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PALABRAS CLAVE Resumen

Bronquiolitis; Introduccion: La bronquiolitis es una de las infecciones respiratorias mas comunes en ninos
Virus respiratorio menores de 2 anos y una de las principales causas de ingreso en nifos pequenos, especialmente
sincitial; durante el invierno.

Reaccion en cadena Objetivos: Determinar la prevalencia y etiologia de bronquiolitis en el sureste de Espaia.

de la polimerasa Material y métodos: Se realizé un estudio prospectivo durante la temporada de bronquioli-

tis (diciembre-abril). En el estudio se incluyeron nifios menores de 18 meses ingresados en el
hospital con motivo del primer episodio de bronquiolitis. Se analizaron aspirados nasofarin-
geos mediante una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (multiple), precedida de
transcripcion inversa del ARN viral (RT-PCR).

Resultados: Se incluyeron en el estudio 235 nifios, de cada uno de los cuales se obtuvo una
muestra de aspirado nasofaringeo. Se detectaron virus respiratorios en muestras de 204 nifos
(en total 287 virus). El virus respiratorio sincitial se detectd con mayor frecuencia seguido del
rinovirus. Se observaron infecciones virales mixtas en el 36% de los nifios en los que se detectd
alglin virus respiratorio. La asociacion mas frecuente fue el virus respiratorio sincitial A con
rinovirus.

Conclusiones: Se detectaron virus respiratorios en la mayoria de los nifios menores de 18 meses
hospitalizados por bronquiolitis, en forma de infeccion mixta en el 36% de aquellos con infeccion
viral.
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Aetiology of bronchiolitis in hospitalised children in South-East Spain

Abstract

Background: Bronchiolitis is the most common respiratory disease in children under 2 years-old
and a major cause of hospitalization in young children, especially during the winter.
Objectives: To determine the prevalence and etiology of bronchiolitis in south-east of Spain.
Study design: A prospective study was conducted during the bronchiolitis season (December-
April). Children below 18 months-old admitted to the hospital for a first bronchiolitis episode
were included. Nasopharyngeal aspirates were analysed by reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) respiratory syncytial virus.

Results: A total of 235 children were included during this period, and 235 RT-PCR were per-
formed. A total of 287 viruses were detected in nasopharyngeal aspirates from 204 infants.
Respiratory syncytial virus was the virus detected more frequently, followed by rhinovirus.
Co-infections were found in the 36% of children.

Conclusions: Respiratory viruses were detected in most of the children below 18 months-old
hospitalised with bronchiolitis, and 36% of them showed a mixed infection.

© 2011 Asociacion Espaiola de Pediatria. Published by Elsevier Espaia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La bronquiolitis es una enfermedad respiratoria que afecta
principalmente a los bronquiolos periféricos. Los sintomas
caracteristicos de esta enfermedad son la rinitis, taquip-
nea, sibilancias, tos, crepitantes y/o aleteo nasal'. Es la
enfermedad respiratoria mas frecuente en niflos menores de
2 anos y una de las principales causas de hospitalizacion en
ninos pequenos, principalmente durante el invierno. Aunque
el periodo de recuperacion de la mayoria de los nifios es de
unos 5 dias, la hospitalizacion anual por bronquiolitis entre
niflos menores de 1 ano es elevada, alrededor del 3%2.

El virus respiratorio sincitial (VRS) es la causa principal
de bronquiolitis. Durante el periodo epidémico, mas del 90%
de los casos diagnosticados son causados por este virus3. Sin
embargo, la incorporacion de nuevas técnicas moleculares
en la Gltima década, como la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa, han permitido la deteccion de otros agen-
tes virales. Esto ha mejorado el conocimiento sobre la
epidemiologia de otros virus respiratorios conociendo asi su
implicacion en la bronquiolitis, tales como rinovirus (RV),
metapneumovirus (hMPV), enterovirus (ETV), coronavirus
(hCoV) o bocavirus (hBoV)*. Ademas, estos avances también
han posibilitado la identificacion de co-infecciones virales
estimadas entre el 20-30% segun estudios recientes™®.

El objetivo del presente estudio fue investigar la etio-
logia virica de los cuadros de bronquiolitis aguda en nifos
menores de 18 meses de edad que requieren hospitaliza-
cion. Para ello, se estudi6 la prevalencia de los diferentes
virus respiratorios, incluyendo las infecciones virales mixtas,
mediante un método de diagndstico molecular en aspirados
nasofaringeos.

Material y métodos

Se realizd un estudio prospectivo durante el periodo de
maxima incidencia de bronquiolitis, entre el 1 de diciembre
de 2008 y el 30 de abril de 2009. El estudio incluyé a todos los
nihos menores de 18 meses ingresados en el Hospital Virgen

de la Arrixaca (Murcia, Espafa) por un episodio de bronquio-
litis. El diagnostico de bronquiolitis se establecio segin los
criterios de McConnochie’, definidos como el primer episo-
dio agudo de dificultad respiratoria con sibilancias asociado
a un cuadro catarral de vias altas en menores de 2 afios.
En el estudio se excluyeron todos los lactantes con episo-
dios previos catalogados de bronquiolitis y las bronquiolitis
adquiridas en el medio hospitalario, definiéndose como tales
aquellas en las que los sintomas aparecieron después de
72 horas de la hospitalizacion por cualquier otro motivo.
Se obtuvo el consentimiento informado de los padres o
tutores legales para la inclusion en el estudio antes de la
obtencion de la muestra respiratoria. Se recogio un aspirado
nasofaringeo de cada uno de los pacientes. Los aspirados
nasofaringeos se obtuvieron aspirando a través de un catéter
tras la aplicacion de 2 ml de suero salino en la fosa nasal. La
extraccion de los acidos nucleicos se realizo con un sistema
de extraccion automatica (EasyMag, Biomeérieux) utilizando
200 pl de muestra y eluyendo en 55 ul de buffer de elucion.
Se realizo una técnica de reaccion en cadena de la poli-
merasa (multiple), precedida de una transcripcion inversa
del ARN viral (RT-PCR) para la amplificacion de un frag-
mento especifico del genoma virico de entre 120-330pb. El
amplificado se visualizé mediante hibridacién con sondas de
captura especificas de cada virus a través de microarrays de
baja densidad (CLART ® Pneumovir, Gendmica). Se detec-
taron 16 virus respiratorios incluyendo el virus respiratorio
sincitial A y B, virus influenza (Flu) A, B, y C, coronavirus
(229E), adenovirus (ADV), rinovirus, parainfluenza (PI) 1-4,
metapneumovirus Ay B, bocavirus y enterovirus (echovirus).

Resultados

Se recogieron un total de 235 aspirados nasofaringeos de
otros tantos ninos. La edad media fue de 3,4 (+ 3,3) meses,
rango 8 dias-17 meses. El 78,7% de los pacientes fueron
menores de 5 meses (185/235) y el 54% fueron hombres
(126/235 pacientes). Se detectaron 287 virus en los aspira-
dos nasofaringeos de 204 nifos con clinica de bronquiolitis
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Tabla 1 Distribucion de 287 virus respiratorios detectados en infeccion viral simple o mixta en 235 nifios menores de 18 meses
de edad y hospitalizados por bronquiolitis aguda (Murcia, diciembre de 2008-abril de 2009)

VRSA VRSB FlwA FlwB ADV RV PI3 PIl4 hMPVA hMPVB hBoV ETV hCoV TOTAL
1 virus 92 12 3 0 0 12 0 0 4 6 1 0 0 130
2 virus 42 10 1 2 16 22 1 2 3 7 21 3 0 130
3 virus 6 0 0 0 5 4 1 1 1 0 6 0 3 27
TOTAL 140 22 4 2 21 38 2 3 8 13 28 3 3 287

ADV: adenovirus; ETV: enterovirus; Flu: virus influenza; hBoV: bocavirus; hCoV: coronavirus; hMPV: metapneumovirus; Pl: parainfluenza;

RV: rinovirus; VRS: virus respiratorio sincitial.

(86,8%). EL VRS represento el 56,4% (162/287) del total de
virus detectados, principalmente VRS A (140/287) (tabla 1).
El porcentaje de pacientes infectados con un solo virus fue
del 63,7% (130/204 pacientes), por dos virus 31,8% (65/204
pacientes) y por mas de dos virus 4,5% (9/204 pacientes)
(fig. 1). EL VRS fuel el virus detectado con mayor frecuencia
en infeccion simple (80%, 104/130). De las 104 detecciones
de VRS, en 92 se identifico VRS A (70,8%) y en 12 se detectd
VRS B (9,2%). Le siguio en frecuencia el RV aunque en menor
porcentaje (9,2%, 12/130). En infecciones simples también
se detectaron, en tasas inferiores, otros organismos tales
como hMPV (7,7%, 10/130), influenza virus A (2,3%, 3/130)
y hBoV (0,7%, 1/130). EL hMPV A se detect6 en muestras
respiratorias de 6 ninos y el hMPV B en muestras respira-
torias de 4 nifos. Las asociaciones virales mas habituales
fueron VRS A con RV (14 muestras), VRS A con adenovi-
rus (12 muestras) y VRS A con hBoV (10 muestras) (fig. 1).
Las nueve muestras restantes mostraron coinfeccion por
3 virus sin observarse ninguna asociacion predominante.
Adenovirus, influenza virus B, parainfluenza virus 3 y 4,
enterovirus y hCoV solo se observaron en infecciones mix-
tas (fig. 1). Influenza virus C y parainfluenza virus 1y 2 no
se detectaron durante el estudio.

El pico de incidencia del VRS se situ6 en enero
(43%, 69/160) disminuyendo progresivamente hasta

= Infeccién simple
= Infeccién mixta

64%

N

Figura 1

e

encontrar solo 8 detecciones en abril, Ultimo mes del
estudio. Adenovirus y hBoV mostraron una distribucion
estacional similar, ambos virus con mayor frecuencia de
deteccion en diciembre de 2008 y enero de 2009. No
obstante, la mayor incidencia de hMPV aparecio en febrero
y marzo. Sin embargo, RV no present6 una tendencia
estacional clara. La distribucion estacional de todos los
virus detectados se observa en la figura 2.

Discusion

La disponibilidad de la RT-PCR ha cambiado el conoci-
miento con respecto a la epidemiologia de las bronquiolitis,
donde VRS se ha considerado durante mucho tiempo el
Unico agente etioldgico. Actualmente, se ha establecido
que RV y hMPV también estan involucrados en bronquio-
litis infantiles. Nuestro estudio demostréo una tasa de
deteccion de virus respiratorios elevada (86,8%) compa-
rada con otros trabajos en los que la incidencia obtenida
fue del 61,5 y 66,7%, respectivamente, siendo empleados
en ambos estudios como técnicas de deteccion, métodos
de amplificacién molecular®®. Sin embargo, Freymuth et al
(2006)* publicaron una incidencia mayor, el 92% de las
muestras respiratorias analizadas mediante RT-PCR para la
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Otras coinfecciones
(2 virus)
Otras coinfecciones

4% 14%
7% (3 virus)

Infeccion mixta

Frecuencia de infeccion respiratoria simple y mixta.



Etiologia de bronquiolitis en nifios hospitalizados

389

80
70 =
" @ RSV
2 60
< B Influenza
8 50 O hCoV
g M O Adenovirus
@ 40 B RV
S O Parainfluenza
[0)
;c 30 H hMPV
S )
20 4 O Bocavirus
. W Enterovirus
11 NINLY PIN
o | | Ak 115 | S——

Diciembre Enero Febrero

Figura 2
(2008-2009).

identificacion de virus respiratorios presentaron un resul-
tado positivo. La mayoria de las investigaciones describen
al VRS como el agente etioldgico encontrado con mas
frecuencia®*®'°. En nuestros resultados se observd que en
la mayor parte de los nifos hospitalizados con bronquioli-
tis aguda se detecto VRS (162/235, 68,9%). Esta prevalencia
es comparable con los resultados encontrados en un estu-
dio multicéntrico realizado en Portugal (70%)°, aunque otras
series revelaron una tasa menor (40-45%)*'". Por otra parte,
al igual que en estudios previos, el segundo agente causal
de bronquiolitis aguda en nuestro trabajo fue el RV. No obs-
tante, estudios recientes*'>'3 observaron una prevalencia
mayor de RV como agente Unico causante de bronquio-
litis que la detectada en nuestra serie. Incluso, algunos
estudios lo detectaron como primer agente causal de
bronquiolitis en nifios mediante RT-PCR especifica®'*. Esta
variabilidad de deteccion del agente etioldgico principal de
bronquiolitis entre distintos estudios puede deberse a las
distintas técnicas diagndsticas empleadas o a los diferentes
criterios de inclusion utilizados en cada uno de ellos, como
edad de los pacientes y hospitalizacion. Ademas, otro fac-
tor importante que puede influir en los resultados de estas
series es el periodo de tiempo estudiado. De este modo, una
limitacion de nuestro trabajo es que Unicamente se anali-
zaron muestras respiratorias durante la estacion anual de
VRS (diciembre-abril), lo que favorece la obtencion de un
porcentaje de deteccion elevado para dicho virus.

La RT-PCR reveld la presencia de un Unico agente respira-
torio causal en el 55,3% de los casos de bronquiolitis aguda
estudiados (130/235). Un estudio realizado por Aberle et al
(2005)"° mostré un porcentaje similar (57%). EL VRS seguido
del RV fueron los virus respiratorios detectados en la mayoria
de casos diagnosticados de infeccion simple. Algunos estu-
dios recientes han sugerido que los nifos con bronquiolitis
producidas por RV tienen mayor riesgo de desarrollar sibilan-
cias recurrentes que aquellos con bronquiolitis por VRS'>16,
Se detectaron otros virus respiratorios con menor frecuen-
cia: hMPV, influenza virus y hBoV. Estos hallazgos apoyan que
la causa de las bronquiolitis agudas no es sinénimo de VRS
y también pueden ser producidas por otros virus respirato-
rios. De acuerdo con estudios previos, la deteccion mixta

Marzo Abril

Distribucion estacional de los virus respiratorios detectados en 235 niflos hospitalizados con bronquiolitis aguda

de virus respiratorios fue de un 20-30% donde la asociacion
observada con mas frecuencia fue VRS con RV&17:18,

Destaco la escasa presencia de bocavirus y la ausencia
de adenovirus, enterovirus y hCoV como agentes causales de
infecciones simples. En consecuencia, sus sintomas clinicos
pueden ser mas leves y no necesitar hospitalizacion, de este
modo el papel que juegan estos virus en las bronquiolitis es
controvertido. Aunque puede que la deteccion de estos virus
en muestras respiratorias de ninos con bronquiolitis sea un
hallazgo casual, no se observaron en un estudio control con
nifos sin sintomatologia respiratoria’. Sin embargo, estu-
dios recientes apuntan que hBoV se detecta con frecuencia
en nifos asintomaticos®. Asi que, se necesita realizar inves-
tigaciones adicionales para establecer la importancia de
algunos virus en infecciones respiratorias.

Por otra parte, en este trabajo Unicamente se detectaron
6 virus gripales. No obstante, la actividad gripal durante la
temporada 2008-2009 fue similar a las temporadas anterio-
res. Puede que la baja deteccion de estos virus se deba a
que los cuadros clinicos que producen no cumplan con los
criterios de bronquiolitis establecidos en esta serie.

En cuanto a la distribucion estacional, en nuestro estudio
se observo que las bronquiolitis causadas por VRS siguieron
la distribucion estacional tipica con un pico de incidencia
durante los meses de invierno (enero 2009), de modo simi-
lar a lo descrito anteriormente por otros autores''. hMPV
se detect6é con mayor frecuencia en marzo al igual que en
otras investigaciones donde situaron el pico de incidencia
en los meses de primavera®. Sin embargo, hBoV aparecio en
diciembre y enero, resultados similares a los detectados por
Arnold et al?'.

En conclusion, los resultados del presente estudio mos-
traron que en la mayoria de nifos hospitalizados menores de
18 meses diagnosticados de bronquiolitis aguda se detect6
algun virus respiratorio (204/235) y de estos, el 36% de
los nifios presentaron una infeccién mixta. El 68,9% del
total de los nifios con clinica de bronquiolitis al ingreso
hospitalario presentaron infeccion por VRS, mientras que
la frecuencia de infeccion por otros virus respiratorios
fue baja y principalmente se detectaron en infecciones
mixtas.
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