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Diagndstico etioldgico de las infecciones respiratorias
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de Gran Canaria

Fernando Artiles-Campelo?, Marfa del Carmen Pérez-Gonzélez?, Araceli Caballero-Hidalgo® y Marfa J. Pena-Ldpez?

2Servicio de Microbiologfa. "Unidad de Investigacién. Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin. Las Palmas de Gran Canaria. Espafia.

OBJETIVO. Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de
origen virico son una causa frecuente de consulta y
hospitalizacion pediatrica. El objetivo de este estudio fue
conocer la etiologia de dichas infecciones en la isla de Gran
Canaria.

METoDOS. Durante 3 anos (de mayo de 2002 a mayo de
2005) se recogieron 1957 lavados nasofaringeos de

1.729 ninos atendidos en Urgencias con sintomas
compatibles con IRA. En todas las muestras se realizé una
técnica rapida de deteccion de antigeno de virus
respiratorio sincitial (VRS) y, en las que se obtuvo
resultado negativo, inmunofluorescencia (IF) y cultivo
celular (CC).

ResuLTADOS. La mediana de edad fue de 2 meses (intervalo:
0,03-119). Se identifico el agente causal del cuadro
respiratorio en 1.032 nifos (59,7%). El VRS se detect6 en
769 ninos (74,5%). Los demas virus identificados, por
orden de frecuencia, fueron: virus parainfluenza, rinovirus,
adenovirus, virus de la gripe, enterovirus y coronavirus. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la edad y el tipo de virus detectado: los
adenovirus fueron responsables de cuadros en niiios de
mayor edad (mediana: 6 meses; intervalo: 1-74). Hubo

6 casos de infeccion mixta. La sensibilidad de la IF en
relacion con el CC fue del 55,8%, y la especificidad del
99,2%.

CoNCLUSIONES. Los virus respiratorios son responsables de
un alto namero de casos de IRA, principalmente el VRS. Su
identificacion es determinante en el tratamiento clinico de
los pacientes y en el empleo adecuado de antibacterianos
y antivirales.

Palabras clave: Infeccion respiratoria aguda. Virus
respiratorios. Diagndstico etioldgico. Pediatria. Gran
Canaria.
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Etiology of acute viral respiratory tract infections in children
from Gran Canaria, the Canary Islands (Spain)

OBJECTIVE. Acute respiratory tract infections (ARTI) of viral
origin are a frequent cause of pediatric consultations and
hospital admissions. The aim of this study was to
investigate the etiology of these infections in Gran
Canaria, the Canary Islands, (Spain).

MEeTHODS. From May 2002 through May 2005,

1957 nasopharyngeal washings were collected from

1729 children presenting with ARTI to the Pediatric
Emergency Unit. A rapid antigen detection method was
performed in every sample to identify respiratory syncytial
virus (RSV). An immunofluorescence assay (IFA) and cell
culture (CC) was used in RSV-negative samples.

ResuLTs. Median age was 2 months (range, 0.03-119).

A viral agent was identified in 1032 children (59.7%). RSV
was detected in 769 children (74.5%). Other viruses
identified, in order of frequency, were parainfluenza
viruses, rhinoviruses, adenoviruses, influenza viruses,
enteroviruses, and coronaviruses. Statistical differences
were found between age and the type of virus detected:
Adenoviruses caused respiratory infections in older
children (median age: 6 months; range: 1-74). There were
6 mixed infections. Sensitivity of IFA as compared to CC
was 55.8%, and specificity was 99.2%.

ConcLusions. Respiratory viruses are responsible for a large
number of ARTI cases in children from Gran Canaria, RSV
being the major cause. Viral identification is determinant
for managing these patients and making a proper use of
antibacterial and antiviral drugs.

Key words: Acute respiratory tract infection. Respiratory
viruses. Etiologic diagnosis. Pediatrics. Gran Canaria.

Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) producidas
por virus son una de las causas mas frecuentes de consul-
ta y hospitalizacion pediatrica, debido a su morbimortali-
dad!. Se estima que cada nifio experimenta de 2 a 7 casos
de IRA cada afo?. Existe una gran diversidad de cuadros
clinicos asociados a estas infecciones, con distintos nive-
les de gravedad, desde resfriado comun hasta procesos con
afectacion de vias respiratorias bajas, como la bronquioli-
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tis y la neumonia, que pueden requerir en algunos casos la
ventilacién mecanica del paciente. Los agentes etiol6gicos
relacionados con dichos cuadros son el virus respiratorio
sincitial (VRS), los virus parainfluenza (VPI), los virus de
la gripe, los adenovirus, los rinovirus, los enterovirus, los
coronavirus y los metaneumovirus humanos.

La presentacion clinica suele ser similar en todos los vi-
rus implicados, pero puede variar ligeramente en funcién
del agente etiolégico. E1 VRS es la principal causa de bron-
quiolitis, que se presenta todos los afios de manera epidé-
mica en los meses de invierno y comienzo de la primave-
ra3. Los VPI son los siguientes agentes detectados en
frecuencia como causa de IRA; se presentan a lo largo de
todo el afio, con picos en otofio y primavera*®. Los virus
de la gripe tienen un patrén estacional similar al VRS. Los
adenovirus producen infecciones en cualquier época del
ano, debido a la eliminacién fecal en nifios sanos, y afectan
en mayor medida a nifios mayores de 6 meses®’. La fre-
cuencia del resto de los virus (rinovirus, coronavirus, ente-
rovirus y el recientemente descrito metaneumovirus hu-
mano?®) en patologia respiratoria no estd adecuadamente
descrita debido a las limitaciones para su deteccion e iden-
tificacion.

El diagnéstico virolégico convencional se basa en técni-
cas de deteccién antigénica y en el cultivo celular, aunque
en los dltimos afios se estan desarrollando métodos de am-
plificacion genética (reaccién en cadena de la polimerasa
[PCR] convencional, PCR en tiempo real) que complemen-
tan dicho diagnéstico®12.

El objetivo de nuestro estudio fue conocer la etiologia
viral de las IRA que presentaron los nifios atendidos en el
servicio de urgencias de un hospital pedidtrico. Ademés,
se compar6 la rentabilidad diagnéstica de la deteccion de
antigeno por inmunofluorescencia y el cultivo celular para
los virus de la gripe, los VPI y los adenovirus.

Material y métodos

Pacientes

Se incluyeron en el estudio todos los nifios menores de 14 afos aten-
didos en el Hospital Universitario Materno Infantil de Gran Canaria,
que cubre una poblacién de 126.806 nifios, por sospecha clinica de IRA
desde mayo de 2002 a mayo de 2005.

Muestras

Se recogieron 1.957 lavados nasofaringeos pertenecientes a
1.729 nifios. Se analizaron de manera retrospectiva las caracteristicas
epidemioldgicas (sexo, edad, fecha del proceso) y la orientacién diag-
néstica en el momento de la presentacion del cuadro clinico, asi como
la necesidad de ingreso. Se recogieron los datos de las pruebas de diag-
néstico virolégico y se analizaron los resultados.

Métodos diagnésticos

a) Deteccion antigénica. Se realizé un cribado inicial del VRS por
una técnica rapida de deteccién de antigeno por enzimoinmunoana-
lisis (EIA) (Directigen RSV, Becton Dickinson, Maryland, EE.UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En las muestras en que
se obtuvo resultado negativo o no interpretable se realizé la detecciéon
de antigenos de VRS, adenovirus, virus de la gripe A/By VPI (1, 2y
3) mediante una técnica de inmunofluorescencia (IF) indirecta con
anticuerpos monoclonales especificos (Viral Respiratory Panel 1,
Screening and Identification IFA Kit, Light Diagnostics, Chemicon
International, Temecula, EE.UU.). S6lo se consideraron validos los

resultados obtenidos en muestras con un nimero adecuado de células
epiteliales (> 20/preparacion). A partir de octubre de 2003 se amplié
el estudio con la deteccion antigénica de los coronavirus (anticuerpo
monoclonol Anti-Coronavirus OC-43, Chemicon International, Teme-
cula, EE.UU.) y la tipificacién del VRS (anticuerpos monoclonales
RSV/RSV A, Chemicon Internacional, Temecula, EE.UU.) b) Culti-
vo celular. Se inocularon las muestras EIA-negativo en las lineas ce-
lulares HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe, Centro Nacional de
Microbiologia, Madrid) y MRC-5 (fibroblastos de pulmoén fetal hu-
mano, Vircell, Granada) mediante cultivo convencional: se incubaron
a 37 °C en rotacion continua y se observaron microscépicamente du-
rante un maximo de 2 semanas. En las lineas que presentaron efecto
citopético compatible con alguno de los virus investigados se procedié
a la identificacion por IF con anticuerpos monoclonales especificos
(descrito anteriormente). Los enterovirus se identificaron por IF (Mo-
noclonal anti-Enterovirus, Dako, Glostrup, Dinamarca). Los rinovi-
rus se identificaron por su incapacidad para multiplicarse a pH 4cido,
con incubacién a 33 °C. Ademads, se inocularon las lineas celulares
HEp-2, LLC-MK2 (rifién de mono Rhesus, Vircell, Granada) y MDCK
(ririén de perro Madin-Darby, Centro Nacional de Microbiologia, Ma-
drid) por técnica de shell vial'®. Tras centrifugacién e incubacién a
37 °C (33 °C para la linea MDCK) durante 48-72 h, se procedi6 a la
tincién con anticuerpos monoclonales especificos (descrito anterior-
mente).

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se presentaron mediante indices de
centralizacién y dispersién: mediana e intervalo. Se contrast6 la hi-
pétesis de normalidad de dichas variables mediante el test de Kolmo-
gorov-Smirnov para una sola muestra. Las diferencias entre grupos
en funcién de las variables cualitativas se contrastaron mediante la
prueba de chi cuadrado. La comparacién de medias para mas de dos
grupos se realizé mediante la H de Kruskal-Wallis y para dos grupos
con la U de Mann-Whitney. El nivel de significacién estadistica se es-
tableci6 para una p < 0,05. El andlisis de los datos se efectu6 con el pa-
quete estadistico SPSS, versién 11.5 para Windows.

Resultados

Se recogieron 1.957 muestras pertenecientes a 1.729 pa-
cientes: 1.026 nifios (59,3%) y 703 ninas (40,7%). En los
pacientes con més de una muestra, sélo se consideré para
el estudio la primera muestra recibida.

La relacién varén:mujer fue 1,45:1. La mediana de edad
fue 2 meses (intervalo: 0,03-119). El cuadro clinico diag-
nosticado con maés frecuencia en el momento de la admi-
si6n hospitalaria fue la bronquiolitis, presente en el 75,9%
de los nifios. El 74,9% de los nifos atendidos precis6 in-
greso hospitalario.

Se detecto el virus responsable del cuadro respiratorio
en 1.032 ninos (59,7%). La relacion de virus identificados
por sexo, grupos de edad y necesidad de ingreso se mues-
tra en la tabla 1. El virus identificado con més frecuencia
fue el VRS, cuya distribucién mensual acumulada se
muestra en la figura 1. Desde que se realizo la tipificacién
del VRS se diagnosticaron 266 casos de VRS A y 209 casos
de VRS B. Todos los casos de VRS A se presentaron en la
temporada 2003-2004 y todos los casos de VRS B se pre-
sentaron en la temporada 2004-2005. El 80,7% de los pa-
cientes con VRS A precisé ingreso, frente al 53,6% de
los pacientes con VRS B (p < 0,001). La distribucién de los
virus mas frecuentes después del VRS se muestra en la fi-
gura 2. Los casos de infeccién por VPI, segundos agentes
en frecuencia, se han presentado durante todo el periodo
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TABLA 1. N? de casos diagnosticados en relacion con los virus identificados, el sexo, la edad y la necesidad de ingreso

N2 de casos (%)
Virus

Totales Ingresos Varones Edad <2m Edad >2m
VRS 769 (74,5)* 558 (72,6) 469 (60,9) 417 (54,4) 352 (45,6)
VPI3 81(7,8) 68 (83,9) 49 (60,5) 33 (40,7) 48 (59,3)
VPI 2 10 (1,0) 7(70) 4 (40) 3 (30,0) 7(70,0)
VPI 1 13(1,3) 11 (84,6) 8(61,5) 5(38,5) 8 (61,5)
IA 24 (2,3) 19 (79,2) 10 (41,7) 9 (37,5) 15 (62,5)
1B 7(0,7) 2 (28,6) 3(42,8) 3 (42,9) 4(57,1)
ADV 44 (4,3) 39 (88,6) 26 (59,1) 3(6,8) 41 (93,2)
RV 65 (6,3) 14 (21,5) 46 (70,8) 34 (52,3) 31 (47,7)
EV 15(1,5) 10 (66,7) 10 (66,7) 7 (46,7) 8 (53,3)
(6% 4(0,3) 2 (50) 4(100) 2 (50,0) 2 (50,0)
Total+ 1.032 (100) 730 (71,4) 629 (60,9) 516 (50,0) 516 (50,0)
No virus 697 (100) 528 (75,8) 300 (43,0) 361 (51,8) 336 (48,2)

*De éstos, 654 (85%) fueron positivos por EIA (cribado inicial).
VRS: virus respiratorio sincitial; VPI: virus parainfluenza; IA: virus de la gripe A; IB: virus de la gripe B; ADV: adenovirus; RV: rinovirus;

EV: enterovirus; CV: coronavirus; m: meses.
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TABLA 2. Sintomatologia inicial asociada a los casos de IRA

Cuadro clinico VRS VPI VI ADV RV CvV EV Total (+) Total (-)
Bronquiolitis 660 (85,8) 81(73,8) 17 (54,8) 30 (63,2) 44 (67,9) 3 (75,0) 8(53,3) 843(81,7) 470(67,4)
Neumonia 13 (1,7) 5(4,8) 1(3,2) 4(9,1) 1(1,5) 0 1(6,7) 25(2,4) 17 (2,4)
Catarro de vias altas 19 (2,4) 5(4,8) 4(12,9) 2(4,5) 10 (15,4) 1(25,0) 1(6,7) 42 (4,1) 57 (8,1)
Sindrome febril 9(1,2) 3(2,9) 5(16,1) 1(2,3) 2(3,1) 0 2(13,3) 22(2,1) 22 (3,1)
Broncospasmo 21 (2,7) 1(0,9) 39,7 5(11,4) 4(6,2) 0 1(6,7) 35(3,4) 27 (3,9)
Distrés respiratorio 47 (6,1) 9(8,7) 1(3,2) 2(4,5) 4(6,2) 0 2(13,3) 65 (6,3) 104 (14,9)
Total 769 104 31 44 65 4 15 1032 697

VRS: virus respiratorio sincitial; VPIL: virus parainfluenza; VI: virus influenza; ADV: adenovirus; RV: rinovirus; CV: coronavirus; EV: enterovirus.

de estudio, con un ligero predominio en primavera. Los
VPI 3 han sido los més numerosos, con picos epidémicos
en primavera y verano. El mes con mayor nimero de ca-
sos fue junio, en particular en 2004. La participacién de
los VPI 3 en invierno ha sido casi nula. Los casos de in-
feccién por VPI 1 han sido poco numerosos y se han dis-
tribuido mayoritariamente en otofio, con casos aislados en
primavera e invierno. Lo mismo ha ocurrido con los casos
de infeccién por VPI 2. Los rinovirus han sido la tercera
causa de IRA y se han distribuido de manera heterogénea
a lo largo de los 3 afios de estudio. Han producido una pa-
tologia mas benigna, lo que se pone de manifiesto en el
bajo nimero de ingresos. Los casos de adenovirus se han
distribuido a lo largo de todo el ano y han requerido el in-
greso de la mayoria de los nifios. Ademads, han sido los vi-
rus aislados maés frecuentemente en nifios mayores (me-
diana: 6 meses; intervalo: 1-74; p < 0,001). Los virus
gripales han tenido una participacién escasa como causa
de IRA. Los casos se han distribuido en los meses de oto-
fio e invierno. El subtipo B sélo se ha identificado en la
temporada 2004-2005. Se diagnosticaron 6 coinfecciones
(1,6%): un caso de VRS y adenovirus, un caso de VRS y
VPI 3, un caso de VRS y enterovirus, un caso de adenovi-
rus y rinovirus, un caso de adenovirus y VPI 3, y un caso
de VPI 2 y VPI 3.

No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el sexo y los virus detectados, ni tampoco
entre la presentacion clinica inicial y los virus detectados.
No obstante, el sindrome mayoritario en todos los tipos de
virus ha sido la bronquiolitis, tal como se muestra en la
tabla 2.

En las 1.075 muestras con EIA negativo (1.058) o no in-
terpretable (17) se comparé la técnica de IF con el cultivo
celular (tabla 3). De los 17 pacientes con resultado de ETA
no interpretable, 8 fueron diagnosticados de infeccién por
VRS por técnica de IF y/o cultivo, en uno se aislé VPI 3,
en otro se aislé enterovirus y en los 7 restantes el estudio
virolégico fue negativo.

Discusion

Los virus son los principales agentes causales de IRA en
nifos, lo que se pone de manifiesto en el elevado nimero
de diagnoésticos alcanzado. ElI VRS fue el principal agente

causal en todas las edades, al igual que en otros estudios
clinicos y epidemiolégicos'*1?, con un patrén estacional si-

TABLA 3. Rentabilidad diagnostica de la IF frente al cultivo
en VPI, virus de la gripe y adenovirus

CcC

Virus | IF S (%) E (%) VPP (%) | VPN (%)
+ | -

VPI3 + 55 5 724 995 91,7 97,9
~ 21 994

VPI2Z + 5 0 500 100 100 99,5
- 5 1065

VPI1 + 6 0 462 100 100 99,3
- 7 1.062

IA + 17 2 713 998 89,5 99,5
- 5 1.068

IB + 5 0 714 100 100 99,8
- 2 1.068

ADV + 8 0 182 100 100 96,6
- 36 1.031

Total + 96 7 558 992 93,2 92,2
- 76 896

IF: inmunofluorescencia; VPI: virus parainfluenza; CC: cultivo celular;
S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo;

VPN: valor predictivo negativo; IA: virus de la gripe A; IB: virus de la
gripe B; ADV: adenovirus.

milar al observado en el resto del territorio espariol. Asi
mismo, destacamos la aparicion ciclica de los subtipos A y
B durante las temporadas 2003-2004 y 2004-2005, res-
pectivamente. Otros autores han observado que ambos
subtipos aparecen simultdneamente'®, por lo que seria in-
teresante subtipar los VRS durante un periodo mas largo
para establecer con exactitud si el comportamiento en
nuestra area es realmente ciclico. Por otro lado, se ha des-
crito que el VRS A produce cuadros respiratorios més gra-
ves que el VRS B9, lo cual podria justificar, en parte, el
mayor nimero de ingresos de ninos infectados por dicho
subtipo en nuestro estudio.

Los VPI han destacado como segunda causa de IRA y
su aparicién tanto epidémica como no epidémica ha sido
un dato de interés en nuestro estudio, puesto que son
agentes que se describen sobre todo en otofo y primavera
en climas templados. En cuanto a los virus gripales, nues-
tros datos coinciden con los descritos en Espana en la tem-
porada 2003-2004, caracterizada por una actividad gripal
moderada, con un comienzo temprano de los casos y picos
en las semanas epidemiolégicas 46 y 47, con predominio
de virus de la gripe A; y en la temporada 2004-2005, ca-
racterizada por una actividad gripal alta, de comienzo mas
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tardio, con picos en las semanas 2 y 3, y con predominio de
virus de la gripe A y casos esporadicos de virus de la gri-
pe B2021, En conjunto, su participacién en cuadros respira-
torios ha sido escasa y se ha circunscrito casi por comple-
to a la temporada invernal.

Los rinovirus han sido la tercera causa de IRA en nues-
tro estudio. Esto podria deberse a las condiciones climati-
cas presentes en Canarias, con una temperatura media
anual de 22 °C, lo cual corresponde con la temperatura
primaveral en climas templados. Otro argumento seria
que los nifios con infeccion por rinovirus han presentado
una sintomatologia mas grave de lo habitual, precisando
atencion hospitalaria, con la consiguiente toma de mues-
tra y envio a nuestro laboratorio para cultivo de virus. En
circunstancias normales estos virus causan cuadros leves
de vias altas, por lo que su tratamiento suele ser extra-
hospitalario.

Los adenovirus se han presentado en nifios con mas me-
ses de edad como se ha descrito previamente®. Ademés, ha
producido una elevada tasa de ingresos, por lo que consi-
deramos que su aislamiento se relaciona con cuadros de
mayor gravedad que los debidos a otros virus o con cua-
dros mas inespecificos. En cualquier caso, no tenemos in-
formacion sobre el criterio real de ingreso en los ninos con
infeccién por adenovirus, por lo que no podemos establecer
ninguna conclusion.

La identificacién de enterovirus y coronavirus ha sido
muy baja en el conjunto de la serie, pero consideramos
importante su investigacién como parte del protocolo de
diagnéstico ya que pueden ser responsables de cuadros cli-
nicos graves.

Una limitaciéon en nuestro estudio ha sido el desconoci-
miento de la incidencia de IRA producidas por metaneu-
movirus. Se sabe que su deteccién en la actualidad precisa
de técnicas de amplificacién genética, por lo que deberan
incorporarse en el diagnéstico cotidiano.

En cuanto a la sensibilidad de la IF para la deteccion ra-
pida de antigenos de VPI, virus de la gripe y adenovirus,
ha sido baja si la consideramos de manera global, sobre
todo debido a la baja sensibilidad de la técnica para detec-
tar los adenovirus. Esto puede explicarse por la gran va-
riedad de subtipos de adenovirus causantes de infeccién
respiratoria. La especificidad ha sido muy alta para todos
los virus. El valor predictivo positivo global ha sido tam-
bién bajo.

En cuanto a las infecciones mixtas, la tasa es menor a
la descrita por otros autores'®??, probablemente porque no
hemos investigado otros virus respiratorios en las mues-
tras con EIA positivo y porque no se han empleado técni-
cas de amplificacién genética que aumentarian la sensibi-
lidad diagnéstica. Teniendo en cuenta que en la mayoria
de las coinfecciones participa el VRS, nuestros datos pue-
den subestimar la incidencia real de las mismas, por lo
que creemos que deberian investigarse todos los virus res-
piratorios en todas las muestras analizadas.

Para conocer con exactitud la relacion existente entre
los agentes virales y el tipo de cuadro respiratorio que
producen es necesaria la realizacién de estudios prospec-
tivos en poblacién pedidtrica ambulatoria y hospitaliza-
dal®22 asi como evaluar en qué medida estdan presentes
los virus descritos en este estudio en nifios asintoma-
ticos.
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Las conclusiones principales de nuestro estudio han
sido: @) en una proporcién alta de casos de IRA se ha po-
dido establecer la etiologia por métodos convencionales;
b) la bronquiolitis ha sido el principal cuadro clinico pro-
ducido por todos los virus estudiados, y el VRS es el agen-
te etiolégico mas frecuente; ¢) las infecciones producidas
por adenovirus han ocurrido en nifios de mayor edad; d) a
pesar de que no hay diferencias importantes en el patrén
estacional de los virus estudiados con relacién a lo des-
crito en otras series, hemos constatado que los rinovirus
y los virus parainfluenza son una causa importante de
IRA en cualquier época del ano, y e) la sensibilidad de la
deteccién de antigeno por IF es baja para poder tomar de-
cisiones en el tratamiento clinico de los pacientes con
IRA, en particular para los adenovirus.
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