a los rinovirus en particular. Para sortear
este inconveniente, debieron realizarse pasos adicionales tales como cortes con
enzimas de restriccion (58), utilizacion de sondas especificas (59, 60, 61, 62),
secuenciacion de amplicones de la PCR (63, 64) o desarrollo de una PCR con
transcripcion reversa (RT-PCR) (en algunos casos de manera anidada) con primers
especificos para estos virus (57, 65, 66, 67, 68, 69). En la actualidad, ya existen
protocolos de RT-PCR en tiempo real que permiten detectar a los rinovirus con notable

sensibilidad y especificidad (37, 70, 71, 72, 73, 74).
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Las enfermedades respiratorias representan uno de los principales motivos de
consulta médica a nivel mundial, y se ubican entre las cinco causas mas importantes de
mortalidad. Estas enfermedades afectan a toda la poblacion, aunque su prevalencia es
mayor en menores de 5 afios y mayores de 65 afos (75). Un estudio reciente de meta-
analisis demuestra que en todo el mundo 1,9 millones de niflos murieron a causa de
infeccion respiratoria aguda (IRA) en 2000, el 70% de ellos en Africa y el sudeste de

Asia (76).

Las patologias del sistema respiratorio mas frecuentes son la neumonia, la
bronquiolitis y la enfermedad tipo influenza, y junto con otras, como bronquitis,
coqueluche y otitis, representan la primera causa de consulta a los servicios de salud.
(75). Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), desde el final del
periodo neonatal hasta los 5 afios, la neumonia es una de las principales causas de

muerte (77).

En Argentina, las IRAs bajas constituyen la tercera causa de muerte en los menores
de 1 afio (78). Mds de la mitad de los pacientes menores de 1 afio y el 50% de los
menores de 5 afios, padecen un episodio de IRA en el transcurso del primer afio,
ocurriendo la mayoria de las muertes antes del afio de edad, especialmente entre los 2

y 3 meses (75).

En el hospital “Dr. Orlando Alassia”, uno de los hospitales en los que se realiz
este estudio y referente para la regidon centro-norte de la provincia de Santa Fe, se
registraron 13988 internaciones durante 2010, de las cuales 2797 (19,9%)

correspondieron a IRAs, siendo el 55% menores de 1 afio de edad.
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La infeccidn viral es una causa importante de enfermedad respiratoria entre los
menores de 5 afios (79, 80). Aproximadamente 400000 nifios son hospitalizados en los
Estados Unidos cada afo con un diagnéstico clinico de infeccién viral del tracto
respiratorio inferior, pero histéricamente, solamente la mitad de estos pacientes
tienen una etiologia viral identificada como la causa de su enfermedad. Los patdgenos
virales mas frecuentes causantes de IRA son el VSR, influenza, parainfluenza,

adenovirus, metapneumovirus, coronavirus y rinovirus (81).

Existe una proporcion sustancial de infecciones del tracto respiratorio que
permanecen sin diagnosticar. En diferentes estudios de etiologia, en el 12-39% de los
casos no han sido detectados agentes etiolégicos, sugiriendo que agentes

desconocidos podrian estar involucrados.

El diagndstico viroldgico es necesario para determinar la etiologia de las IRAs, ya
que los cuadros clinicos producidos por los distintos virus suelen ser similares. Ademas,
permite restringir el uso de antibidticos (ATB) innecesarios en nifios con IRA con el
consiguiente impacto en la disminucién de los efectos adversos, resistencia bacteriana
y costos, asi como detectar la presencia de brotes. Para niflos con riesgo de
enfermedad severa (prematurez y enfermedad cardiaca congénita, entre otras), el
diagndstico viral temprano es Gtil, ya que en ellos, por ejemplo, una infeccién por VSR
frecuentemente conduce a una IRA grave, requiriendo el monitoreo de la enfermedad

y en el caso de deterioro, la hospitalizacion temprana (79).

Ill

Por otro lado, el cultivo celular ha sido histéricamente el “gold standard” para la
deteccion en el laboratorio de los virus respiratorios, pero requiere de varios dias para

gue el resultado esté disponible y ademas, muchos virus no se cultivan facilmente.
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Sumado a esto, debemos tener en cuenta los elevados costos y la infraestructura
necesaria que demanda el desarrollo de esta técnica. La deteccidn de antigenos virales
por inmunofluorescencia (IF) tiene una sensibilidad limitada, requiere de experiencia
en la observacién microscdépica y no estd disponible para todos los virus respiratorios
(81). Las técnicas basadas en la deteccion de &acidos nucleicos por PCR son
significativamente mas sensibles que los métodos citados previamente. Dicha
superioridad analitica ha sido enunciada por Hyypiad y col. (57), quienes comparando
ambas técnicas demostraron que la sensibilidad de una RT-PCR es 30% mayor que la

correspondiente a un cultivo celular.

El rinovirus es uno de esos agentes virales cuya identificacion se ha incrementado

con el uso de técnicas de biologia molecular como la PCR (82).

Los estudios que se han publicado acerca de las infecciones por rinovirus en nifos
hospitalizados en Argentina son escasos y estan centrados en la poblacion pediatrica
de Buenos Aires. Este hecho y la falta de estudios en otras regiones del pais motivaron
la realizacion de este trabajo. El presente estudio aportara un mejor conocimiento
acerca de la epidemiologia y la relevancia clinica del rinovirus, aspectos sumamente
importantes para el manejo terapéutico del nifio y para la implementacidn de politicas

de prevencidn y nuevas estrategias de tratamiento de la enfermedad respiratoria viral.
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3.1 OBIJETIVO GENERAL

Estudiar el rol del rinovirus en una poblacién de nifios hospitalizados con IRA de la
ciudad de Santa Fe, Argentina, durante el periodo comprendido entre marzo de 2010 y

febrero de 2011.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Seleccionar y optimizar una técnica de RT-PCR de punto final para la deteccién de

rinovirus en muestras respiratorias.

v" Conocer la frecuencia y estacionalidad del rinovirus durante el periodo estudiado.

v" Analizar aspectos clinicos y epidemioldgicos de los pacientes en cuyas muestras se

detecto el genoma del rinovirus.
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4.1 LUGARY PERIODO DEL ESTUDIO

El estudio se concentrd desde marzo de 2010 hasta febrero de 2011 en la ciudad
de Santa Fe, provincia de Santa Fe, Argentina. Esta ciudad se caracteriza por presentar
un clima subtropical pampeano, con temperaturas y precipitaciones mas elevadas
entre los meses de octubre y abril de cada afio. Las menores temperaturas se registran

durante los meses de julio y agosto.

4.2 POBLACION

4.2.1 Criterio de inclusion
Se estudiaron nifnos menores de 15 afios internados en los hospitales “Dr. Orlando
Alassia”, “Dr. José Bernardo lIturraspe”, “Dr. Emilio Mira y Ldopez” y “Dr. Manuel

Rodriguez” con diagndstico de IRA en el momento de la admision.

4.2.2 Criterio de exclusion

Se excluyeron del estudio pacientes ingresados con otros diagndsticos y que
adquirieron posteriormente la IRA, o pacientes con infecciones intrahospitalarias.
Teniendo en cuenta este criterio, se excluyeron 19 pacientes en los cuales se detectd el

rinovirus.

4.3 MUESTRAS

Las muestras consistieron en ANF recolectados por personal de los nosocomios y
que se derivaron a la Seccion Virologia del Laboratorio del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias “Dr. Emilio Coni” para su procesamiento.
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4.4 TECNICAS DIAGNOSTICAS

La deteccién de antigenos virales se realizd mediante la técnica de IF indirecta
para los siguientes virus respiratorios: VSR, adenovirus, influenza A, influenza B y
parainfluenza, utilizando anticuerpos monoclonales especificos e IgG de cabra anti IgG
de raton conjugado a isocianato de fluoresceina (Chemicon). La deteccion de influenza

A e influenza B se realiz6 ademas mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real.

La deteccidon de rinovirus se realizd en muestras en las cuales no se detectaron
antigenos virales por IF para los virus mencionados anteriormente. Las muestras se
almacenaron a -70°C hasta su analisis para la correcta conservacion del material

genomico.

4.5 TAMANO Y SELECCION MUESTRAL

Para el cdlculo del tamano muestral, se utilizé una frecuencia estimada de casos
de rinovirus entre las muestras respiratorias negativas a los anticuerpos monoclonales
especificos para otros virus del 40%. Considerando que durante el periodo analizado
en este estudio el total de ANF en los que no se identificaron antigenos de virus
respiratorios mediante IF fue de 1762, un nivel de confianza del 95%, una prevalencia
esperada de rinovirus del 40% y un error del 4%, el nimero minimo de muestras a
estudiar resultd ser de 434 muestras respiratorias negativas al panel de anticuerpos

virales.

Se analizaron al azar un total de 452 ANF durante el periodo estudiado, con la
siguiente distribucién mensual: 28 muestras en el mes de marzo, 36 muestras en el

mes de enero, 37 muestras en los meses de mayo, octubre y diciembre, 38 muestras
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en el mes de agosto, 39 muestras en los meses de julio y noviembre, 40 muestras en

los meses de abril, junio y febrero, y 41 muestras en el mes de setiembre.

4.6 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL GENOMA VIRAL

La obtencién y purificacion del ARN viral de las muestras clinicas seleccionadas se
realizé utilizando el kit QlAamp® Viral RNA (QIAGEN®), mediante las técnicas manual y
automatizada. Para la extraccion automatizada se utilizé el equipo QlAcube®. El etanol
absoluto empleado fue de calidad A.C.S. (Sintorgan) y para las etapas de centrifugacion
durante el desarrollo de la técnica manual se utilizé una microcentrifuga refrigerada
5415 R (Eppendorf).

En el procedimiento de extraccién, la muestra fue inicialmente lisada en
condiciones altamente desnaturalizantes para inactivar las RNAsas, empleando Buffer
AVL, que contiene tiocianato de guanidina como agente caotrdpico, con el agregado
de ARN Carrier, que asegura la obtencion optima del ARN viral. El lisado se cargd en
una columna que posee una membrana de silica gel que tiene la capacidad de unir
reversiblemente el ARN extraido de las muestras, previo agregado de etanol absoluto
para ajustar las condiciones dptimas del proceso de union del ARN a la membrana. Los
contaminantes se eliminaron mediante el uso de dos buffers de lavado (Buffers AW1y
AW?2), y finalmente el ARN extraido se eluyd de la columna mediante el empleo de

Buffer AVE libre de RNAsas (83).

El protocolo de extraccién de ARN viral para grupos de 12 muestras consistio en

los pasos que se detallan a continuacién:

1. Descongelar las muestras a temperatura ambiente o en un bafio a 25°C.
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L 0 N oo U B

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

Mezclar en un tubo plastico 7,28 ml de Buffer AVL y 72,8 ul de RNA Carrier, el
cual se prepara agregando 310 ul de Buffer AVE a 310 ug de RNA Carrier
liofilizado provisto por el kit.

Rotular tubos de 1,5 ml y agregar a cada uno 560 ul de mezcla Buffer AVL—RNA
Carrier preparado en el paso anterior.

Agregar 140 ul de muestra en los tubos correspondientes.

Vortexear durante 15 segundos cada tubo.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente o en un bafio a 25°C.
Agregar 560 ul de etanol absoluto a cada tubo.

Vortexear durante 15 segundos cada tubo.

Tomar 700 ul del cada lisado y colocarlos en las columnas de extraccidn
rotuladas, dejando caer el liquido en el centro de la columna.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

Descartar el filtrado y agregar el resto del lisado.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto y descartar el filtrado.

Agregar 500 ul de Buffer AW1.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto y descartar el filtrado.

Agregar 500 ul de Buffer AW?2.

Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto mas para secar la columna y descartar
el filtrado.

Colocar la columna en nuevos tubos de 1,5 ml rotulados.

Agregar 60 ul de Buffer AVE para la elucion del ARN.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

Descartar las columnas y almacenar el ARN extraido a -70°C hasta su analisis.

En el caso de la extraccién automatizada del material gendmico, se realizaron los

pasos 1-6 segun el protocolo anterior, y luego se colocaron los lisados, las columnas de

extraccidon y el resto de los reactivos necesarios en el equipo automatico de extraccion

QlAcube® (QIAGEN®), segln indicaciones del fabricante.
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4.7 RT-PCR

4.7.1 Controles de amplificacion

El control positivo de rinovirus fue cedido por la Dra. Clara Savdn-Valdéz,
investigadora del Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia, dependiente
del Instituto “Pedro Kouri” de La Habana, Cuba. El control de reactivos se realizé con
el agregado de agua destilada ultrapura (Genbiotech) en lugar de muestra. Estos
controles de amplificacién se incluyeron en cada una de las reacciones de RT-PCR de

las muestras estudiadas.

4.7.2 Optimizacion de la RT-PCR de punto final
4.7.2.1 Transcripcion reversa

Para la obtencion del ADN copia (ADNc) se evaluaron dos alternativas diferentes
sugeridas en los protocolos de los fabricantes de las enzimas utilizadas previas al
proceso de transcripcion reversa del ARN propiamente dicho. Se utilizé el control

positivo para la evaluacién de los dos procedimientos.

El primer procedimiento consistido en realizar una incubacién del ARN previa al
desarrollo de la transcripcion reversa (RT) durante 5 minutos a 65°C (este paso es
recomendado cuando el templado de ARN es rico en secuencias GC o contiene
estructuras secundarias). Para ello, se agregaron 10 ul de ARN a una mezcla de
reaccién conteniendo 1 ul de Random Hexamers (100 pmol) y la cantidad de agua
destilada ultrapura necesaria para obtener un volumen total de reaccién de 13 ul.
Finalizada la incubacién inicial, este volumen se agregd a una nueva mezcla de reaccién
conteniendo 1 ul de RevertAid™ Reverse Transcriptase (200 U/ul, Fermentas), 4 ul de

Buffer 5X (Tris-HCI 250 mM, KCI 250 mM, MgCl, 20 mM, DTT 50 mM, Fermentas) y 2 ul
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de dNTP mix (10 mM c/u, Genbiotech). Las concentraciones mencionadas

corresponden a concentraciones iniciales de los reactivos.

El segundo procedimiento se diferencid del anterior en que no se realizd la
incubacién previa al procedimiento de RT y el ARN sin incubar (10 ul) fue agregado a

los componentes de la mezcla de reaccion de la RT.

Las condiciones del proceso de transcripcion para la obtencién del ADNc fueron:
incubar durante 10 minutos a 25°C, luego 60 minutos a 42°C y finalmente 10 minutos a
70°C para inactivar la enzima transcriptasa reversa. Las etapas de incubacion se
efectuaron en un bloque térmico AccuBlock® (Labnet International, Inc.). Las muestras

de los ADNc obtenidos se conservaron a -20°C hasta su procesamiento por PCR.

4.7.2.2 PCR

Las secuencias de los primers sintetizados (Eurofins MGW Operon) para detectar
la presencia del genoma del rinovirus, seleccionadas de la NCR 5', y las condiciones de
ciclado, obtenidas a partir del estudio realizado por Steininger y col. (84), se detallan

en las Tablas N° 1, N° 2 y N° 3.

Tabla N° 1: Secuencias de primers utilizados en los ensayos de PCR.

Oligonucleétido Secuencia
RV1 5’-CCCCTGAATGCTGGCTAACCT-3’
RV2 5’-CGGACACCCAAAGTAGTCTGGTC-3’
RV3 5-GAATGCTGGCTAACCTTAAACCC-3’
RV4 5’-CAAAGTAGTCTGGTCCCAGTCC-3’
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Tabla N° 2: Programa de ciclado utilizado para la primera reaccién de PCR.

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
94°C 20 seg

50 60°C 30 seg

72°C 9 seg

1 72°C 5 min

Tabla N° 3: Programa de ciclado utilizado para la PCR anidada.

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 10 min

94°C 15 seg

45 60°C 30 seg

72°C 8 seg

1 72°C 5 min

Para la optimizacion de la amplificacién de los segmentos correspondientes, se
trabajo con un volumen final de 25 ul, utilizando reactivos comerciales. La reaccién se
llevd a cabo en una mezcla de reaccidon conteniendo 5 ul del ADNc de la muestra
control, 0,1 ul de Tag DNA polymerase (5 U/ul, Fermentas), 2,5 ul de Taq Buffer 10X
(Tris-HCI 100 mM, KCI 500 mM, Nonidet P40 0,8% (v/v), Fermentas), dNTP mix (10 mM
c/u) y MgCl, (25 mM, Fermentas) en concentraciones apropiadas, 0,25 ul de primer
RV1 (50 mM), 0,25 ul de primer RV2 (50 mM) y agua destilada ultrapura en cantidad
suficiente. Para la PCR anidada, se tomaron 2 ul del amplificado anterior y se colocaron
en una mezcla de reaccion idéntica a la detallada anteriormente, con la excepcion de
los primers que fueron reemplazados por los primers RV3 y RV4 en concentraciones
idénticas. La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Techne Genius con el

programa especifico para cada etapa.
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En primer lugar, se evalud la concentracion de MgCl, y en segundo lugar, la de
dNTPs. En el primer caso, se probaron concentraciones finales crecientes de 1 a 4 mM,
manteniendo el resto de los reactivos en concentraciones constantes. En segundo
lugar, la concentracion de dNTPs se tituldé en un rango de concentracién final de 0,1 a

0,3 mM, con las mismas condiciones para los reactivos restantes.

4.7.3 Aplicacidon de ensayo de RT-PCR en muestras clinicas

Para el estudio de las muestras clinicas, las mezclas de reaccion y las condiciones
de ciclado de ambas PCR fueron idénticas a las detalladas anteriormente. No se realizd
la incubacion previa al procedimiento de RT, y las concentraciones utilizadas de MgCl,

y dNTPs fueron 2 mM y 0,2 mM, respectivamente.

4.7.4 Evaluacion de la especificidad de la RT-PCR

Con el propédsito de evaluar la especificidad de la RT-PCR optimizada en este
estudio, se seleccionaron muestras positivas para VSR, parainfluenza, adenovirus,
influenza A, influenza B y metapneumovirus, y se realizé la RT-PCR en idénticas

condiciones que las muestras ensayadas para rinovirus.

4.7.5 Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
ultrapura (BIORAD) con una concentracién del 2%. Para su preparacion se empled
Buffer TAE 1X (Tris-Acetato 400 mM, EDTA 10 mM, Gibco), con el agregado de 5 ul de
Gel Red® 10000X (Biotium) para la visualizacién del ADN. Una vez completado el
proceso de gelificacién, se sembraron 12,5 ul de una mezcla compuesta por 12,5 ul de
cada amplificado y 2,5 ul de Buffer de siembra 6X (Tris-HCl 10 mM, EDTA 60 mM, azul

de bromofenol 0,03%, xileno cianol FF 0,03%, glicerol 60%, Genbiotech). Como

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 43



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Materiales y Métodos

marcador de tamano se utilizé una mezcla de fragmentos de ADN de 100 pb (Solis
Biodyne). Todos los reactivos detallados fueron de grado biologia molecular. Las
corridas electroforéticas se realizaron en una cuba electroforética BIORAD, empleando
TAE 1X como buffer de corrida, a 120 V y 292 mA durante 45 minutos. Los fragmentos

de ADN resueltos en el gel se visualizaron en el equipo fotografico LAS-3000 (FujiFilm).

4.7.6 Precauciones del procedimiento

Se tomaron diversas precauciones para evitar contaminaciones. Durante el
desarrollo de las reacciones de RT-PCR se respetaron el flujo unidireccional de trabajo
y las normas de bioseguridad. Ademas de la separacion fisica de los procedimientos de
post-amplificacién, extraccion de ARN y preparacién de Master-Mix, se utilizaron
puntas de micropipetas con barreras descartables y se trataron las superficies de

trabajo con solucion de hipoclorito de sodio al 10% y radiacion ultravioleta.

4.8 INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Se utilizé como instrumento una planilla clinico-epidemioldgica estandarizada para
recolectar los datos personales, antecedentes perinatales (semanas de gestacién, peso
al nacer, patologia neonatal), diagndstico de admisién, diagndstico de egreso,
enfermedades subyacentes, hallazgos radioldgicos, hallazgos de laboratorio,
tratamiento y evolucion (dias de hospitalizacion, oxigenoterapia, internacion en
terapia intensiva, requerimientos de asistencia respiratoria) de cada caso de IRA
atribuible a rinovirus (CARV). Las fichas clinico-epidemiolégicas fueron completadas
por profesionales de los distintos hospitales a partir de la informaciéon detallada en las

historias clinicas de los pacientes.
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4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Una vez disponible la informacion, se generd una base de datos, haciendo uso del
software Epi Info™ 3.5.3., en donde fueron ingresados todos los datos recolectados. El
analisis clinico-epidemioldgico y estadistico de los resultados se realizé utilizando la

herramienta “Analyze data” de dicho software.

Las variables continuas se expresaron como media y rango, y las variables
categodricas, como proporciones. El test chi-cuadrado Mantel-Haenszel se utilizé para
comparar variables discretas, mientras que el test Mann-Whitney se empled para
comparar variables continuas. Se considerd estadisticamente significativo un valor de

p<0,05.

Definiciones

La severidad de la enfermedad fue clasificada en moderada y severa, de forma
similar a Bicer y col. (80). La enfermedad moderada fue descripta como aquella que
presenta signos/sintomas del tracto respiratorio superior/inferior que requieran
hospitalizacion en salas de internacidén generales. La enfermedad severa fue descripta
como aquella que presenta signos/sintomas del tracto respiratorio inferior que

requieran hospitalizacidn en cuidados intensivos.

Se considerd caso de IRA atribuible a rinovirus (CARV) a todo paciente con IRA
gue presentd PCR positiva para rinovirus, resultado negativo de IF para VSR, influenza
A, influenza B, parainfluenza y adenovirus, y ausencia de aislamiento bacteriano en

hemocultivo.
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5.1 SELECCION DE LA TECNICA DE RT-PCR

Con el objetivo de seleccionar la técnica de RT-PCR a optimizar en este estudio, se
analizaron distintos trabajos publicados, los cuales utilizaron diferentes estrategias
para la deteccidon del rinovirus: la técnica de RT-PCR simple, anidada o combinada con
enzimas de restriccion. En la Tabla N° 4 se mencionan los parametros que se evaluaron

para la seleccion de la técnica.

Tabla N° 4: Comparacién de RT-PCR para deteccidn de rinovirus segun distintas técnicas estudiadas, PM del genoma amplificado,
especificidad y sensibilidad, nimero de serotipos de rinovirus estudiados y nimero de muestras analizadas.

PM DEL N° DE N° DE
TECNICA FRAGMENTO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD SEROTIPOS DE
AUTOR MUESTRAS
EMPLEADA AMPLIFICADO (%) (%) RV
ESTUDIADAS
(pb) ESTUDIADOS
Olive y col. RT-PCR
. 530 96,4 100 3 28
(1990) simple
RT-PCR +
Papadopoulos . 1
enzimas de 190 100 92,4 18 32
y col. (1999) L
restriccion
Papadopoulos RT-PCR 5
; 202 100 NE 18 32
y col. (1999) anidada
RT-PCR +
Halonen y col. . 3
deteccion 120 97,2 NE 15 63
(1995)
con sondas
Arruday col. RT-PCR
. 110 g8 100 2 31
(1993) anidada
Ireland y col. RT-PCR
. 202 100 100 1 159
(1993) anidada
H iay col. RT-PCR
L ; 120 98 NE* 5 192
(1998) anidada
Steininger y RT-PCR
. 93 100 100 87 556
col. (2001) anidada

NE: porcentaje no especificado. * Los genomas de Echovirus 32 y Coxsackievirus B6 fueron digeridos por las enzimas de restriccion
de manera similar a los rinovirus; > los genomas de Poliovirus 1, Poliovirus 2 y Poliovirus 3 fueron amplificados por los primers
utilizados; * los genomas de Echovirus 5, Echovirus 18 y Echovirus 30 fueron detectados por las sondas utilizadas; * el genoma de
Coxsackievirus A9 fue amplificado por los primers utilizados.
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La técnica seleccionada fue la propuesta por Steininger y col. (84), ya que reporté
una sensibilidad y especificidad del 100%, estudié la mayoria de los serotipos de

rinovirus conocidos y analizé un numero elevado de muestras clinicas (Tabla N° 5).

Tabla N° 5: Resultados de la técnica de RT-PCR frente a serotipos de rinovirus y
otras cepas de virus de referencia estudiados.

Positivo Negativo
RV 1A Coxsackievirus B1-B6
RV 1B Echovirus 18, 24, 30
RV 2-9 Poliovirus 1-3
RV 11-15 Influenza A (H3N2)
RV 17-19 Influenza B/Harbin
RV 21-24 Adenovirus 5
RV 26-89 VSR

La RT-PCR anidada permitio la amplificacion de un fragmento de la NCR 5°. Los
primers disefiados para este ensayo amplifican zonas de alta homologia entre los
serotipos del rinovirus (regiones B y C, Figura N° 9), generando un producto final de 93

pb (Figuras N° 9y N° 10).

A —
Regién 5'no codificante | —
" 0
5 A B C 3
s 469 T 562 <570

Figura N° 10: Gel de agarosa en donde se
2° Producto de PCR _ 93 pares de bases visualizan los amplicones de la RT-PCR

$ $ optimizada. Calle 1: fragmento de 106 pb

obtenido luego de la primera PCR; calle
Rl — e 2: marcador de PM de 100 pb; calle 3:
control negativo con agua destilada; calle
4: fragmento de 93 pb obtenido luego de
la PCR anidada.

Figura N° 9: Regién amplificada del genoma de rinovirus.
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5.2 OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE TRANSCRIPCION REVERSA

Se optimizd la RT-PCR trabajando con el control positivo y se analizd la
conveniencia de realizar o no, una incubacién a 65°C durante 5 minutos previa a la
reaccion de RT. En ambos procedimientos se visualizd el producto final de 93 pb
(Figura N° 11), pero la intensidad de la banda de la muestra control fue mayor cuando
la incubacion previa no fue realizada. Teniendo en cuenta que esta incubacion es
aconsejable cuando el porcentaje de secuencias GC es alto (en este caso el contenido
de GC es del 40,6%) y observando los resultados obtenidos en este estudio, se decidid

no realizar la incubacién previa.

Figura N° 11: Optimizacién de la RT-PCR. Calle 1: producto de 93 pb
con una cantidad inicial de ARN de 10 ul y una incubacién (65°C, 5
min) previa a la RT; calle 2: producto de 93 pb con una cantidad inicial
de ARN de 10 ul sin incubacion previa a la RT; calle 3: control negativo
con agua destilada; calle 4: marcador de PM de 100 pb.

i

5.3 OPTIMIZACION DEL ENSAYO DE AMPLIFICACION

Dentro de los pardmetros criticos de un ensayo de RT-PCR, se analizaron las

concentraciones 6ptimas de MgCl, y dNTPs.

5.3.1 Concentraciéon de MgCl,
Cuando la concentracion final de MgCl, en la mezcla de reaccidn fue 2 mM, se
detectd una banda adecuada (Figura N° 12). Para el resto de las concentraciones

ensayadas, no se observaron las bandas esperadas en el gel de agarosa o bien éstas
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fueron tenues, por lo cual se decidié que la concentracion mas apropiada para esta

reaccion fuera 2 mM.

5.3.2 Concentracion de dNTPs

Analizando la imagen de la Figura N° 13, el producto final de PCR se visualizé con
concentraciones de dNTPs de 0,1 mM y 0,2 mM, siendo casi imperceptible con una
concentracion de 0,3 mM. A pesar de que con una concentracion de 0,1 mM la banda
fue levemente mas intensa, se opté por la concentracion final de 0,2 mM en las
mezclas de reaccion para el analisis de las muestras del estudio, al no observar

productos inespecificos y para garantizar cantidad suficiente de dNTPs.

IR

Figura N° 12: Variacién de la concentracion final de MgCl, en Figura N° 13: Variacidn de la concentracion final de dNTPs en las
las mezclas de reaccion de las PCR. Calle 1: control negativo de mezclas de reaccion de las PCR. Calle 1: control negativo con
reactivos; calle 2: concentracion final de 1 mM; calle 3: agua destilada; calle 2: concentracion final de 0,1 mM; calle 3:
concentracion final de 2 mM; calle 4: marcador de PM de 100 concentracion final de 0,2 mM; calle 4: marcador de PM de 100
pb; calle 5: concentracion final de 3 mM; calle 6: concentracidn pb; calle 5: concentracion final de 0,3 mM.

final de 4 mM; calle 7: control negativo con agua destilada.

5.4 ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

La RT-PCR optimizada en este trabajo demostrd ser altamente especifica para la
deteccién de rinovirus, ya que cuando la misma se realizd utilizando muestras con

otros virus respiratorios no se observé el producto final de 93 pb (Figura N° 14).
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Figura N° 14: Especificidad de la PCR para deteccidn de rinovirus. Calle 1: control negativo
con agua destilada; calle 2: control positivo de VSR; calle 3: control positivo de
parainfluenza; calle 4: control positivo de adenovirus; calle 5: marcador de PM de 100 pb;
calle 6: control positivo de influenza A; calle 7: control positivo de influenza B; calle 8:
control positivo de metapneumovirus; calle 9: control positivo de rinovirus.

5.5 APLICACION DE ENSAYO DE RT-PCR EN MUESTRAS CLINICAS

Una vez estandarizada la técnica de RT-PCR, se aplicé esta metodologia en
muestras clinicas provenientes de pacientes que cumplian con los criterios de inclusiéon
del estudio.

Se seleccionaron aquellas muestras en las cuales no se detectaron los demas virus

respiratorios estudiados.

5.5.1 Frecuenciay estacionalidad del rinovirus y otros virus respiratorios

Durante el periodo estudiado, sobre un total de 2020 muestras respiratorias
provenientes de pacientes con IRA para el diagndstico viroldgico, se seleccionaron 452
para la deteccion del rinovirus. De las 452 muestras estudiadas, se detectd el genoma
del rinovirus en 172, lo que representa un porcentaje de positividad para rinovirus del

38,1%.

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 51



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Resultados

El analisis de la distribucion mensual del rinovirus indicé que circuld a lo largo de
todo el afio estudiado, aunque los meses de mayor circulacién fueron marzo y octubre
de 2010, y febrero de 2011, con porcentajes de positividad que variaron entre 16,7% y
26,7% (Grafico N° 1). En los meses en los cuales se observd mayor circulacion de VSR
(mayo a julio), se detecté un bajo niumero de casos confirmados de rinovirus, el cual
comenzé a aumentar a partir del mes de octubre, y predominando respecto de los
otros virus respiratorios. Analizando las frecuencias de los diferentes virus
respiratorios, los resultados demostraron que el rinovirus se ubicé en segundo lugar
con un porcentaje del 8,5%, luego del VSR (10,4%) (Grafico N° 2).

La frecuencia de los virus respiratorios a lo largo del afio de estudio se describe en

la Tabla N° 6.

DISTRIBUCION MENSUAL DEL RINOVIRUS Y OTROS VIRUS

RESPIRATORIOS
SANTA FE, MARZO 2010 - FEBRERO 2011, n=2020
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Grafico N° 1: Distribucién mensual del rinovirus y otros virus respiratorios, marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe,
Argentina.
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PROPORCION DEL RINOVIRUS Y OTROS VIRUS

RESPIRATORIOS
SANTA FE, MARZO 2010-FEBRERO 2011, n=2020

mNEGATIVC mVSR mRINOVIRUS mPARAINFLUENZA mINFLUENZA = ADENOVIRUS

Gréfico N° 2: Proporcidn del rinovirus y otros virus detectados en muestras respiratorias, marzo 2010-febrero 2011,
Santa Fe, Argentina.

Tabla N° 6: Frecuencia de rinovirus y otros virus respiratorios, marzo 2010-febrero2011, Santa Fe, Argentina.

TOTAL DE

MIES MUESTRAS mléfTT“R,ﬁss RV (+) VSR (+) "ARA"‘::”E”ZA ADV (+)  INFLUENZA (+)
ANALll\‘ZOADAS N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Marzo 2010 59 45(763)  11(18,6)  3(51) 0 0 0
Abril 2010 163 130(79,8) 17(10,4)  15(9,2) 1(0,6) 0 0
Mayo 2010 248 196(79,0)  19(7,7)  32(12,9) 0 1(0,4) 0
Junio 2010 429 326(76,0) 14(33)  89(20,7) 0 0 0
Julio 2010 276 202(73,1)  11(40)  62(22,5) 1(0,4) 0 0
Agosto 2010 234 208 (88,9) 16 (6,8) 7 (3,0) 3(1,3) 0 0
Setiembre 2010 172 153(88,9) 11 (6,4) 0 7 (4,1) 1(0,6) 0
Octubre 2010 114 86(75,4) 19 (16,7) 0 7(6,1) 2(1,8) 0
Noviembre 2010 109 86(789) 17(156)  1(0,9) 2(1,8) 0 3(2,8)
Diciembre 2010 89 66(74,2)  11(12,4)  1(1,1) 2(2,2) 0 9(10,1)
Enero 2011 67 48 (71,6)  10(14,9) 0 0 3(4,5) 6(9,0)
Febrero 2011 60 44(733)  16(26,7) 0 0 0 0
Total 2020 1590 (78,8) 172 (8,5) 210 (10,4) 23 (1,1) 7(0,3) 18 (0,9)
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5.6 ANALISIS CLINICO-EPIDEMIOLOGICO DE CASOS DE IRA ATRIBUIBLES A RINOVIRUS

5.6.1 Poblacion estudiada y datos demograficos

De los 172 pacientes en los cuales se detectd rinovirus en las muestras
respiratorias, se recolectaron y analizaron las historias clinicas de 145; las restantes no
se localizaron en los archivos de los distintos nosocomios. El nimero de pacientes

analizados representé el 84,3% del total de los CARV obtenidos en este estudio.

Los casos en los cuales se detectd rinovirus en las muestras respiratorias
correspondieron a pacientes de los siguientes grupos etareos: 11%, menores de 1 mes
de edad; 49%, 1 a 6 meses, 13,8%, 6 a 12 meses; 11,7%, 1 a 2 anos; 11%, 2 a 5 afios y
3,5%, mayores a 5 afios de edad. (Grafico N° 3). La mediana de la edad calculada fue de

4 meses (Rango: 0,3 — 108 meses).

El 53,1% de los casos de los CARV fueron pacientes de género femenino.

DISTRIBUCION DE CASQS DE IRA ATRIBUIBLES A RINOVIRUS
POR GRUPO ETAREO Y SEXO
SANTA FE, MARZO 2010 - FEBRERO 2011, n=145
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Grafico N° 3: Distribucion de CARV por grupo etareo y sexo, marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.
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5.6.2 Antecedentes clinicos
El 31% de los CARV presentd antecedentes clinicos, siendo los mas frecuentes la

prematurez (55,6%) y las sibilancias recurrentes (51,1%) (Tabla N° 7).

Tabla N° 7: Antecedentes clinicos de CARV, marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.

° o
ANTECEDENTES CLiNICOS N° DE PACIENTES (%)

(n=45)
Prematurez 25 (55,6)
Sibilancias recurrentes 23 (51,1)
Cardiopatia congénita 5(11,1)
Desnutricion 3(6,7)
Asma 3(6,7)
Displasia broncopulmonar 2(4,4)
Sindrome convulsivo 1(2,2)
Leucemia 1(2,2)
Otros antecedentes™ 5(11,1)

*Otros antecedentes: hipotiroidismo congénito, microcefalia, epilepsia,
enfermedad celiaca, contacto con TBC.

5.6.3 Internaciones previas por IRA

Del total de casos, 47 (32,4%) presentaron internaciones previas por enfermedad
respiratoria, de los cuales 23 (52,3%) fueron en una uUnica oportunidad. En 15 casos
(34,1%) se registraron entre 2 y 5 internaciones previas por causas similares, y sélo en
6 pacientes (13,6%) se registraron mdas de 5 internaciones. Los diagndsticos de
admision mas frecuentes fueron bronquiolitis (40,4%), neumonia (31,2%) y bronquitis

obstructiva respiratoria (19,1%).

5.6.4 Manifestaciones clinicas
Los diagndsticos de egreso mas frecuentes fueron neumonia (35,2%) y

bronquiolitis (32,4%) (Tabla N° 8).

La fiebre se documento en 74 pacientes (51,7%).
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Se observaron complicaciones por sepsis en 5 casos, por claudicacién respiratoria

inminente aguda (CRIA) en 6 casos, por hipertension pulmonar en 1 caso y por

neumotorax en 1 caso.

Tabla N° 8: Diagnostico de egreso, hallazgos radiolégicos, hallazgos de laboratorio y medicaciones
empleadas en CARV, marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.

DIAGNOSTICO DE EGRESO N* DE F(‘:=C::-I‘E‘I:;I'ES (%)
Neumonia 51 (35,2)
Bronquiolitis 47 (32,4)
Bronquitis 18 (12,4)
Episodios de sibilancias 14 (9,7)
Cuadro de vias aéreas superiores 8 (5,5)
Sindrome coqueluchoide 8(5,5)
IRA sin especificar 4(2,8)
Crisis asmatica 3(2,1)
HALLAZGOS RADIOLOGICOS DE TORAX N° DE ':::l';':)TES (%)
Atrapamiento aéreo 103 (75,2)
Infiltrado intersticial 93 (67,9)
Infiltrado alveolar 49 (35,8)
Atelectasia 29 (21,2)
Infiltrado alveolar multiple 17 (12,4)
Infiltrado alveolar unilobar 15 (10,9)
Derrame pleural 2(1,5)
Otros hallazgos radioldgicos* 3(2,2)
HALLAZGOS DE LABORATORIO N* DE I:::ll;l:;l’ES (%)
Leucocitosis 96 (72,7)
Eritrosedimentacion aumentada 59 (44,7)
Proteina C Reactiva positiva 49 (37,1)
MEDICACIONES EMPLEADAS N* DE F(’::ll;l:;l’ES (%)
Antibidticos 81 (66,4)
Broncodilatador (Salbutamol) 73 (59,8)
Corticoide (Hidrocortisona) 25 (20,5)
Antiviral (Oseltamivir) 22 (18,0)

*Otros hallazgos radioldgicos: infiltrado paracardiaco y sinusitis.

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 56



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Resultados

5.6.5 Hallazgos radiologicos
El hallazgo radioldgico de térax mas frecuente fue el atrapamiento aéreo (75,2%),

seguido del infiltrado intersticial (67,9%) y el infiltrado alveolar (35,8%) (Tabla N° 8).

5.6.6 Hallazgos de laboratorio

Con el objetivo de conocer el tiempo de recuperacion del rinovirus, se asocié el
tiempo transcurrido entre el comienzo de la enfermedad respiratoria y la toma de la
muestra. En 51 casos (37,5%), el tiempo transcurrido fue menor a 72 horas, en 79
casos (58,1%), transcurrieron entre 4 y 14 dias, y en 6 casos (4,4%), se logré detectar el
genoma del virus luego de 15 dias del inicio de los sintomas. La media del tiempo
transcurrido para la toma de la muestra fue de 5,6 dias (Rango: 1-23 dias). La toma de
la muestra se realizdé dentro de las 72 horas de internacién en el 76,4% de los casos. La
media del tiempo transcurrido para la toma de la muestra durante la internacion fue

de 2,2 dias (Rango: 1-13 dias).

Cinco casos presentaron sepsis, pero sélo en 2 de ellos se obtuvo el dato del
agente etiolégico, lograndose el aislamiento de neumococo y de Klebsiella. En el 72,7%

de los casos se observd leucocitosis (Tabla N° 8).

5.6.7 Tratamiento
Ciento veinticuatro internados (85,5%) requirieron suministro de oxigeno. La
mediana de la duracion del tratamiento con oxigeno fue de 5 dias (Rango: 1-120 dias;

n=119). El 68,1% de los casos requirid oxigeno por menos de 7 dias (Grafico N° 4).
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Ochenta y uno pacientes (66,4%) fueron tratados con ATB y 22 de ellos (18%)
recibieron oseltamivir (Tabla N° 8). Los ATB mds utilizados fueron ampicilina (50,6%),

gentamicina (21%) y cefotaxima (17,3%).

Veintitrés casos (15,9%) requirieron internacion en la UTI, con una mediana de
permanencia de 7 dias (Rango: 2—24 dias; n=21) (Grafico N° 5). En 18 casos (12,4%) fue
necesaria la asistencia respiratoria mecdnica, con una mediana de 5 dias de duracién
(Rango: 2-15 dias, n=17) (Grafico N° 4). No se registraron casos fatales en el grupo

estudiado.

El 54,4% de los casos permanecié internado menos de 7 dias (Grafico N° 5). La
mediana de la estadia hospitalaria para el total de los pacientes fue de 6 dias (Rango:
1-140 dias). De los 7 pacientes que requirieron estadia prolongada por mas de 15 dias,
4 de ellos eran menores de 6 meses de edad (2 eran prematuros), otros dos tenian 2 y
4 afios (uno de ellos presentaba leucemia) y el paciente restante de 9 afios tenia

diagndstico de asma.

Los pacientes que desarrollaron enfermedad severa fueron 23 (15,9%) y los
pacientes con enfermedad moderada, 122 (84,1%). A pesar de que el 78,3% (18) de los
pacientes graves fueron pacientes menores de 6 meses de edad (Grafico N° 6), no se
evidencid asociacién entre la edad de los pacientes y el desarrollo de enfermedad

grave (p=0,194).

Nueve pacientes graves (39,1%) presentaron antecedentes clinicos, siendo el mas
frecuente la prematurez (Grafico N° 7). Se analizé la asociacidon entre enfermedad
grave y la existencia de un antecedente clinico, pero no se evidencié diferencia

estadisticamente significativa (p=0,374).
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En la Tabla N° 9, se detallan las principales caracteristicas diferenciales de los nifios
menores y mayores de 2 afos hospitalizados. La neumonia fue mas frecuente en los
pacientes menores de 2 afios; sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos etareos (p=0,38). La internacion en UTI fue mayor en los nifios

menores de 2 afios, no observandose diferencias significativas entre ambos grupos

(p=0,07).
Tabla N° 9: Caracteristicas diferenciales de CARV menores y mayores de 2 afios hospitalizados,
marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.
N° DE PACIENTES N° DE PACIENTES
<2 ANOS (%) >2 ANOS (%)
(n=124) (n=21)
Neumonia 40 (32,3) 11 (52,4)
Bronquiolitis 47 (37,9) 0
. Bronquitis 12 (9,7) 6 (28,6)
DIAGNOSTICO
Sibilancias 11 (8,9) 2(9,5)
CVAS 7 (5,6) 1(4,8)
Crisis de Asma 0 3(14,3)
INTERNACION EN UTI 21 (16,9) 2(9,5)
MEDIANA DE LA ESTADIA HOSPITALARIA (dias) 6 5
DURACION DEL SUMINISTRO DE OXIGENO Y DE LA
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Grafico N° 4: Duracion del suministro de oxigeno y de la asistencia respiratoria mecanica en CARV,
marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.
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rafico N° 6: Distribucion por grupo etareo de CARV internados en UTI, marzo 2010-febrero 2011,

Santa Fe, Argentina.
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ANTECEDENTES CLINICOS DE CASOS DE IRA ATRIBUIBLES A

RINOVIRUS INTERNADOS EN UTI
SANTA FE, MARZO 2010 - FEBRERO 2011, n=9

Desnutricion
11,1%

Grafico N° 7: Antecedentes clinicos en CARV internados en UTI, marzo 2010-febrero 2011, Santa Fe, Argentina.

5.6.8 Seguimiento de los pacientes

De un total de 145 casos analizados, 27 (18,6%) registraron internaciones
posteriores por IRA, y 2 de ellos (7,4%) estuvieron internados en UTI. La mediana del
tiempo transcurrido para la internacién posterior fue de 3,8 meses (Rango: 0,4-14,5
meses). Los diagndsticos de alta mas frecuentes fueron la bronquitis obstructiva

respiratoria (35%) y la neumonia (30%).
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Por primera vez en Santa Fe, este estudio ha aportado conocimientos acerca de la
epidemiologia y el cuadro clinico de la IRA atribuible a rinovirus en nifnos, asociando
este virus a hospitalizaciones debidas a enfermedad respiratoria moderada y severa.

La aplicacion de la técnica de PCR ha permitido en esta ciudad la deteccién del
rinovirus, agente que no puede ser identificado por la técnica de IF que se utiliza de
rutina para la deteccién de otros virus respiratorios. Previamente, la deteccidn de
rinovirus resultaba dificultosa debido a que el cultivo y el test de labilidad acida eran
laboriosos e insumian mucho tiempo, situacién que se ha ido modificando con los
avances de la tecnologia molecular (57). En el presente estudio se ha optimizado una
RT-PCR convencional anidada, disefiada por Steininger y col. (84), que se ha basado en
la eleccion estratégica de los primers y en la optimizacién de las condiciones de
ciclado, que permitieron amplificar zonas de la NCR 5" de los picornavirus que
presentan alta homologia entre los distintos serotipos de rinovirus y poca similitud
con el genoma de los enterovirus, diferenciandose de otros ensayos (4, 7) que han
utilizado targets que amplificaron otros picornavirus.

En la optimizacién de la técnica seleccionada, se han analizado los parametros
criticos de un ensayo de RT-PCR, como son los efectos de la concentracion de dNTPs y
la concentracién 6ptima de Mg*?, concluyendo que la concentracién adecuada ha sido
0,2 mM y 2 mM, respectivamente. En concordancia con otros autores, con
concentraciones en defecto se ha producido una disminucién en el rendimiento del
producto formado. En forma opuesta, con un exceso de dNTPs puede observarse una

disminucion en la sefial esperada debido, fundamentalmente, a que se favoreceria la
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formacion de productos no deseados, comprometiendo la especificidad del ensayo,
asi como a la menor disponibilidad de I\/IgJ'2 libre (85).

Cuando se intentaron amplificar genomas de los virus respiratorios comunes, en
ninglin caso se visualizéd el producto final de 93 pb. Los resultados obtenidos
confirman la elevada especificidad de la técnica, que fuera descripta previamente por
Steininger y col. (84).

En este estudio, se han detectado virus respiratorios en el 21,2% de los casos,
ubicandose el rinovirus en segundo lugar, con el 8,5% y luego del VSR (10,4%).
Comparar la prevalencia de infeccion por rinovirus con otros estudios ha sido
dificultoso, ya que se han empleado distintos denominadores en su obtencién vy
ademas, porque el tamano de la muestra analizada es muy variable. Si utilizamos
como denominador las muestras analizadas por PCR, el porcentaje de deteccién del
rinovirus es del 38,1%. Diferentes investigaciones han determinado la frecuencia del
rinovirus en nifos hospitalizados con IRA, variando del 16% al 57,8%, encontrandose
nuestro resultado en este rango de valores (23, 28, 42, 80, 86, 87, 88, 89, 90, 91). Sin
embargo, algunos trabajos (23, 38, 86) han mostrado al rinovirus como el virus mas
prevalente asociado con hospitalizaciones por IRA, seguido del VSR. Estos hallazgos se
pueden deber a la utilizacion de una técnica de RT-PCR en tiempo real, mucho mas
sensible, o bien a variaciones anuales de circulacion del virus.

La diseminacién mundial del rinovirus ha quedado demostrada por estudios
similares realizados en diferentes paises como Estados Unidos (23), Trinidad y Tobago
(27), Sudafrica (29), Espaia (42), Holanda (38), Brasil (88) o China (92).

El rinovirus ha circulado durante todos los meses del afno, aunque los meses de

mayor circulacion han sido marzo de 2010, y desde octubre de 2010 a febrero de
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2011, con porcentajes de positividad que han variado entre el 12% y el 27%,
coincidiendo a su vez con la baja circulacion del VSR. Por lo tanto, el patrén estacional
indica que la mayor circulacién ha ocurrido durante las estaciones de primavera y
verano, observandose el pico de circulacidon en el mes de febrero, en donde no se ha
detectado ningun otro virus respiratorio. Nuestros hallazgos estan en consonancia con
las observaciones que se han realizado en estudios previos (23, 28, 42, 80). Sin
embargo, Vidaurreta (86) ha reportado que la circulacién ha sido mas prevalente
durante el otofio e invierno, pero sin llegar a desaparecer en los meses de primavera y
verano. En Brasil (88), el pico de circulacion también ha sido detectado en el otofio e
invierno. Es probable que existan diferencias en la estacionalidad del virus segun el
afio que se estudie. Por eso, es importante extender el periodo estudiado como
minimo a 3 afios para poder observar las eventuales diferencias anuales.

Evaluando la relacion entre la prevalencia del virus y las edades de los pacientes,
se ha observado que el 60% de los nifios infectados han sido menores de 6 meses,
siendo la mediana de |la edad de 4 meses. Los nifilos mayores a 2 afios de edad han
representado sélo el 14% de la totalidad de los casos de IRA atribuibles a rinovirus.
Esto coincide con la mayor prevalencia del virus durante los primeros meses de la vida
manifestada en publicaciones precedentes (23, 28, 30, 38, 40, 41, 89).

La mayoria de los pacientes hospitalizados (70%) han sido nifios que no
registraban antecedentes clinicos, pero en el grupo de pacientes que si los
presentaba, los mas frecuentes han sido la prematurez y las sibilancias recurrentes.
Recientemente, los resultados de un estudio en la ciudad de Buenos Aires (93) han
revelado que el rinovirus ha sido el patdogeno predominante de las infecciones

respiratorias en infantes prematuros.
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Las sibilancias son una frecuente manifestacién de la infeccién del tracto
respiratorio bajo en infantes y nifios pequefios, siendo la infeccion viral la causa mas
comun (29, 34, 35, 43). Los resultados de varios trabajos han sugerido que el rinovirus
puede estar asociado a cuadros de sibilancias. Maffey y col. (34), en la ciudad de
Buenos Aires, han hallado al rinovirus en muestras respiratorias de nifios con
sibilancias recurrentes, con una frecuencia del 23% y detras del VSR, mientras que en
Africa (29) y en Japdn (35) se los han hallado en el 58% y en el 31% de los casos,
respectivamente. Los principales trabajos que han estudiado la historia natural del
asma bronquial, han informado que para la edad de 6 anos, el 50% de los nifios ha
tenido, al menos, un episodio de sibilancias, de los cuales solamente el 25%
desarrollara asma bronquial en un futuro (94).

Muchos estudios de etiologia de las exacerbaciones del asma (27, 43, 48, 88) han
mencionado al rinovirus como el agente mas comunmente detectado en este grupo
de pacientes. Miller y col. (23) encontraron que los nifios con asma tuvieron una
cantidad mayor de hospitalizaciones asociadas al rinovirus que aquellos sin historia de
sibilancia 0 asma. En nuestra poblacidn, sélo el 2% de los casos ha presentado el
diagndstico de asma, en discordancia con el 28% encontrado en el estudio de Miller, y
todos fueron mayores de 5 anos de edad.

Si bien tradicionalmente los rinovirus se han asociado Unicamente a los resfriados
comunes, las nuevas técnicas de diagnostico desarrolladas permitieron detectar su
presencia en pacientes con infecciones del tracto respiratorio inferior, como
neumonia y bronquiolitis. En el afio 2000, Papadopoulos y col. (95) han investigado la
infeccion respiratoria baja in vitro por exposicion de las células epiteliales bronquiales

humanas al rinovirus, y en vivo en voluntarios humanos. La infeccién se ha confirmado
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en ambos modelos, induciendo respuesta proinflamatoria en sujetos normales vy
asmaticos. En el estudio de Kusel y col. (82), en 2006, se ha reconocido el rol
patogénico del rinovirus asociado a las infecciones del tracto respiratorio inferior en el
primer aifo de vida. En 2011, Costa (41) ha encontrado una prevalencia del 25% del
rinovirus en lavados broncoalveolares de pacientes inmunocompetentes e
inmunocomprometidos. En consonancia con estos estudios, en nuestro trabajo la
neumonia ha sido el diagnéstico de egreso mas frecuente, y se ha observado en el
35% de los pacientes, coincidiendo con los datos presentados por Bicer y col. (80). En
ninguno de los casos se han detectado otros patdgenos virales, y sdlo 2 casos
presentaron sepsis debida a neumococo y Klebsiella. Por otra parte, la bronquiolitis es
la causa principal de ingreso hospitalario en el nifio menor de 2 afnos, siendo causada
principalmente por el VSR, aunque existen otros virus respiratorios implicados, como
se ha evidenciado previamente (37, 39, 96). Estudios recientes (39, 91) de etiologia de
las bronquiolitis han reportado al VSR vy al rinovirus como los agentes etiolégicos mas
importantes en nifios hospitalizados, con tasas de deteccion del 39% y 13%,
respectivamente. En nuestra serie, la bronquiolitis también se ha observado en un
alto porcentaje (32%), mientras que en el trabajo de Calvo Rey (42), en el 21% de los
internados. Estos hallazgos difieren de los observados en otros estudios, donde la
neumonia se ha diagnosticado en el 8%-16% (23, 28, 40, 42) de los pacientes y la
bronquiolitis en el 11%-13% de los casos (23, 40). Por el contrario, en el trabajo de
Savén-Valdés y col. (30), la bronquiolitis se ha observado en un porcentaje elevado
(74%).

La fiebre ha sido una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes, al igual que

en otros trabajos publicados (29, 34, 37, 42, 86, 87).
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Nuestros hallazgos soportan estudios recientes (37, 80) que han mostrado al
rinovirus asociado con enfermedad severa, ya que el 15% de los pacientes ha
presentado un cuadro grave que ha requerido internacién en UTI, aunque no se
registraron casos fatales. El 48% de los pacientes criticos presentd complicaciones,
siendo las mas frecuentes la sepsis y la claudicacion respiratoria inminente aguda. En
el estudio de Bicer y col. (80), el 36% de los infectados con rinovirus presentd
enfermedad moderada a severa, mientras que en los nifios infectados con VSR, el
porcentaje fue del 33%. En el afio 2008, en Vietnam, se ha asociado al rinovirus con un
brote de infeccidon respiratoria severa en 12 niflos que fueron hospitalizados vy
desarrollaron sindrome de distress respiratorio agudo, de los cuales 7 fallecieron (97).

La mediana de la duracién de la estadia hospitalaria ha sido de 6 dias, periodo que
ha resultado similar a lo informado en trabajos previamente publicados (34, 87). Se
observé una prolongacion de la estadia hospitalaria en 7 casos (4,8%). Si bien no pudo
realizarse una asociacion estadistica debido al bajo niumero de casos, es importante
mencionar que 4 de los 7 pacientes presentaban algun antecedente clinico y que 2 de
ellos, si bien no padecian antecedentes, eran menores de 2 meses.

El suministro de oxigeno se ha empleado en una proporcién elevada de pacientes
(85%), a diferencia de la asistencia respiratoria mecanica que solo ha sido necesaria
en poco mas del 10% de los casos, valores mds elevados que los evidenciados por
otros autores (23, 89).

La edad menor de 3 meses, la presentaciéon de inmunodeficiencias, la cardiopatia
congénita, la enfermedad pulmonar crénica, la prematurez y la desnutricion son
factores de riesgo para el desarrollo de IRA baja grave, seglin el consenso de la

Sociedad Argentina de Pediatria. En nuestro estudio, la edad y la presentacion de

Maestria en Biologia Molecular Médica — UBA 68



Rol del rinovirus en nifios hospitalizados con infeccion respiratoria aguda Discusion

algun antecedente clinico no representaron un factor de riesgo para el desarrollo de
IRA grave, a pesar de que el 60% de los casos han sido menores de 6 meses y el 40%
de los pacientes graves registraban algun tipo de antecedente clinico. Por otro lado,
en el grupo analizado, mas del 30% de los pacientes registraron, al menos, una
internacién por IRA previa a esta investigacion, la cual tampoco ha sido un factor de
riesgo. Hay muchos factores que pueden intervenir en la gravedad de la enfermedad,
relacionados tanto al huesped como al virus. En cuanto a los factores relacionados al
virus, se podrian citar la presencia de coinfecciones con otros virus respiratorios (40,
79), o la especie de rinovirus implicada (98), y que no han sido evaluadas en el
presente trabajo. A pesar de que hay resultados controversiales en cuanto a la
asociacion entre las diferentes especies y el cuadro clinico (28, 98), hay algunos
trabajos que han evidenciado el rol mas frecuente de los HRVC en la IRA baja,
asociandolos con enfermedad severa. Iwane y col. (89) han observado en su trabajo
una asociacion entre los pacientes infectados con HRVA y HRVC y el desarrollo de una
enfermedad grave, requiriendo mayor estadia hospitalaria, UTlI y ventilacion
mecanica, a diferencia de los pacientes infectados con HRVB.

El 66% de los casos confirmados se ha tratado con ATB. En este sentido, hay que
considerar que este estudio ha sido retrospectivo y que el diagndstico virolégico ha
sido negativo para los demas virus respiratorios. Esto nos indica la importancia de
considerar el diagndstico de otros virus respiratorios implicados en forma temprana,
con el fin de evitar la administracion innecesaria de ATB en los pacientes pediatricos y
prevenir la resistencia antimicrobiana.

El rinovirus ha sido identificado en pacientes asintomaticos, variando la

prevalencia de deteccion entre el 12% y el 28% (99, 100, 101). Esto puede estar
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indicando una colonizacion asintomatica o bien una eliminacién prolongada del virus
luego de una infeccidn respiratoria, detectandose el ARN del rinovirus hasta 5 o 6
semanas después la infeccion respiratoria (99). Consecuentemente, la relevancia
clinica de la deteccién del rinovirus en los pacientes hospitalizados puede ser
dificultosa de interpretar. En nuestro estudio, si bien no evaluamos el tiempo maximo
de excrecion viral, en el 26% de los pacientes se ha detectado el virus luego de 7 dias
de iniciados los sintomas respiratorios. En todos estos casos, la toma de muestra se ha
realizado dentro de las 48 horas de haber sido hospitalizado, como recomiendan los
protocolos.

La fortaleza del presente estudio es el importante numero de muestras evaluadas
para la deteccidn del rinovirus vy el alto porcentaje de positividad obtenido en relacién
a otros estudios, lo que nos permitié realizar un exhaustivo analisis de los datos
clinicos, aunque el mismo presenta algunas limitaciones. En primer lugar, no se realiz
la deteccidén del rinovirus en un grupo control. Uno de los mayores problemas en
estudios de casos control es la seleccion de un grupo control apropiado, ya que debe
valorarse si este grupo no ha padecido anteriormente (5 o 6 semanas previas) un
catarro de vias respiratorias altas, por lo cual se decidié no incluirlo en nuestro
trabajo. Sin embargo, realizamos estudios de deteccion de otros virus respiratorios
conocidos y analizamos la poblacidn que resultd negativa, sugiriendo que el rinovirus
podria ser el agente causante de la IRA. Es cierto que el hecho de haber utilizado PCR
solamente para influenza e IF para el resto de los virus como técnica de tamizaje, que
es menos sensible que las técnicas moleculares, podria ser una limitacién de este
trabajo. Sélo tendriamos la certeza de que la IRA ha sido causada por el rinovirus si se

lograra determinar mediante técnicas moleculares una infeccién reciente, tal como se
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ha realizado para bocavirus (102). Otra limitacidén de este trabajo es que el periodo de
estudio ha correspondido a un afio, y tal vez la situacion estacional observada no sea
reflejo de otros afios.

A pesar de estas limitaciones, y a la vista de los resultados obtenidos, ha quedado
demostrada la participacidn del rinovirus en las infecciones respiratorias agudas. Por
otra parte, la implementacion de una técnica de RT-PCR de punto final que detecta el
rinovirus con rapidez, alta sensibilidad y especificidad, permitira, en forma rutinaria,
disminuir los casos de IRA de origen desconocido, permitiendo establecer el papel que
desempefian estos virus en nuestro medio y facilitando la eleccidon de las conductas
terapéuticas mas apropiadas.

Distintas alternativas pueden plantearse como continuacién del trabajo realizado.
Una de ellas podria ser la expansion del diagndstico de este virus hacia pacientes
ambulatorios, en donde también es muy frecuente la circulacién del virus. Desde el
punto de vista analitico, futuros pasos podrian ser la optimizacién de una técnica de
PCR en tiempo real, como asi también la secuenciacion de los rinovirus detectados,
con el objetivo de determinar especies y serotipos, estableciendo las especies

prevalentes y su asociacidon con la severidad de la enfermedad.
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v" La eleccidn de la técnica de RT-PCR de punto final para deteccién de rinovirus se
fundamentd en los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos por otros
autores, quienes trabajaron con un elevado numero de muestras y distintos
serotipos del virus. La especificidad de la técnica fue corroborada en este trabajo
al intentar amplificar sin éxito controles positivos de otros virus respiratorios

comunes.

v" La optimizacion de la técnica de RT-PCR de punto final incluyd la variacién de las
cantidades necesarias de dNTPs y de MgCl, en las mezclas de reaccion de PCR,
como asi también la evaluacién de la necesidad de realizar una incubacion de las
muestras clinicas ensayadas previa a la reaccién de transcripcion reversa. Las
concentraciones de reactivos seleccionadas garantizaron la correcta visualizacién
de los productos de amplificacidn, y la incubacién previa de las muestras no se
considerd necesaria, ya que no se observé un aumento en la sensibilidad de los

resultados obtenidos.

v" El rinovirus se encontré en todos los meses del afio estudiado, siendo mas
frecuente su deteccién durante la primavera y el verano, con un pico maximo de

circulacién durante el mes de febrero.

v" Nuestros datos revelaron que un alto porcentaje de hospitalizaciones por IRA
estan asociadas al rinovirus, siendo el porcentaje de positividad cercano al 40%,

ubicandose en un segundo lugar, luego del VSR.
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v

La frecuencia de deteccién elevada en los menores de 6 meses (60%) sugiere que
hasta ahora el rinovirus ha tenido un rol subestimado en las hospitalizaciones por
IRA. La mediana de la edad de los CARV fue de 4 meses. En la poblacién mayor de
2 anos se observd una baja deteccion de rinovirus. La edad no fue un factor de

riesgo para desarrollar enfermedad grave.

La proporcién de nifios infectados fue similar para ambos géneros.

El antecedente clinico mas frecuentemente observado fue la prematurez, y mas
del 30% de los pacientes registraron internaciones por IRA previas a este estudio,
la mayoria de ellos en una Unica oportunidad. Sin embargo, el presentar un
antecedente clinico no fue un factor de riesgo para desarrollar enfermedad

severa.

Mas del 85% de los pacientes infectados requirié suministro de oxigeno durante la
hospitalizacion. El uso de broncodilatadores y antibidticos, en particular

ampicilina, fueron los tratamientos mas frecuentes.

El 16% de los pacientes requirié internacién en UTI, con una mediana en la
duracion de 7 dias. No se observaron diferencias significativas entre las edades de
los pacientes internados en UTI y aquellos que no presentaron un cuadro clinico

de gravedad.

La mediana de la duracion de la estadia hospitalaria fue de 6 dias y los
diagndsticos de egreso mas frecuentes fueron la neumonia y la bronquiolitis. Casi

el 20% de los CARV registraron internaciones posteriores por sintomas similares.
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v" Nuestro estudio provee evidencia que el rinovirus estd asociado a
hospitalizaciones por IRA. Es necesaria la implementacion de nuevas técnicas
moleculares para determinar infeccidn reciente, como asi también la realizacion
de estudios longitudinales con un grupo control apropiado para conocer mejor la

asociacion causal en los ninos.

v" Los datos presentados en este estudio contribuyen a mejorar el conocimiento del
impacto del rinovirus en las infecciones respiratorias en la infancia, enfatizando la
necesidad de un diagndstico mas exacto en respuesta a la emergencia de nuevos

virus respiratorios.
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Anexo 1

GENOMA DEL RINOVIRUS Y ZONA DE APAREO DE PRIMERS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

ORGANISMO: Human rhinovirus 14, genoma completo

NUMERO DE ACCESO GENBANK: NC_001490

VERSION: NC_001490.1 GI:9626735

DBLINK: Project 15309

AUTORES: Callahan, P. L., Mizutani, S. y Colonno, R. J.

SECUENCIA

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

tt aaaacagc
gtacctttgt
gt t agaagct
agcacttctg
gttatccgcce
t caggt ggat
cgt gt cct ag
ggt gt gaaga
taaccct aga

acdggaccdga

ggat gggt at
acgcctgttt

t gacatt aaa
tttcccagga
aaccaact ac
tttccctcca
cct gcgt gge
ctcgcatgtg
gccttatgece

ctactttggg

acagcat at a
at ct cacgaa
ttact at aag
taagtttaca
caat gt t gag
aat aacaaca
tccagatgtg
gttttacaca
accagat gca
aagat caggt
acttgtagtt
t aaat acaca
gggagggcct
cattttccct
at acat aaac
catccctatt
cacaat agca
aggtttgcca

at cccccagt

tatacatata
aat caaaaca
gat gcagcaa
gaaccagtta
gcct gt ggtt
caagaagcag
gacgct agt g
ttggatagta
ct caaggat a
tacacagt ac
gt aat accag
ttcacgcatc
gt caaggat g
caccagttca
t cagt accca
gccecctctta
cctatgtgca
act acaactt

gcact gccaa

cccaccattc
ct ccccaacc
gt acaat agg
gcgaggt at a
gt aacagtta
ctagtttggt
ggccaaccca
cttggttgtg
acgat ccagt
tgtccgtgtt
ct gt gat cat
ttttgaccaa
gtacatcatc
aagat ct cat
at agt gat ag
ccaacgct gt
at gt caat aa
agacat ggac
tgggt gt gt t
acgttcagtg
aacaccaact
caggt gaacg
t cat at acaa
ttaat ct aag
ttgattcaat
cagt accaac
ctgagttctc

t gccggggt ¢
att at gagcc

gacccat t gg
acccttcctt
tggcgccat a
ggct gt accc
gtaccatctt
cgat gaggct
gcttatgetg
agt cct ccgg
got t gt aagg
tctcattttt
gggcgct cag
t ggat caaat
agct ggt caa
gct t aagggt
agt acaacaa
tgtgtgttat
aacttcaaaa
aacaggttct
cgggcaaaac
caat gccaca
ggctt cacat
t ggt at agat
t at gaat ggt
aaccaat aat
gacacgt cac
t ggagcaact
tgggat aagg
aggacaattc

aact ccaaga

gt gt agt act
aaaattccca
tccaatggtg
act gccaaaa
gttcttgact
aggaattccc
ggacgccctt

cccctgaatg

ct ggt act at
cccat gaaac
tctatgtaca
gcctttaacc
ggacgttcga
cacgggt gac
tt aaggacat

cgact aacct

t cgt aat gag
cttcatattg
gtttctacac
cagactttca
tcactgtcaa
gcaccagcat
at cacact cg
gct gaat ggc
ccagacact t
aaaggct ggt
atgtttttcc
aaattccata
gagggt ggca
ttatcatctg
actttattag
acagccacaa
aacaat gt ct
ccctcactcc
t ccaagt caa
ttgaccacag

at acacat ac

caattccggg
tcttatggtc
agaaaagt gg
cagttat aaa
t ggacccat ¢
tgaattcacc
ggaatt caac
cagagt acct
ctgtctgtag
gct ggaaat t
act cact agg
gcggttgtct
atgtttcagt
caaat gaagt
gaaat ct gct
t agt gat acc
cact gat ggt
ct at aacagt
ttgtgccaca
at gacaggca

t agggaaagt

\

e |
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1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

tcataacttg
aaaagat gag
ttttgggaca
tgttcagtac
tgccttgtcc
ggacaggaga
cat agt aat g
at acaccagt
aacgaccggc
gct gat gaaa
t gaatt agaa
t ccaaaacac
tgttcttcca
aactgat gta
caaagat gct
caacctgtcc
tgattctgag
caatttggtg
cgattacaca
aaggt t t agt
ct cacat gat
ggcat t caga
t cacagggca
at caat aggg
tgacat t aaa
aat aat gaat
aaat agagat
taaccgt aca
cgaaaagccc
aggagt gat g
cat acat ggt
cat acgacag
gggt agagcet
agaagt ggcg
agctttagtg
act acttgga
t caggt gcct
at gt aat gct
gat aaaaaac
acaact t gat
aaaacgagag
cccattttat
tatgcaattt

cggt t ct ggt

ctagaaatta
gttaacagtt
aacctgttta
tatacacatt
agt gct aaac
gaagcaat gc
acaat accat
gctggetttc
caggt ct act
gat act caaa
gaagt cat cg
acacaaaaag
t cagacagca
gaatgctttt
act ggaat ag
agccttgtcc
tataccat ac
gt ccaagcca
t ggcaaagt g
gtgccttatg
gat gcagaaa
at agt aaat g
aagctcgttg
cgcacaaat t
tcctat ggtt
taccacttga
ttagcaat ag
tcaggt gttt
accaacat ct
aaaggggttg
cccat t ggat
ttggagtgta
tttggtgtcg
aaagatttcc
atcatttgca
t gt gat ggat
tacatt gaaa
gcaaagggat
aaagtacttc
at act agaga
cagttgttca
gccgt t gaat
aaaagt aaac
aaatcattaa

t acaggt aga
acct cat acc
ttggt gat gg
ggt ctggatc
tcactctagc
t aggt act ca
ggacat cagg
tatcatgttg
tattatcatt
ctatctcaca
tt gagaaaac
t ccccat act
t agaaaccag
t gggt cgt ge
at aat cacag
aact t agaaa
t ggccact gc
tgtatgttcc
cttcaaaccc
t aggat t ggc
ct cagt at gg
aacat gat ga
aagcat ggat
at cct aagaa
t aggacct ag
t gacaccaga
t ct caacagg
actattccac
ggat t gaagg
ggccggcaga
t gtt aacagc
t cgcagagga
ggttcact ga
t caccacaaa
gaaat cat ga
ctccttggag
gacaagcaaa
t ggaat ggat
cccaagccaa
gacaaat aac
at aacgt at t
caaaaagaat
aaagaact ga
caacat ccat

tacactcatt
act aaat gca
ggtcttcaaa
acttagattc
at acaccccg
tgttgtctgg
ggtgcagt tt
gt at caaact
cat aagt gca
gactgttgca
gaaacagacg
aact gcaaac
aact acct ac
agcttgtgtg
agaagcaaaa
gaaact ggaa
at ct caacct
acat ggt gcc
cagtgtattc
at cagcat at
cataactgtt
acacaaaact
t ccaagagca
t acagaacca
gt acggt ggg
agaccaccat
aggacat ggt
at att acaga
aagccctt at
gct aggagac
t gaaggt agt
acaggggct g
ccaaat ctca
agttttgtcc
tgacttggtc
atttctgaag
t gat ggat gg
t gct aat aag
agaaaaact a
caccat gcat
ot ggt t ggaa
cagggaact c
accagt gt gt
t gt gggacgt

cct at gaaca
aacaggcaaa
actactcttc
tcttcgat gt
cctggtgetce
gatattggtc
agat at act g
tctcttatac
tgtccagatt
ct cact gaag
gt ggcct caa
gaaacagggg
atgcacttta
cat gt aactg
ttgttcaatg
ctcttcactt
gatt cagcaa
ccgaaat cca
tt caaggt gg
aattgttttt
ct aaaccat a
ctt gt caaga
cccagagcac
gt aat t aaga
atttatacat
aat ct gat ag
gcagaaacaa
aagt attacc
tacccaagt a
t gcggt ggga
ggatatgttt
agt gattaca
acaaaagt ca
aaagt ggt ca
act gt t acgg
atgtacattt
t t cagaaagt
atttccaaac
gaattttgta
atctcgaatc
caaat gt cgc
aagaacaaaa
gtattaatcc
gcaat t gcag

acacgcat ac
at gagcaggt
t gggt gaaat
atactggtcc
gt ggt ccaca
t gcaat ccac
at ccagat ac
ttcccccaga
ttaagcttag
gctt aggt ga
tctcatctgg
ccacaat gcc
at ggtt caga
aaat acaaaa
at t ggaaaat
atgttaggtt
actatt caag
aaagagt ggg
gggat acat c
atgatggtta
t gggt agt at
tcagagttta
taccct acac
agaggaaagg
caaatgttaa
caccct at cc
taccacactg
ccataatttg
gatttcaagc
ttttgagatg
gttttgctga
tcacaggttt
cagaact aca
aaatggtttc
ccactctagc
ccaaacactt
ttaat gat gc
tgattgaatg
gt aaact caa
caacacagga
aaaagtttgc
tggtaaatta
at ggt acacc
aacacttcaa
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4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961

ttcagcagta
agttgtgatt
t caaat ggt t
gttattcacc
aat ct t gaat
tactacctac
ttgccatcaa
cttggtagac
aagtgatttc
agt gt at aaa
tttact gaaa
tatacct gaa
tactattctg
t caaact caa
acgcccagt t
cat aat gact
ctgtgtgata
t agagt t aag
gttgacttta
agaaggt gt g
agt t ggccct
gattcgttat
taagat cttt
aaaacaat at
t aacat aaat
tgtttttcca
t aaat t gact
aaat at gct t
ttctgaactt
t acaaccagt
t aaagagacc
gcctctagt t
aagtagatta
caacctttac
t gat cct gat
t gatt act ct
tttgaccaag
tatctttagg
cagcatattc
t aaaggaat a
ttatccttat
cat cacaccc
tttaaagaga
cat gaaagat

tattcacttc
atggat gatc
tcttcagtgg
agtaattttg
cct gaagct t
acaaagaat g
ccatctaatt
agaact acca
aagagcaaaa
gattt agaga
tctgtagatt
attcctacca
atgtttgtca
ggaccat at t
gttgtgcaag
at aacaacct
cccacacacg
gat aagt aca
gat agaaat ¢
gat gccact t
gt aacaat gg
gattatgcaa
ggtattcatg
tttgtagaga
ccagt caaca
ggt gacaagg
gaat cat t at
gt ggct gt ag
acact aaaag
gcaggatttc
caggacacag
acatatatta
at t gaagcct
aaagcattcc
gtgttttggt
aattttgatg
ttaggctttg
gat gaaat at
aattccatga
gatttagaca
gaactggatc
ccagacaaat
tacttcaagc
at acat gagt

caccagat cc
t gaaccaaaa
atttcttgee
ttctagectc
t agt caggag
gaaaact caa
t caagaaat g
acgttaggta
tgcaaattac
ttgatgtttg
cagaagagat
acat agaaag
gt acatt agg
ct ggt aaccc
gaccaaacac
caaagggaga
cacagcct gg
aat t agt aga
aaaaatt cag
t ggt agt aca
caggact t at
caaaaact gg
ttggcggt aa
aacaaggcca
cggcaact aa
aacct gct gt
tctctaagta
accattatgc
aagcattata
cct at gt gag
aaaagat gaa
aggat gaat t
ccagtttgaa
at caaaat cc
ctgtcatccc
cctctttgtce
caggctcttc
atgtggttga
t caacaacat
aact t aaaat
cacaagt gt t
ctgaaacttt
ct gat caaca
caat cagat g

caagcact tt
t ccagat gga
t ccaat ggct
cacaaat t ct
atttggtttt
tgcaggcat g
ttgcccecta
t agt gt ggat
agattcccta
caacacacca
t agggaat at
ggct at gaat
tattgtttat
gcct cacaat
agaatttgca
gttcacaggg
tgatgatgta
t ccagagaac
agat at cagg
tt caaat aac
taatttgagt
gcagt gt gga
t ggaagacaa
agt aat agct
gt caaaatta
attgagt gac
caaggggaat
agggcaact a
t ggagt agat
tcttgggatc
gttttatcta
aagaagt gt t
tgattctgtt
cggtgttctg
ttgcttaatg
accagtttgg
attaattcaa
aggt ggcat g
aat cat t agg
cttagcttac
ggcaactctt
t acaaaaat g
atttcccttt

gacaaaggat

gatggttatc
caggat at aa
agtttagata
aacacact aa
gacct agat a
t caaccaaga
gt ct gt ggaa
caact ggt ca
gaaacact gt
cct t cagaat
t gt aagaaga
caagccagca
gtcatttata
aaact aaaag
ctatccct gt
ttaggcat ac
ctagt gaat g
attaat ctag
ggat tt at at
tttaccaaca
agcaccccca
ggt gt gct gt
ggattttcag
agacat aagg
cat cccagtg
aat gat ccca
gt aaat acgg
ttatcactag
ggact agaac
aaaaagagag
gacaagtat g
gacaaagt cc
aacat gagaa
act ggat cag
gat gggcacc
tttgtctgtc
tcaatttgta
ccct cagggt
actttgat at
ggt gat gat t
ggt aaaaat t
acat gggaaa
ttggttcacc
cct aaaaaca

agcaacagga
gcatgttttg
acaagggcat
gccccccaac
tatgtttgca
cat gcaaaga
aagctattag
cggctatt at
tt caaggacc
gt at caacga
agaaat ggat
tgattattaa
aattgtttge
ccccaact tt
t aaggaaaaa
at gat cgt gt
gt cagaaaat
agct t acagt
cagaagat ct
ctatcttaga
ct aacagaat
gt gct act gg
ctcaacttaa
ttagggagtt
tattttatga
gact ggaagt
aacccact ga
at at ccccac
ct at agat at
acattctgaa
gcattgactt
gat t agggaa
t gaaact agg
cagt gggttg
t gat ggcatt
t agagaaggt
atacccat ca
gttcaggaac
t agat gcat a
tgattgtttc
at ggact aac
acttgacatt
cagttatgcc
cacaggat ca
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7021 cgtccgatca ttatgcatgt tagcatggca ctcaggagaa aaagagtaca at gaattcat
7081 tcagaagatc agaactactg acattggaaa atgtctaatt ctcccagaat acagcgtact
7141 taggaggcgc tggttggacc tcttttaggt taacaatata gacacttaat ttgagtagaa

7201 gtaggagttt ataaaaaaaa aaaaaaa

Notas
v' Las bases resaltadas en color azul conforman la NCR 5” del genoma del rinovirus.
v’ Las bases resaltadas en color verde constituyen los sitios de apareo de los primers
RV1y RV2 (fragmento de 106 pb).
v Las bases subrayadas en color rojo constituyen los sitios de apareo de los primers
RV3 y RV4 (fragmento de 93 pb).
v Las bases resaltadas en color naranja conforman la cola poliadenilada del genoma

del rinovirus.
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Anexo 2

GIBCO™ DNA TYPING® GRADE 50X TAE BUFFER

Composicién:

Tris-Acetato .ooooveeeeeeeeiee s 2M
EDTA e e 50 mM

Preparacion del Buffer TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM):

Mezclar 1 volumen de Buffer TAE 50X con 49 volimenes de agua destilada.

SOLIS BIODYNE 100 bp DNA LADDER

., bp ng/1oul
Concentracién: 0,1 ug/ul
0 —3000 108
Rango de tamano: 100 — 3000 bp
[N —2,000 147
Numero de bandas: 12
== 1500 116
e 1000 77
— — 800 62
— — 700 54
_— — 600 46
el — 500 150
— 400 50
—300 56
— 200 60
=100 a0
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Administracion Nacional de Laboratorio e Institutos de Salud

“Dr. Carlos G. Malbran”
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Dr. Emilio Coni”
Blas Parera 8260 (3000) Santa Fe
T. 0342 4892830 Fax. 0342 4892827
e-mail labconi@infovia.com.ar
FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DE RINOVIRUS

N2 de Orden: .......cc.uueeeee
[ [T o 11 - |
Ne de Historia Clinica:.......cccceeeveunen.
Apellido y Nombre del Paciente:........ccccccceiiiiiiiiiiennnciiiinniinieenieesseesss
Edad:...ccccevrereneerrennncernnnnnnns
Y25 (o RN
Fecha de Nacimiento:.....c...cceeeureenne
Edad Gestacional al nacer:......ccceeeerreeneerennnnnne
Peso nNatali.....cccceeerreeeniirreeennceneennneenens
Peso actual:....cccccceeerrrenneerrennnccenennne
Fecha de internacion........cccceeeevvennennne
Fecha de toma de muestra del ANF.......cc.ccevveerieerennnnnne
ANTECEDENTES CLINICOS (Marcar lo que corresponda)
Cardiopatia Congénita Inmunodeficiencia
Desnutricion Asma
Sindrome de Down Otros:
INTERNACIONES PREVIAS POR ENFERMEDAD RESPIRATORIA
| NO Cantidad:........ccecccveerrenenn.
[DTF -4 Lo T [ of o LU UUUR
Sibilancias recurrentes: SI NO
EPISODIO ACTUAL
Diagndstico de Admision:
Fecha de comienzo de la enfermedad respiratoria:........ccccceeveeeeccecerrineeeennennnens
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Anexo 3

HALLAZGOS RADIOLOGICOS DE TORAX

Atrapamiento aéreo:
Infiltrado Intersticial:

Infiltrado Alveolar: Muiltiple: Unilobar:
Adenomegalias: Derrame pleural: Atelectasia:
L0 ] 7 o 1

HALLAZGOS DE LABORATORIO

Leucocitosis: SI NO Férmula:
Proteina C Reactiva: Positiva Negativa

MEDICACIONES EMPLEADAS: SI NO
(Proporcionar dosis, duracién y razén de empleo)

|11 4 o L

Oxigeno: SI NO

[D1¥] =Tl ] 1 OO

Fiebre: SI NO

Si fue internado en UTI, duracion de la estadia:......cccccevevueirrennnierieneennns
Asistencia Respiratoria, duracion del empleo.........cccceeeneccerrrrrreennnnnnne.
Fecha de alta hospitalario:........cccvviiruiniiiiiniiiinninn.
Dado de alta: Vivo Muerto

Diagnéstico al alta hospitalario:

Neumonia Infeccidn de Vias Altas
Bronquiolitis Crisis Asmatica
Bronquitis Episodio de sibilancias
OtroS:...cceveeeiirieniirienicneeeeee,

Duracidn de la estadia hospitalaria:......cccccccveeeiieeiieiiiniiinininiiinininennn,
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Anexo 3

SEGUIMIENTO DEL PACIENTE (posterior a la internacion)

Fue internado por sintomas similares: Sl NO
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