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Resumen

Introduccién: Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son la primera causa
infecciosa de morbimortalidad infantil a nivel mundial. La etiologia viral es la mas
frecuente asociada a las IRA, el virus sincitial respiratorio (RSV) y metapneumovirus
humano (HMPV) suelen ser los principales virus en las infecciones del tracto
respiratorio inferior causando bronquiolitis y neumonia en nifios menores de 5 afios,
con una mayor prevalencia de mortalidad en los menores de 1 afio. En Colombia,
segun la OMS, las IRA ha causado 22.331 muertes infantiles desde el 2000 hasta el
2015. Tal mortandad representa el 17.5% de muertes por causas infecciosas en niflos
entre 1 y 59 meses, seguida por la diarrea con un 4.5% de muertes infantiles. En los
ultimos afios se han reconocido virus no tradicionales como posibles agentes
etioldgicos de las IRA, uno de los mas importantes es el HMPV descrito desde el 2001
en Los Paises Bajos causando IRA en menores de cinco afios. Recientemente no se
conocen estudios sobre la frecuencia viral en las IRA de la ciudad de Cali. Objetivo:
Determinar la prevalencia de HMPV en las IRA de nifios menores de dos afios que
asisten a la sala de urgencias pediatricas de una instituciéon nivel Il en Cali.
Metodologia: Se evaluaron muestras de aspirado nasofaringeo de 106 nifios menores
de dos afios con signos y sintomas compatibles con IRA viral de la sala de urgencias
pediatricas de una institucién nivel Ill en Cali. Las muestras se recolectaron en las
primeras 20 semanas epidemiolégicas del afio 2017. Se utilizaron estuches
comerciales de inmunofluorescencia y RT-PCR en tiempo real para la deteccién de
ocho virus respiratorios y sb6lo RSV y HMPV respectivamente. Resultados: Se
establecié que el HMPV fue el agente etiolégico en 16.98% (IC95%: 11.15-26.56%) de
los casos. Un total de 87 muestras (82.07%) fueron positivas para algun virus. Ademas
se confirmd que RSV fue la causa mas frecuente de IRA y principal causa de
bronquiolitis en los menores de 2 afios evaluados. Fueron positivos para RSV 63 nifios
(59.43%), 4 niflos (3.77%) tenian parainfluenza-3 y 2 nifios (1.89%) influenza B.
Ninguna muestra fue positiva para adenovirus, influenza A, parainfluenza-1 y
parainfluenza-2. Conclusiones: EI HMPV fue el segundo virus méas frecuentemente
encontrado luego de RSV, y los resultados indican que aproximadamente un 80% de la
infecciones respiratorias virales en lactantes son causadas por RSV y HMPV. Ademas,
se determin6 que para la deteccion de HMPV existe una excelente concordancia en la
deteccion molecular por RT-PCR vy la prueba de inmunofluorescencia. Por el contrario,
la deteccion molecular de RSV parece ser mas sensible que por inmunofluorescencia.
Este estudio describe frecuencia de la etiologia viral en nifios con IRA en Cali y expone
la creciente necesidad de ampliar la sospecha clinica a virus no clasicos como el
HMPV.

Palabras Clave: Virus respiratorios, metapneumovirus, virus sincitial respiratorio, Infeccién
respiratoria aguda, infeccion del tracto respiratorio.
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1 Planteamiento del problema

El Metapneumovirus humano (HMPV) es un agente etioldgico viral de Infeccion
Respiratoria Aguda (IRA) reconocido desde el 2001 a nivel mundial. En Colombia
segun el “Global Health Observatory data repository” de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), la IRA ha causado 22.331 muertes infantiles desde el 2000 hasta el
20152, En nuestro pais, la IRA fue responsable del 17,5% de muertes por causas
infecciosas en nifios entre 1 y 59 meses, seguida por diarrea con un 4.5%, lo cual la
hace nuestra principal causa de muerte infecciosa infantil *. La IRA también es la
primera causa infecciosa de muerte infantil a nivel mundial, para el 2015 fue la
responsable del 13% de éstas muertes. La incidencia de estas infecciones a nivel
mundial es similar pero difieren en la tasa de mortalidad asociada, siendo mayor en
los paises en via de desarrollo en comparacion con los paises desarrollados, esto
inherente a la calidad de los servicios de salud, estado nutricional de los nifios, entre
otros. En América Latina durante el afio 2011, un 10% de las causas de muertes en
nifios menores de cuatro afios fueron ocasionadas por infecciones respiratorias y de

éstas un 26% fueron de origen viral.

Segun datos de la OMS, en las Américas la incidencia de IRA severa en menores de
5 afios fue de 19.8 por cada 1000 nifios y en menores de 1 afio fue de 46 por cada
1000 nifios. En cuanto a IRA muy severa la incidencia fue de 3 por cada 1000 nifios
menores de 5 aflos y 11 por cada 1000 lactantes menores de 1 afio. En esta region se
registran mas de 100.000 muertes anuales en nifios menores de un afio por procesos
respiratorios. De estas muertes, el 99% se producen en los paises en via de
desarrollo de América Latina y el Caribe. En Colombia, la prevalencia y mortalidad
por IRA ha aumentado en los ultimos 5 afos. En el 2011 se notificaron 4'168.783 de
casos por IRA y 470 casos fatales en menores de cinco afios, sin conocer datos
socio-demograficos ni etiolégicos. Y para el 2015, la tasa de mortalidad infantil por

IRA viral fue de 12,1 por cada 100.000 menores de 5 afios.

De los virus respiratorios causantes de IRA superior e inferior, el virus sincitial
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respiratorio (RSV), los parainfluenza (P1V), adenovirus (AdV), influenza A (FIuA) e
influenza B (FluB) son los virus mas frecuentes en menores de 5 afios. Estas
infecciones respiratorias, ademas de la preocupante mortalidad en nifios pequefios a
riesgo, acarrean altos costos a la sociedad ya que cursan con pérdida de dias
laborales de los padres y dias escolares de los nifios, costos al sistema de salud local
y otros como asociaciones en el desarrollo de enfermedades respiratorias cronicas,
por lo tanto es un &rea de investigacion cientifica importante, que busca contribuir al

disefio de vacunas o terapias efectivas que eviten morbimortalidad.

El Instituto Nacional de Salud (INS) es el responsable de la vigilancia epidemiolégica
para las IRA en todo el territorio nacional, lo cual se cumple a través de instituciones
centinelas (Unidad Primaria Generadora de Datos, UPGD). En la préactica clinica la
identificacion del agente etioldgico de wuna IRA viral se hace mediante
inmunofluorescencia (IFA) para la deteccién de antigenos virales, como método de
referencia. Sin embargo, las técnicas moleculares son cada vez mas ampliamente
utilizadas como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), éstas detectan una
porcion especifica de los &cidos nucleicos virales y han sido aceptadas en el campo
diagnostico-clinico dado que su sensibilidad es comparable e incluso mayor a los
métodos de referencia y el tiempo de resultados es menor. A pesar de que éstas
metodologias son altamente sensibles y especificas, un problema frecuente es una
gran proporcion de muestras en las que no se ha logrado identificar un agente
etiolégico, sugiriendo que pueden ser causadas por otros virus no incluidos en los

test.

Se han reconocido otros virus, no tradicionales, como posibles causantes de IRA, uno
de ellos es el recientemente descubierto HMPV . HMPV se encontré como agente
viral causal de IRA desde el 2001 en Los Paises Bajos en nifios menores de cinco
afos y virtualmente se encuentra distribuido a nivel mundial. El INS, ente regulador de
la vigilancia epidemiol6gica en Colombia, reporta en el 2015 una prevalencia de
HMPV del 3,9% a 4,5% en la poblacién general, esto sin discriminar por edad u otros
datos socio-demograficos. Segun el BES (boletin epidemiolégico semanal) del INS, en
la semana epidemioldgica 52 del 2015, se establecié una morbilidad acumulada por

IRA causada principalmente por agentes virales en el 63% de los casos, que
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corresponden principalmente a RSV (52,1 %), HMPV (3,9 %) y otros virus (7%).

En Colombia se han descrito reportes de casos de IRA asociados al HMPV*, sin
embargo sélo hasta el 2014, Barbosa et al ° realizaron un estudio epidemioldgico
especifico para RSV y HMPV a nivel nacional, que incluyé muestras desde el 2000 al
2011. En éste estudio se encontr6 HMPV en 19 muestras de 528 individuos desde los
18 meses hasta 86 afios de edad. Ademas, éste estudio pionero encontré cinco
infecciones mixtas con RSV y HMPV en menores de cinco afos, sin embargo no se

describieron caracteristicas de evolucion clinica de ninguno de los casos.

Es importante establecer el agente etiolégico de una IRA ya que el manejo y
tratamiento varia dependiendo de un microorganismo a otro, es decir, para agentes
bacterianos existen antibidticos que limitan y eliminan la causa de la infeccion, por el
contrario para los agentes virales no existe un tratamiento terapéutico especifico
efectivo. Estas infecciones virales se tratan con medidas de tratamiento de soporte, y
algunas veces ventilacibn mecanica y administracion de oxigeno, pero generalmente
tratan de manera ambulatoria, contrario que las infecciones bacterianas que requieren
administrar antibioticos. La reduccion en dias de hospitalizacién y aislamiento, y de
uso de antibiéticos son consecuencias positivas tras el diagndstico de un agente viral

en comparaciéon con un agente bacteriano.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion quiere estimar la prevalencia de HMPV
como agente etioldgico viral de IRA en menores de dos afios con impacto en el
manejo clinico de estas infecciones y aporte en la evidencia epidemiolégica para la
preparacion del pais a la introduccion de futuras vacunas que prevengan los casos

graves y muertes por estos virus.
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2 Estado del arte

Las IRA de vias bajas contindan siendo la primer causa de mortalidad en
enfermedades transmisibles y la tercer causa de muerte a nivel mundial aportando 3.2
millones de muertes en el 2015 ®®. Seglun el “Global Health Observatory data
repository” de la OMS*, en Colombia la IRA es la primer causa infecciosa de muerte en
nifos menores de cinco afios (17,5%) seguida por la enfermedad diarreica aguda
(4.5%). Los virus son los patdgenos mas frecuentemente asociados a las IRA *'°y
dentro de ellos, el RSV, FIuA, FluB y los PIV son los mas asociados a IRA de vias
bajas y bronquiolitis **?. Nuevos virus han entrado en esta lista destacandose desde el
2001 al HMPV >*2

HMPV se ha detectado alrededor de todo el mundo, y desde su descripcion muchos
paises han realizado estudios epidemiol6gicos para determinar la prevalencia en su
region™*. Estudios de seroprevalencia han demostrado la circulacion de HMPV en seres
humanos por al menos 50 afios® y en todos los grupos de edad, postulando que
virtualmente a los cinco afios todos los nifios han estado en contacto con el virus **°.
HMPV hace parte de la misma familia taxonémica que RSV, familia Pneumoviridae
(antigua subfamilia Pneumovirinae) reconocida oficialmente desde el 2016 . Su
cercania filogenética con RSV le ha valido a HMPV establecer muchas de sus
caracteristicas con base en el conocimiento que se tiene de RSV ''. A pesar de ello,
muchos estudios han tomado base desde su descubrimiento y las nuevas tecnologias
de laboratorio han permitido que el conocimiento sobre HMPV aumente rapidamente
1819 Sin embargo, aln se tienen brechas en este conocimiento, algunas tan bésicas
como su prevalencia en la poblacion hasta las caracteristicas moleculares de sus

proteinas.

En Colombia, desde 1997 el Laboratorio de Virologia del INS realiza la vigilancia en
salud publica de las IRA mediante centros centinelas, evaluando la presencia de virus
respiratorios por IFA y técnicas de biologia molecular como PCR . El INS hace la

determinacion de RSV, FluA y FluB, PIV, AdV y recientemente HMPV, enterovirus,
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coronavirus, bocavirus y rinovirus mediante el “Protocolo de vigilancia en salud publica
de infeccion respiratoria aguda” PRO-R02.010, versién 05 de 2016-05-03 % regulando
la actividad de vigilancia activa para virus respiratorios. Las muestras e informacion son
recolectadas a través de los laboratorios de salud publica ubicados en los
departamentos de Amazonas, Antioquia, Arauca, Atlantico, Caldas, Cesar,
Cundinamarca, Guaviare, Huila, Norte de Santander, Santander, Narifio, Risaralda,
Tolima, Valle del Cauca, y Bogotd como la capital del pais. En Cali, capital del Valle
del Cauca se cuenta con dos centros centinelas: la Fundacién Clinica Valle del Lili y el
Centro de Salud de Siloé, quienes remiten muestras en el contexto de enfermedad
similar a influenza (ESI), IRA grave (IRAG) e IRA inusitado. Desde 1997 y hasta el
2007 el criterio de recoleccién de muestras incluia so6lo nifios menores de cinco afios y
a partir del 2007 se amplia el criterio a todos los rangos de edad con el fin de tener una

estimacion global de la circulacion de virus en el pais.

La informacién recolectada por el INS se reporta por semana epidemiologica a través
del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) en términos de
morbilidad y mortalidad asociada a IRA. A pesar de estos esfuerzos poco se conoce
sobre la prevalencia de virus diferentes a Influenza y su circulacién en el pais; por
ejemplo para el 2017 el reporte del SIVIGILA no especifica el tipo de virus circulante, la
prevalencia viral o temporalidad de los mismos. Sin embargo el INS continua
implementando estrategias para establecer una buena vigilancia virolégica nacional, la
ultima directriz sobre virus respiratorios (circular 0027 del 23 de junio 2016) establecio
que “A todo paciente que ingrese a la unidad de cuidados intensivos o intermedios con
diagnédstico de IRA de etiologia desconocida se le debe recolectar una muestra de
aspirado nasofaringeo o lavado-broncoalveolar (para el diagndstico virol6gico). Las IPS
donde se encuentre hospitalizado (el paciente) debera contar con laboratorio clinico
para realizar la identificacion de los virus”. Ademas, se le da responsabilidad a los
laboratorios clinicos de realizar las pruebas de identificacion viral, reportar los
resultados mensualmente al INS y remitir el 100% de las muestras positivas y el 10%

de las negativas hasta su sede en Bogota.

Con todas estas medidas para asegurar la vigilancia viral en el pais no hay duda que la

circulacion viral es un tema de gran importancia en salud publica en Colombia. Sin
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embargo a la fecha no se ha definido un patron de circulacién especifico para HMPV,
aunque en algunos paises se ha reportado temporalidad para la infeccién con picos
dentro del mes o dos meses posteriores a la temporada de RSV .

HMPV descrito inicialmente en poblacion europea en el 2001 ha logrado un gran

interés en la comunidad cientifica a nivel mundial. En América Latina paises como

22 23 24 25

México “°, Honduras, Nicaragua, El Salvador “°, Guatemala “°, Costa Rica -,

1 33

Venezuela %, Ecuador ¥, Pert %8, Brasil #*°, Uruguay *, Paraguay %, Chile * vy
Argentina * han descrito su frecuencia, cepas circulantes y caracteristicas clinicas. La
proporcion estimada de infecciones positivas por HMPV varia entre 2,9% en Perl
hasta un 17% en el sureste de Brasil, con métodos deteccion desde la IFA a la PCR
siendo la mayoria de estos estudios en poblacién pediatrica, nifios menores de cinco
afios quienes suponen ser la poblacibn mas vulnerable a la infeccién, junto a los

adultos mayores de 65 afios y personas inmunocomprometidas *°.

Colombia ha sido de los ultimos paises latinoamericanos en describir la epidemiologia
de HMPV, con sélo dos estudios publicados: un reporte de seis casos de pacientes
pediatricos con infeccién por HMPV confirmada por laboratorio realizado por Espinal et
al en el 2012 * y un estudio retrospectivo del INS publicado por Barbosa et al en el
2014 °. El estudio pionero de Barbosa et al describi6 la presencia de HMPV y RSV en
muestras remitidas al INS en el contexto de la vigilancia epidemiolégica de IRA, las
muestras de aspirado nasofaringeo e hisopado nasal fueron representativas de 28 de
los 32 departamentos del pais durante un periodo de doce afos, entre el 2000 y el
2011. Se analizaron retrospectivamente 14870 muestras pero la determinacion de
HMPV se realiz6 en una submuestra de 528 muestras respiratorias divididas en dos
grupos a conveniencia: RSV positivas y RSV negativas detectadas por IFA en
pacientes de 18 meses a 86 afios. HMPV fue detectado en 19 de las 528 muestras, 8
de ellas en el subgrupo RSV positivo y 11 de ellas en el grupo de RSV negativo. Se
reportaron 14 infecciones Unicas y cinco infecciones mixtas con RSV, todas las
infecciones mixtas ocurrieron en pacientes menores de cinco afios. La mayoria de las
muestras positivas para HMPV fueron detectadas durante las épocas de lluvias en el
pais, en los periodos de marzo-junio y octubre-diciembre. Este estudio abarco

muestras de doce afios epidemiologicos y sin embargo no fue posible establecer el
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patron de circulacién debido a la baja prevalencia del virus en el estudio. HMPV fue
detectado principalmente en nifios menores de cinco afos, y ninguna muestra de
pacientes mayores de 31 afios fue positiva. Dentro de las recomendaciones que se
plantean es realizar un estudio de prevalencia para HMPV con representacion uniforme
de todos los grupos etarios y recalculando el tamafio de muestra con la frecuencia
descrita en ese estudio. Una limitacién de ese estudio fue que no se describieron las
caracteristicas clinicas de las muestras procesadas sin embargo es pertinente sefialar
gque dichas muestras provienen de la vigilancia activa de ESI e IRAG. Ademas sefiala
que la utilizacibn de IFA debe ser sblo para propdésitos de tamizaje y que la
confirmaciéon de los resultados de esta debe realizarse por otras técnicas mas

sensibles como por ejemplo el PCR.

Actualmente, no existe un gold standard o estandar de oro para el diagnéstico de
HMPV, las técnicas en biologia molecular han sido ampliamente utilizadas para la
identificacion viral junto a métodos tradicionales de aislamiento como el cultivo para su
posterior identificacién a través de secuenciacién y anélisis filogenético®. Diferentes
casas comerciales han desarrollado estuches diagndsticos (kits) que detectan desde
una especie viral (singleplex) hasta todo un perfil de patégenos respiratorios
bacterianos y virales (multiplex) siendo los kits de deteccion mdaltiple los més utilizados
%37 En el 2013 Pillet et al, realizé la comparacion de los seis principales kits multiplex
para virus respiratorios disponibles en el momento *. Se utilizaron: 1)RespiFinder®
SMART 22 (Pathofinder, Maastricht, The Netherlands); 2)Seeplex® RV15 OneStep
ACE Detection and Pneumobacter ACE Detection (Seegene Inc., Seoul, South Korea);
3)Magicplex RV Panel Real-time Test (Seegene Inc); 4)CLART® Pneumovir
(Genomica, Madrid, Spain); 5)XTAG® Respiratory Viral Panel-RVP fast (Abbott,
Rungis, France) y 6)ResPlex Il Panel v2.0 (Qiagen, Hilden, Germany) **°. Los seis kits
fueron comparados utilizando como gold standard el Respiratory Multi Well System r-
gene® MWS (Argene/bioMérieux. Marcy I'Etoile, France) un sistema de gRT-PCR
duplex. Brevemente las técnicas utilizadas en cada kit fueron: 1) RespiFinder® SMART
22: basado en la tecnologia MLPA™ (multiplex ligation-dependent probe amplification).
Este kit detecta 18 virus y 4 bacterias en una sola reaccién mediante el analisis de
curva melting. 2) Seeplex® RV15: basado en la tecnologia DPO™ (Dual Priming

Oligonucleotide), detecta 15 virus respiratorios en una reaccion de PCR multiple. 3)
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Magicplex® RV: es un RT-PCR en tiempo real para la deteccion multiple de 29 virus
respiratorios. 4) CLART® Pneumovir: basado en un PCR con deteccion por
microarreglos. Este kit permite la deteccién de 17 virus respiratorios. 5) XTAG® RVP:
basado en un RT-PCR multiplex en el cual los primers son quimeras con una
secuencia terminal Universal Tag, lo cual permite la deteccion de 19 virus respiratorios
mediante la lectura en el fluoranalizador Luminex xXMAP. 6) ResPlex Il Panel v2.0: es
un RT-PCR en tiempo real para la deteccibn multiple de 18 virus respiratorios. El
método de referencia para este estudio comparativo fue el kit MWS r-gene®: el cual se
basa en la deteccion duplex (dos agentes) por RT-PCR en tiempo real de FIUA/FIuB,
RSV/HMPV, rinovirus/enterovirus, AdV/bocavirus y coronavirus/PIV. Cada par de virus
se corre en un pozo diferente. Este kit tiene disponible 7 ensayos duplex para un total

de 12 patégenos detectados, 8 virus y 3 bacterias.

La mayoria de los kits para la deteccion molecular para HMPV se centran en las
regiones conservadas del genoma viral como lo son el gen N, el gen F y el gen M que
codifican para las proteinas de la Nucleocapside, la proteina de Fusién y la proteina
Matriz respectivamente. Algunos kits como el XTAG® RVP utilizan una combinacion
de metodologias, la amplificacién de secuencias por PCR y su posterior deteccidén por
fluorescencia en el Luminex® 100/200 “°. El estudio de Pillet et al encontré una
sensibilidad entre 54.17% y 91.67% (Seeplex® RV15 y Magicplex® RV
respectivamente) mientras que la especificidad fue superior entre el 94.32% y 99.04%
(Magicplex® RV y ResPlex Il Panel respectivamente). Hasta la fecha sélo dos kits
multiplex cuentan con validacién para su uso diagnéstico por la FDA (Food and Drug
Administration, USA) el xTAG® respiratory Viral Panel fast y el FilmArray Idaho
Technology Inc. (Salt Lake City, UT) éste ultimo detecta 20 patdégenos respiratorios 17

virus y 3 bacterias.

Para el presente estudio se ha elegido la deteccibn molecular del HMPV con el
MWS® r-gene dado que es uno de los mas usados y se ha utilizado como gold
standard en varios estudios de validacion®®3°*
(RSV/HMPV), con limite de deteccién (LoD 95%) para los dos subtipos de HMPV (A y
B) de 2041.7 TCID50/mL y 4466.8 TCID50/mL, respectivamente mientras que para

RSV (subtipo A) el LoD95% es de 2.0 TCID50/mL, y compatibilidad con el equipo

. El MWS® es un ensayo duplex
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Applied Biosystems 7500 que se encuentra en el laboratorio de Virologia de la
Universidad del Valle. Aunque los ensayos multiplex son ampliamente utilizados por
las grandes ventajas que ofrecen, se sigue prefiriendo ensayos singleplex o duplex
para ser estandares diagnosticos pues tienen menor interferencia en la lectura por
sonda fluoreogénica, son ensayos mas robustos, de mayor sensibilidad y
confiablilidad.

En nuestro pais, se ha reportado previamente la circulacion del virus en poblacién
pediatrica y adulta, mediante el uso de RT-PCR e inmunofluorescencia. Sin embargo,
no hay estudios donde se evalle la poblacién pediatrica mas vulnerable para conocer
claramente la prevalencia de HMPV y su papel en la morbimortalidad asociada a
infecciones respiratorias aguas virales. Sin duda, conocer la prevalencia de HMPV
contribuird al diagnéstico clinico, la vigilancia epidemiolégica y al establecimiento de

indicadores en salud publica.
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3 Marco Teorico

3.1 Las infecciones respiratorias agudas en poblacion infantil

Segun la definicién del INS en su programa de pacientes con IRA, la IRA comprende
un conjunto de enfermedades que afectan el sistema respiratorio, con una evolucion
menor a 15 dias, principalmente causada por virus y en menor proporcion por bacterias
y otros microorganismos; representan una de las primeras causas de atencion médica
en todo el mundo, tanto en la consulta ambulatoria como en la hospitalizacién y se
encuentran entre las primeras causas de mortalidad a nivel mundial °. La carga de
enfermedad por IRA en general fue estimada para la poblacién mundial en el 2010,
resultando en 12 millones (1C95%:10.3-13.9 millones) y 3.0 millones (IC95%:2.1-4.2
millones) de hospitalizaciones por episodios de IRA severa y muy severa

respectivamente 2.

La bronquiolitis es la infeccion viral mas comun del tracto respiratorio en nifios menores
de dos afos. Se refiere a la inflamacién aguda, edema, hipersecrecion de moco y
necrosis de las células epiteliales que cubren los bronquios causando obstruccion de
las vias aéreas **. La Academia Americana de Pediatria la define como un conjunto de
sintomas y signos clinicos que incluyen un prédromo respiratorio superior, seguido de
un aumento del esfuerzo respiratorio y sibilancias en nifios menores de dos afios,
pudiendo considerarse como el primer episodio de sibilancias limitado a los menores
de doce meses. Cursa como una enfermedad auto-limitada, que inicia con sintomas de
vias respiratorias superiores como congestion nasal, tos, rinorrea y ocasionalmente
fiebre baja con una duracién entre 1 a 3 dias, la progresion de la enfermedad incluye
sibilancias y dificultad respiratoria dando paso a los sintomas respiratorios severos

42 Existen diferentes etiologias

como insuficiencia respiratoria e incluso la muerte
virales asociadas a las IRA en nifios menores de dos afios, siendo el RSV el principal
virus asociado a ella, sin embargo en los dltimos afios nuevos virus han sido descritos
y representan nuevos retos de deteccion en el laboratorio clinico para el sistema de

salud, tal es el caso del HMPV.
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3.2 El Metapneumovirus humano

El Metapneumovirus Humano (HMPV) fue descrito por primera vez en el 2001 en Los
Paises Bajos por van den Hoogen et al 3, luego de su aislamiento a partir de 28
muestras remitidas al laboratorio de diagnoéstico virologico del “Erasmus Medical
Center” cuya identificacion viral no habia sido posible hasta el momento. Los aislados
virales provenian de muestras de secrecién respiratoria de nifios, en su mayoria
menores de cinco afios, que cursaban con IRA y cuyas muestras de secrecion
respiratoria mostraban cambios morfolégicos en los cultivos virales similares a los
inducidos por el RSV pero con pruebas negativas para el mismo y otros virus
respiratorios conocidos. Van de Hoogen et al determinaron la existencia de un nuevo
virus filogenéticamente relacionado a la familia Paramyxoviridae (actualmente
clasificado en la familia Pneumoviridae) utilizando técnicas de biologia molecular y
bioinformatica, ademas describieron la presencia sérica de anticuerpos especificos
contra el virus (seroprevalencia) en una cohorte de individuos de todas las edades en
muestras del afio 1958 demostrando la circulacion de HMPV en seres humanos por al
menos 50 afos. Otros estudios alrededor del mundo han confirmado la circulacion de
HMPV mediante estudios de seroprevalencia en poblacién de todas las edades

154347 Probablemente el

utiizando entre otros la proteina F como antigeno
descubrimiento de HPMV sélo ocurrio hasta el 2001 debido a la técnica de deteccion
por cultivos celulares: su lento crecimiento y retrasado efecto citopatico ademas de
requerir tripsina para la activacion de la proteina de fusion F, involucrada en la

infeccion de nuevas células 2.

3.2.1 Clasificacion viroldgica

HMPV es un virus envuelto con una hebra de RNA no segmentado de polaridad
negativa, con 13,280 a 13,378 nucledtidos aproximadamente, ocho genes y nueve
marcos de lectura abiertos (Open Reading Frames, ORF) (ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). El genoma tiene un ~80% de homologia en la
secuencia de aminoacidos con el Metapneumovirus aviar C (AMPV-C) para la
mayoria de sus proteinas estructurales, diferencidndose en las proteinas G y SH

donde la identidad en la secuencia de aminoacidos es s6lo 20 a 30%. La organizacion
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del genoma de HMPV difiere de RSV, el virus mas relacionado clinicamente, en la
ausencia de los dos genes no estructurales (NS1 y NS2) y el orden subsiguiente de
los genes restantes *°. Los genes de HMPV en orden son: 3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’
mientras que para RSV son 3’ —N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’ (ver jError! No se encuentra
el origen de la referencia.-B). Los ocho genes de HMPV codifican para nueve
proteinas pues el gen M2 posee dos ORF que traducen dos proteinas, M2-1 y M2-2
asociadas a la nucleocapside viral. HMPV no posee actividad hemaglutinina al igual
que RSV y a diferencia de los PIV, y requiere activacién con tripsina para su cultivo >,
Al microscopio electrénico se observa un virion pleomérfico entre 150 a 600 nm de
didmetro recubierto en la cara interior de su envoltura lipidica por la proteina matriz M,
y con proyecciones cortas de 13 a 17 nm que corresponden a las glicoproteinas de
superficie F, SH y G. La nucleocapside del virus est4 conformada por el RNA en
asociacion con la nucleoproteina N, la fosfoproteina P, la polimerasa L y los factores
M2-1 y M2-2 formando una simetria helicoidal de 17 nm en diametro y 200-650 nm de

largo 2.

Gréfico 1 Estructura y genoma del metapneumovirus humano

A.

Genomic RNA coated
with nucleoprotein

Matrix protein

Arriba: Representacion grafica de HMPV. Abajo: Genoma de HMPV (superior) y RSV (inferior).
*Tomado y modificado de Schildgen et al 2011.
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Pertenece al orden Mononegavirales, familia Pneumoviridae y se encuentra dentro del
género Metapneumovirus junto a AMPV que es la especie prototipo del género *°.
Para el 2016, la familia Paramyxoviridae fue modificada en el consenso del
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) y la subfamilia
Pneumovirinae, a la cual pertenecian HMPV y RSV, fue promovida a familia
(Pneumoviridae) ***°. El género Pneumovirus al que pertenecia RSV fue renombrado
Orthopneumovirus mientras que el género Metapneumovirus no sufrié modificaciones.
Al momento se reconocen dos serotipos de HMPV (HMPV-A y HMPV-B) basados en
la variabilidad genética de la proteina G ' y dentro de éstos dos subgrupos en cada
uno (HMPV-Al, HMPV-A2, HMPV-B1 y HMPV-B2) debido a la variabilidad de la
secuencia de la proteina G de unién y de la proteina F de fusién *%. Posteriormente
se describieron dos sublinajes para HMPV-A2: A2a y A2b basados en el analisis
filogenético de los genes de la nucleocapside (N) y proteina F en cepas aisladas de
poblacién pediatrica **. Todos los genotipos de HMPV se han detectado circulando en

América Latina *° y el mundo %+,

3.2.2 Epidemiologiay ciclo de infeccion
HMPV tiene una distribucion mundial, se ha detectado el virus y su seroprevalencia en

3,5,15,23-34,53,57-59

la poblacion de todos los continentes HMPV parece tener una

estacionalidad similar a RSV, se han reportado brotes al final de invierno e inicio de

primavera en paises con estaciones *-%

y durante todo el afio en los paises tropicales
aunque mas asociado a la época de lluvias *>?’. Un estudio de la carga de enfermedad
por HMPV realizado en U.S.A durante seis afios seguidos se detecté un aumento de
casos principalmente en los meses entre enero y abril coincidiendo con la
estacionalidad de RSV %' mientras que un estudio de revisién establece que el pico
epidemiolégico de HMPV ocurre uno a dos meses después de la temporada de RSV
18 Por lo tanto, actualmente no se tiene un consenso en el patron de circulacion de
HMPV aunque su circulacion si parece ser predominante en los meses mas frios y
huamedos con o luego del pico de RSV. En Colombia, el primer reporte de HMPV fue
realizado por Espinal et al en el 2012 *, en donde se hace el reporte de seis casos de
nifios entre 10 meses y 6 afios infectados con HMPV quienes presentaron IRA grave

con sintomatologia de vias respiratorias inferiores y sindrome de dificultad respiratoria
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de leve a moderado, asociado a tos y taquipnea, fiebre alta y mialgias generalizadas.
Posteriormente se publicé un estudio nacional por Barbosa et al ° en el 2014, el cual
evalué RSV y HMPV por RT-PCR en muestras recolectadas por un periodo de doce
afos, desde el 2000 hasta el 2011 donde se detecté HMPV en 19 de 528 muestras de

secrecion nasofaringea.

El ciclo de replicacién del HMPV es similar al de RSV y la mayoria del conocimiento
gque se tiene se ha obtenido a partir de homologacién con otros paramixovirus incluido
el RSV.

Grafico 2. Ciclo de replicacién de HMPV
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Inicialmente, 1) el virion se une a la célula mediante la proteina de membrana G *®

(ver Gréfico 2). La proteina de superficie G esta anclada a la membrana del virion
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mediante una region hidrofobica que esta localizada cerca del extremo amino (N)
terminal y compone solo un tercio de la proteina, los dos tercios restantes
corresponden a su extremo carboxilo (C) terminal que se encuentra extracelular ®.
Esta proteina G es altamente glicosilada tipo mucina, tiene un alto contenido de
residuos de serina y treonina (amino&cidos polares), los cuales son potencialmente
sitos aceptores de glicosilacion y ademas tiene un alto contenido de residuos de
prolina. Aunque se ha aceptado que la proteina G es la responsable de la unién del
virion a la membrana celular, cepas recombinantes que no poseen la proteina G
pueden replicarse in-vitro e in-vivo, lo cual pudiese ser un indicativo de que la unién a
la célula no es dependiente exclusivamente de la proteina G y que ésta no es
requerida para la replicacion viral ®. Se ha propuesto que los glicosaminoglicanos
celulares, como las moléculas tipo heparin-sulfato actian como receptores en la

célula

Luego de la unién a través de la proteina G ocurre 2) la fusién de
membranas mediado por la proteina F. Esta proteina F del HMPV se clasifica dentro
de las proteinas de fusion clase |, donde la proteina es sintetizada como un precursor
llamado FO que requiere ser clivado por proteasas para activarse en dos subunidades
F1y F2 unidas por un puente disulfuro, lo cual induce un cambio conformacional en la
proteina y permite la fusion entre las bicapas lipidicas del virién y la célula ®. La
proteina F del HMPV parece requerir activaciéon exégena de una proteasa, lo cual se
ha demostrado in-vitro ya que los cultivos celulares requieres tripsina para mantener
la infeccién. ElI motivo de clivaje de la proteina F de HMPV (RQSR|F) contiene un
sitio tipo furina, caracteristico de todos los paramixovirus (RXXR|F). El estudio de
Cseke et al ®°, demostr6 que la proteina F puede unirse a la célula eucariota a través
de la integrina aVp1 mediante un motivo conservado de Arg-Gly-Asp (RGD). Esta
fusion de membranas mediada por la proteina F, entre la membrana celular y la
envoltura viral, ocurre a pH neutro en la mayoria de los paramixovirus. En la cepa de
referencia HMPV CAN 97-83 se demostré formacién de sincicios a pH bajo ®. Esta
dependencia de pH bajo parece estar restringida a algunas cepas de laboratorio que
contienen una substitucion E294G en la proteina F °°. Ademas de las proteinas Fy G,
HMPV tiene una tercera proteina de superficie, la proteina SH. La proteina SH de
HMPV tiene una alto contenido de treonina/serina similar a la proteina G. Aun no hay
consenso sobre la funcion de la proteina SH, sin embargo, al infectar ratones con una

cepa recombinante sin esta proteina se encontr6 un aumento en la secrecion de
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citoquinas proinflamatorias al compararlas con los ratones infectados con la cepa
salvaje °, indicando asi que la proteina SH no es requerida para la replicacion viral
pero que pudiese tener un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune
del hospedero ante la infeccion por HMPV. Luego de la fusién de las membranas, 3)
la ribonucloproteina viral que contiene el RNA de polaridad negativa (vRNA) se libera
en el citoplasma, donde se transcribe a RNA mensajero (MRNA) y a RNA
antigendmico (de polaridad positiva). La mayoria del conocimiento de la transcripcion
de HMPYV es inferida del conocimiento de otros paramixovirus y en especial RSV. 4)
El genoma de HMPV contiene una secuencia lider y trailer en su terminal que son
parcialmente complementarias, los cuales permiten el direccionamiento hacia RNA de
polaridad positiva 0 negativa y de esta manera actiGan como promotores directos de
transcripcion de mMRNA y cRNA o VRNA respectivamente. Las proteinas L, P y N son
necesarias para la replicacién viral mientas que la funcién de la proteina M2-1 aln no
esta definida pero no es necesaria para la replicacién ®®. En RSV, esta dltima proteina
tiene una funcién de promotor de transcripcién, pero esto no ha sido descrito en
HPMV. Ademas del ORF de M2-1, el gen M2 tiene un segundo ORF, M2-2. Para
RSV, parece que M2-2 se encarga realizar la polarizacion de la sintesis de mRNA a
VRNA. 5) El mRNA se traduce con los mecanismos celulares y las proteinas de la
envoltura G, F y SH son procesadas en el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi.
Posteriormente se da 6) el proceso de ensamblaje y gemacion del virion mediante

mecanismos similares a otros paramixovirus “.

3.2.3 Caracteristicas clinicas de la infeccion por HMPV y enfermedades
asociadas
HMPV se transmite por contacto directo o cercano con secreciones nasales o de
saliva contaminadas, y hasta el momento se acepta que su periodo de incubacion
comprende de cuatro a seis dias y su periodo de excrecion desde cinco dias hasta
dos semanas'®. La infeccion por HMPV es indistinguible clinicamente de la generada
por otros virus respiratorios, principalmente de la generada por RSV %. La
sintomatologia abarca desde sintomas respiratorios de vias hasta sintomas de vias
respiratorias bajas; es decir que el espectro de presentacion clinica varia desde leve
como un resfriado comdn hasta infecciones respiratorias agudas graves e incluso

neumonia grave °. Los principales sintomas asociados a HMPV son tos, congestion
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nasal, sibilancias, odinofagia y en ocasiones fiebre. Uno de los principales problemas
que se presentan durante el proceso infeccioso, es la dificultad de generar una
respuesta inmunitaria de memoria duradera, por lo cual se presentan re-infecciones a
lo largo de la vida del individuo. A pesar de la alta carga de enfermedad y prevalencia
de este virus, en la actualidad no existe un tratamiento terapéutico ni una vacuna para

el manejo de la infeccién por HMPV.

La infeccién por HMPV suele estar restringida al sistema respiratorio (las células del
epitelio pseudoestratificado ciliado y neumocitos tipo 11) * y los diagnésticos clinicos
mas asociados son bronquiolitis, neumonia, enfermedad similar a influenza
laringotraqueobronquitis (crup) y exacerbaciones del asma, especialmente en nifios
menores de cinco afios, adultos mayores y personas inmunocomprometidas 2.
Incluso, la infeccion por HMPV se ha asociado al desarrollo de asma durante la

infancia .

Los nifios infectados con HMPV suelen ser mayores que aquellos
infectados con RSV y caracteristicamente se presenta mas en niflos que en nifias.
Los casos mas severos se han relacionado a comorbilidades cardiacas o del sistema
respiratorio y a factores de riesgo como prematurez, desnutricion y alteraciones
inmunoldgicas . En general, la infeccion por HMPV suele ser mas leve comparada
con la enfermedad causada por RSV °. En algunos casos se ha detectado infeccion
por HMPV por fuera del sistema respiratorio, principalmente en oido ”’ y el sistema
nervioso central "® causando otitis media y epilepsia respectivamente.

™y varios estudios

HMPV y RSV se han asociado en infecciones virales mixtas
reportan co-infecciones con tasas desde el 5 hasta el 14% *%%. El tema de las co-
infecciones entre HMPV y RSV es controversial, segin Semple et al en el 2005
dicha co-infeccién es de peor prondstico para el paciente, en términos de estancia
hospitalaria, traslado a UCI y necesidad de ventilacion mecanica. Por el contrario, un
estudio en los Paises Bajos por van Woensel et al ® en el 2006 en una cohorte de 30
niflos hospitalizados por IRA de vias bajas con ventilacion mecanica y diagnostico de
RSV confirmado IFA y RT-PCR, no detectd ninguna co-infeccion de HMPV con RSV
gue pudiese explicar la severidad de los nifios utilizando RT-PCR. Ademas, un
estudio prospectivo de dos afios en nifios hospitalizados por IRA que si identificé co-

infecciones entre RSV y HMPV encontré una relacién de menor severidad entre la
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enfermedad de los nifios con infeccion viral mixta que aquellos infectados con una
sola especie viral (RSV) ¥. Por tanto, no se ha llegado a un consenso sobre si las
infecciones virales mixtas acarrean una mayor carga de enfermedad a los pacientes o
si son las comorbilidades quienes tienen mayor peso en la severidad de la
enfermedad.

3.2.4 Tratamientos y desarrollo de vacunas
A nivel mundial existen hasta 23 candidatos a vacunas para HMPV con sélo uno en

8 y alrededor de 60 candidatos a vacunas para RSV, 16 de los

desarrollo clinico
cuales ya estan en desarrollo clinico ®. El desarrollo de vacunas para HMPV se ha
basado en la experiencia vacunal con RSV obteniendo resultados similares a los
obtenidos para RSV, el estudio mas representativo de esto es el de Yim et al en el
2007 quienes evaluaron una cepa de HMPV inactivada con formalina en ratones de

8 obteniendo resultados similares a la famosa vacuna inactivada con

laboratorio
formalina para RSV que se evalué en humanos en los afios 60 ®, dando una respuesta
inmune de hipersensibilidad que exacerbé la enfermedad en los individuos evaluados.
Otras vacunas para HMPV han llegado a fase clinica |, el primer ensayo clinico se
realizd en 2013 por Talaat et al ® en un grupo de 21 adultos sanos con una cepa viva
atenuada recombinante para la proteina SH que sélo generé anticuerpos neutralizantes
en 30% de los individuos, y posteriormente en el 2017 un grupo del National Institutes
for Health (NIH, USA) evalué en fase clinica | un candidato a vacuna viva atenuada
quimera con la proteina P del metapneumovirus aviar C (AMPV-C) en nifios
seroprevalentes y seronegativos para HMPV entre el 2011-2014 la cual no generé
respuesta inmune protectora en los individuos probablemente por la sobreatenuacion
de la cepa. Al parecer los candidatos mas prometedores son las vacunas basadas en
VLP (virus like particules) a partir de las proteinas Fy G de HMPV probadas en ratones
los cuales tuvieron altos niveles de anticuerpos neutralizantes y un bajo titulo viral en
pulmones luego de la exposicion a HMPV comparado con los controles 8. En
contraparte, los candidatos a vacunas para RSV se encuentran en estadios mas
avanzados que la de HMPV, el candidato més avanzado es una vacuna para
inmunizacién materna la cual esta en fase lll (prueba clinica en una gran poblacion)
desde finales del 2015 y del cual se esperan resultados en 2-4 afos; seguido por el

desarrollo de anticuerpos monoclonales para la prevencién de RSV estrategia similar al
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actual Palivizumab y por ultimo candidatos a vacuna pediatrica y para adultos mayores
también en fase Il y finalizacion en 2017 .

También se han explorado estrategias para generar inmunidad simultaneamente para
HMPV y RSV, un estudio en 2013 purificé un anticuerpo neutralizante (MPES8) de
amplio espectro a partir de donantes humanos que neutralizaba exitosamente cuatro
paramixovirus (HMPV, RSV, BRSV y PMV) y ocho veces mas potente que el
Palivizumab *; en 2016 una novedosa proteina quimera entre la proteina F de HMPV
con el epitope II/A de la proteina F de RSV (RPM-1) fue evaluado en ratones BALB/c
generando altos titulos de anticuerpos neutralizantes contra HMPV pero insuficientes
para RSV * y recientemente en 2017 otro anticuerpo con capacidad de inmunidad
cruzada entre HMPV y RSV fue descrito (25P13) de unirse a la proteina F en la

conformacion pre-fusion y post-fusion .

3.2.5 Meétodos diagndsticos para HMPV
El diagndstico especifico HMPV y de otros virus respiratorios se realiza mediante
la deteccion de antigenos, proteinas o secuencias especificas del genoma viral en

las secreciones respiratorias “*

. El aislamiento viral, la IFA y las técnicas de
biologia molecular son los métodos de deteccion viral mas utilizados en la
actualidad, de éstas técnicas la IFA se prefiere en el diagndéstico de rutina por su
rapidez y sensibilidad. Sin embargo, el aislamiento viral se ha considerado
tradicionalmente como la técnica de referencia en virologia ya que permite realizar
estudios subsiguientes que permiten conocer a mayor detalle el virus. El
aislamiento viral de HMPV puede realizarse en diferentes lineas celulares, las mas
permisivas son las LLC-MK2 (células epiteliales de riidn de mono Rhesus) y las
células Vero (células de rifion de mono verde africano)'®; ademas otras lineas
celulares como las células BEAS-2B (células epiteliales de pulmén humanas), células
A549 (células de carcinoma pulmonar humano) y células HepG2 (linea celular de
cancer hepéatico humano)®® también soportan la infeccién. Una caracteristica
importante para el cultivo celular de HMPV es la adiccion de tripsina como proteasa
en el medio de mantenimiento. Algunos de las limitaciones en la identificacion de este

virus, son su lento crecimiento in vitro y bajo efecto citopatico (estructuras similares a
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sincicios) dado su lento crecimiento®®. El aislamiento del virus a partir muestras
clinicas resulta dificil y requiere un tiempo prolongado (de 10 a 14 dias), por esto el
diagnostico se basa principalmente en técnicas de inmunofluorescencia para la
deteccion de antigenos y técnicas de biologia molecular para la deteccién del &cido

nucleico viral.

Las técnicas de inmunofluorescencia y biologia molecular han sido ampliamente
utilizadas para la determinacion viral y han sido las técnicas de eleccién para su
diagnéstico desde su descubrimiento, dado que actualmente no existe un “gold
standard” para el diagnoéstico de HMPV. La inmunofluorescencia directa de HMPV
consiste en la deteccion de un antigeno viral de HMPV por un anticuerpo monoclonal
de ratdon especifico (Ac primario) marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), la
IFA se observa bajo el microscopio de fluorescencia con filtro y opcionalmente se
utiliza una contratincién con azul de Evans para observar toda la estructura celular lo
cual facilita al observador realizar el diagnostico viral. Si bien, la IFA es la técnica mas
usada, debido a que es la mas rapida, su sensibilidad y especificidad varian
dependiendo de muchos factores dentro de ellos, la experiencia al identificar el virus
por parte del evaluador. Por otro lado, la PCR utiliza la amplificacion especifica de una
porcién del genoma viral (cDNA) para la identificacion del virus, ya que HMPV es un
virus de RNA de polaridad negativa requiere una transcripcion reversa de RNA a un

DNA copia que permite la reaccién en cadena de la polimerasa.

Diferentes casas comerciales han desarrollado estuches diagnosticos tanto de IFA y
PCR para la identificacion de HMPV. Para PCR los kits mas utilizados son ensayos
gue detectan sélo a HMPV (singleplex), HMPV y RSV (duplex) y HMPV vy otros virus o
bacterias (multiplex), siendo éstos ultimos los ensayos mas utilizados en la practica
clinica como pruebas tamizaje ya que permiten descartar varios agentes infecciosos
al mismo tiempo, ademas de la alta frecuencia de infecciones mixtas descritas entre
13% hasta un 18% ***. Los kits disponibles hasta el momento se detallan en el

estado del arte.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la presencia de Metapneumovirus humano (HMPV) como agente

etiologico viral de las infecciones respiratorias agudas (IRA) en la poblacion infantil

mas susceptible que consulta una institucion hospitalaria nivel Ill

4.2 Objetivos especificos

Objetivo 1. Determinar la prevalencia del HMPV en nifios menores de dos afios
con signos y sintomas de IRA que consultan la sala de urgencias pediatricas de
una institucion hospitalaria nivel Il en Cali durante las primeras veinte semanas

epidemioldgicas del 2017..

Objetivo 2: Describir las caracteristicas clinicas, de severidad, desenlace clinico
y ocurrencia de infecciones virales mixtas en nifios menores de dos afios con

IRA por HMPV vy otros virus respiratorios.

Objetivo 3: Evaluar el desempefio diagnéstico de una prueba molecular de RT-
PCR en tiempo real para HMPV comparada con la Inmunofluorescencia directa

para detectar infecciones por HMPV nifios menores de dos afios.
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5 Metodologia

5.1 Tipo de estudio

Este trabajo es un estudio descriptivo exploratorio con un componente prospectivo y
otro retrospectivo en el que se determind la frecuencia del HMPV en IRA, durante las
primeras 20 semanas epidemiolégicas del 2017. La prevalencia del HMPV se evalu6
prospectivamente en pacientes de la sala de urgencias pediatricas en el Hospital
Universitario del Valle (HUV). Ademas se incluyeron muestras retrospectivas para
realizar una evaluacion del impacto del sistema de colecciébn de la secrecion
respiratoria en la positividad del ensayo de IFA. Conjuntamente se evalué el
desempefio diagnéstico de una prueba diagnéstica molecular comercialmente
disponible para la deteccion de HMPV (RT-PCR en tiempo real) versus la IFA. En este
trabajo ademas se explora el comportamiento de algunas variables clinicas importantes
como severidad de la enfermedad, dias de hospitalizacién, entre otras, en una
infeccion viral positiva por HMPV en los pacientes incluidos en el estudio. El caracter
exploratorio de este estudio se justifica por la escasa o ausente informacién
epidemioldgica sobre las infecciones respiratorias causadas por HMPV en la ciudad de
Cali y en Colombia en general, y se centra especialmente en la poblacién infantil menor
de dos afios quienes sufren las mayores consecuencias de morbimortalidad por IRA.
Adicionalmente, la informaciéon sobre la prevalencia de HMPV es de utilidad para el
diagndstico diferencial con RSV, también causante de bronquiolitis y considerada la
causa mas importante de morbimortalidad actualmente. RSV tiene tratamiento en los

niflos de mas riesgo y esta cercana la introduccién de la vacuna.

5.2 Fuentes de datos

La recoleccion de los datos se realiz6 mediante un Formato de Reporte de Caso (CRF)
en el que se registré la informacion de forma manual a partir de la historia clinica
diligenciada en el sistema de registro de pacientes del HUV previa autorizacion de la
institucion. Se incluye la informacion de todos los nifios menores de dos afios que

asistieron entre la semana epidemiolégica 0 y 20 del 2017 (enero-mayo) a la sala de
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urgencias pediatricas del HUV en Cali con signos y sintomas de IRA viral y a quienes
se les colect6 muestra de secrecion nasofaringea para diagndéstico de virus
respiratorios en el laboratorio Virologia, Departamento de Microbiologia, Universidad
del Valle.

5.3 Areade estudio

Este estudio fue realizado en la sala de urgencias pediatricas del HUV durante las
primeras 20 semanas epidemiolégicas del 2017 (enero a mayo). EI HUV recibe
principalmente poblacién en vulnerabilidad socioeconémica y es la institucion
hospitalaria publica mas importante en el suroccidente colombiano, acoge a la
poblacion todo el departamento del Valle del Cauca y ademas de los departamentos de

Cauca, Narifio, Putumayo, Huila y Caqueta.

5.4 Poblacion y muestra

a) Poblacion de estudio
La poblacién del estudio incluyé a todos los pacientes con signos y sintomas de
IRA menores de dos afios con orden médica para la realizaciébn del examen
“tamizaje para virus respiratorios” o equivalente. Se incluyeron los pacientes que
consultaron la sala de urgencias pediatricas del HUV durante las primeras 20
semanas epidemioldgicas de 2017 (hasta completar el tamafio de muestra
calculado) que cumplieron con los criterios de inclusion. Los pacientes fueron
identificados por los residentes de pediatria en la sala de urgencias pediatricas con
asesoria del pediatra de planta y seleccionados para el estudio por el personal
capacitado y autorizado para tal. La mayoria de éstos pacientes pertenecen al
régimen subsidiado de salud en Colombia. En total 106 pacientes fueron incluidos
de los cuales se obtuvo una muestra de secrecion nasofaringea obtenida por
succién con sonda nasogastrica estéril (terapeuta respiratoria) y transportadas en
cadena de frio al laboratorio de Virologia embebidas en medio de transporte viral

estéril.
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Muestras colectadas por hisopado nasal: Con el propésito de determinar la

frecuencia de HMPV en el afio inmediatamente anterior (2016) y evaluar el
impacto del tipo de muestra en la positividad de la IFA directa para HMPV, se
evaluaron retrospectivamente 64 muestras del 2016 (correspondientes a las
muestras de todo el 2016) y 32 muestras del 2017 (semanas epidemioldgicas 1 a
13) del biobanco del laboratorio de Virologia. Todas las muestras habian sido
obtenidas por hisopado nasal y ya habian sido evaluadas para los virus
respiratorios mas comunes, excepto para HMPV. A partir de laminas portaobjetos
para fluorescencia con impresiones de las células epiteliales extraidas de los
hisopos, previamente fijadas y conservadas congeladas a -20°C se realiz6 la
tincibn para HMPV. La seleccién de las muestras se realiz6 cumpliendo los
mismos criterios de inclusion que las de las muestras obtenidas prospectivamente

en los nifios hospitalizados.

b) Criterios de inclusién
¢ Niflos de ambos sexos menores de dos afios (entre 0y 24 meses de edad)
e Consulta por IRA (signos y sintomas sugestivos de infeccién respiratoria
aguda clinica) con o sin diagndstico registrado en la historia clinica cédigo
CIE-10: JO0 a J06, J09 a J12 y J20 a J22.
e Solicitud de “tamizaje para virus respiratorios”, “panel viral”, “examen para

RSV’ o equivalente.

c) Criterios de exclusion
e Episodio de IRA con duracion mayor a 20 dias.
¢ Neonatos hospitalizados desde el nacimiento.
e Pacientes con IRA de etiologia bacteriana confirmada por laboratorio.
e Pacientes con fiebre y neutropenia post-quimioterapia.

e Incapacidad anatomica de proveer muestra de secreciones respiratorias.

d) Unidad de muestreo y de analisis
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e)

f)

La unidad de muestreo correspondi6é a nifios de 0 a 24 meses que cumplieron los
criterios de inclusion, y la unidad de analisis corresponde a muestras de secrecion

nasofaringea.

Tamarfio de muestra
Se calculé un tamafio de muestra para estimar la prevalencia de HMPV, basados
en un porcentaje esperado de IRA causadas por HMPV de aproximadamente 4%,

un nivel de confianza del 95% y un error maximo tolerable del 3.74%.
2
(22,) Po

Dénde:

o 1—a: Nivel de confianza

o Zl_a/z: Percentil 1 — “/2 de la distribucion normal estandar

o P: Proporcion esperada
o e Error maximo tolerable
Entonces,

(1.96)%(0.04)(0.96)
n=
(0.0374)2

= 105.5 = 106
Por tanto se obtuvieron y analizaron 106 muestras las cuales se completaron

durante el primer semestre del 2017. El caracter de este estudio fue exploratorio.

Manejo de datos

A todos individuos incluidos en el estudio se les asign6 a un cddigo consecutivo y
todos sus datos personales fueron fijados a dicho codigo. La relaciéon cédigo e
identificaciéon de cada voluntario se consigné en una base de datos fisica y digital, a
las cuales solo tuvo acceso el investigador principal y el profesional que informé
el resultado al médico tratante. El formato de recoleccion de informacion clinica
(CRF por sus siglas en inglés) descrito en el Anexo 1, se diligencié en fisico

manualmente, este formato incluye informacion sociodemografica y clinica como
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identificacion, edad, sexo, antecedentes perinatales importantes, parametros
clinicos como temperatura, frecuencia respiratoria, auscultacion, duracion de
hospitalizacion, necesidad de admision a unidad de cuidados intensivos,
descripcion de la radiografia y ventilacion mecénica. Y parametros de laboratorio
como hemograma y concentracion de proteina c reactiva. La base de datos fisica
se encuentra bajo la custodia del laboratorio de Virologia de la Universidad del
Valle.

5.5 Definicion de variables

Inicialmente se realiz6 por IFA la determinacion de los ocho virus respiratorios mas
relevantes, incluyendo el HMPV, para determinar la etiologia viral de la IRA y emitir un
diagndstico clinico para el paciente; luego por lotes de muestras se realiz6 el RT-PCR
en tiempo real para HMPV. Se describen la frecuencia de positividad viral para HMPV y
los principales virus respiratorios, también algunos parametros clinicos como signos y
sintomas, tiempo de hospitalizacion, requerimiento de oxigeno, traslado a UCI,
severidad de la enfermedad, los cuales permiten establecer el impacto clinico de la IRA
en nifios menores de dos afios. Ademas se evalu6 el desempefio diagnéstico de la
prueba molecular para HMPV comparado con la IFA directa y la concordancia del
resultado de PCR para RSV con la IFA Indirecta. A continuacién se detallan las

variables consideradas mas importantes para analizar en el estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Operacionalizacién de las variables

Codigo  Variable Definicion Tipo de Escalade Posibles valores de la
variable medicion  variable
1 Cadigo del Consecutivo de paciente  Cualitativa  Nominal Mayor o igual a 1
paciente que ingresa al estudio al
registrado en el cumplir los criterios de
laboratorio inclusion
4 Sexo Sexo anatomico del Cualitativa  Nominal 1. Masculino - 2.Femenino
individuo
5 Edad Fecha de nacimiento Cuantitativ  Discreta Mayor o igual a 0 y menor o
a igual a 24
11 Guarderia Reporte de asistenciaala Cualitativa Nominal 1.Si-2.No
guarderia o jardin escolar
12 Lactancia Reporte de alimentacion ~ Cualitativa  Nominal 1.Si- 2.No
materna con leche materna
21 Prematurez Reporte de nacimiento Cualitativa  Nominal 1.Si-2.No
antes de las 37 semanas
de gestacion
24 CIE-10 inicial Diagnostico CIE-10 Cualitativa  Nominal Cadigo de tres o cuatro
registrado al ingreso caracteres con una letra y
minimo dos nimeros.
29 CIE-10 de egreso  Diagnostico CIE-10 Cualitativa  Nominal Cadigo de tres o cuatro
registrado al egreso caracteres con una letra y
minimo dos nUmeros.
30 Diagnéstico de Diagnostico clinico usado  Cualitativa ~ Nominal 1.Laringotraqueobronquitis -
trabajo durante el tratamiento del 2.Bronquiolitis - 3.Neumonia -
paciente en su estancia 4 Sepsis - 5.Sindrome
en el hospital tosferinoso - 6.Asma - 7.Sepsis
de componente pulmonar -
8.(Sepsis y Sd tosferinoso)
31 Sintomas Reporte o hallazgo de Cualitativa  Nominal 1.5i-2.No
alguno de: tos,
congestion nasal, fiebre,
disnea, conjuntivitis,
convulsiones, apnea,
estridor, disfonia
32 Hemograma Recuento absoluto de Cuantitativ  Continua ~ Ver Anexo 2
leucocitos, neutrdfilos, a
linfocitos y monocitos
37 Radiografia de Reporte de hallazgos en  Cualitativa  Nominal 1.No tiene - 2.Normal -
térax placa de rayos x en torax 3.Engrosamiento bronquial -
4 Atelectasia - 5.0pacidades
sin consolidacion -
6.Consolidacion -
7.Hiperaeracion
38 Saturacion de Reporte de concentracion  Cuantitativ  Continua ~ 60-100
oxigeno de oxigeno medida por a
pulsioximetro
39 Frecuencia Reporte de frecuencia Cuantitativ  Continua ~ Ver Anexo 4
respiratoria respiratoria en unminuto  a
40 Auscultacion Reporte de valoracién en  Cualitativa  Ordinal Ver Anexo 4

sistema respiratorio
utilizando estetoscopio
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41

42

43

44

46

48

49

50

53

54

56

55.1

60

62

63

Uso de musculos
accesorios

Condicion general

Muerte

Muerte atribuible
alRA

Duracion
hospitalizacion
Duracién oxigeno

Duracion UCI
Salida

Severidad en la
saturacion de
oxigeno
Severidad de la
frecuencia
respiratoria en
escala

Puntaje de
severidad de la
enfermedad
Severidad de la
enfermedad

Semana
epidemiologica

Inmunofluorescen
cia (IFA)

PCR en tiempo
real

Reporte de valoracién
uso de musculos
accesorios a la
respiracion

Reporte de percepcion
médica sobre la condicién
general del individuo.
Reporte de muerte
Reporte de muerte
asociada a IRA

Duracion total de
hospitalizacion en dias
Duracién total de
administracién de oxigeno
por canula en dias
Duracion total de estancia
en UCl en dias

Reporte de alta médica
del individuo

Escala de severidad en la
saturacion de oxigeno

Escala de severidad en la
frecuencia respiratoria

Reporte de puntaje en
escala de severidad

Reporte de grado de
severidad de la
enfermedad

semana epidemiologia de
procesamiento de
muestra en el lab
Resultado de
inmunofluorescencia para
8 virus

Resultado de PCR en
tiempo real para HMPV y
RSV

Cualitativa

Cualitativa
Cualitativa
Cualitativa
Cuantitativ
a
Cuantitativ
a
Cuantitativ
a

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativ

a

Cualitativa

Cualitativa

Ordinal

Ordinal

Nominal

Nominal

Continua

Continua

Continua

Nominal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Continua

Nominal

Nominal

Ver Anexo 4

Ver Anexo 4

1.Si-2.No
1.Si-2.No

mayor o igual a 0

mayor o igual a 0

mayor o igual a 0

1.A casa -2.Remision Il Nivel -
3.Remision UCI — 4.Muerte
Ver Anexo 4

Ver Anexo 4

0-15

Sumatoria de variables: (40 +
41 +42 + 53 + 54).

1.Leve - 2.Moderada - 3.Severa

1a52

1. Negativo para todos los virus
- 2.Positivo para FIuA -
3.Positivo para FluB - 4.Positivo
para RSV- 5.Positivo para AdV
- 6.Positivo para PIV-1 -
7.Positivo para PIV-2 -
8.Positivo para PIV-3 -
9.Positivo para HMPV
1.Negativo - 2.Positivo para
Metapneumovirus - 3.Positivo
para RSV
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5.6 Procedimientos de laboratorio

Todos los procedimientos de laboratorio excepto la toma de muestra de secrecion
nasofaringea fueron realizados en el laboratorio de Virologia — Departamento de
Microbiologia de la Universidad del Valle.

5.6.1 Muestra de secrecidon nasofaringea

Se utilizé el método de aspirado nasofaringeo (ANF) para la obtencion de la muestra
de secrecion nasofaringea, la cual se utilizé para detectar antigenos virales por IFA y
RT-PCR (Transcripciébn Reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Esta
muestra contiene abundantes células epiteliales descamadas de la nasofaringe, y
positivas para virus en los pacientes con IRA viral, detectables por ambos IFA y RT-
PCR. Ademas, la secrecion contiene también particulas virales libres detectables por la
prueba de RT-PCR solamente. La toma de muestra se realizd utilizando una sonda
nasogastrica estéril calibre #6 y succion por vacio, procedimiento efectuado por la
terapeuta respiratoria de la institucion hospitalaria. Brevemente, el procedimiento
consiste en conectar la sonda a la fuente de vacio, luego sin aplicar vacio se inserta el
extremo posterior libre de la sonda por una fosa nasal llevandola por el piso de la nariz
hasta la nasofaringe en direccién hacia el I6bulo de la oreja, la profundidad de insercion
de la sonda corresponde a la mitad de la distancia entre la fosa nasal externa y el
I6bulo de la oreja (Grafico 3). Luego se aplica succion por intervalos de maximo de 5
segundos. Se retira la sonda suavemente con movimientos circulares y se verifica que
haya secrecion dentro de la misma. La muestra corresponde a la secrecion
nasofaringea que queda adherida al interior de la sonda por tanto debe cuidarse de no
exceder el tiempo de succidn por vacio y asi evitar que la muestra se vaya por la
manguera que conduce el vacio. Inmediatamente, se introduce la sonda dentro del vial
con medio de transporte estéril (aproximadamente 5 a 7 cm de sonda), cuidando de
tocar solo interior del vial. Finalmente se corta con tijeras limpias, se tapa el vial y se
mantiene en cadena de frio hasta su procesamiento en el laboratorio. Todas las
muestras procesadas en este estudio se procesaron entre una a dos horas posterior a

la toma de la muestra.
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Gréfico 3. Lugar anatémico para la toma de muestra nasofaringea
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5.6.2 Inmunofluorescencia para HMPV y demas virus respiratorios

Se realiz6 la deteccion de HMPV mediante IFA directa con el estuche comercial
“‘LIGHT DIAGNOSTICS™ Human Metapneumovirus (HMPV) Direct
Immunofluorescence Assay” Cat No. 3124 (Millipore Corporation. Livingston, UK) %.
Para la determinacién de los demas virus respiratorios se utilizé6 paralelamente el
estuche comercial de uso rutinario y avalado para diagnéstico clinico: “LIGHT
DIAGNOSTICS™ Respiratory Panel | Viral Screening and Identification IFA” Cat No.
3105 (Millipore Corporation. Livingston, UK) %, este estuche detecta mediante IFA
indirecta los siete virus respiratorios mas frecuentes que son: FluA, FluB, RSV, AdV,
PIV-1, PIV-2 y PIV-3.

La IFA directa para HMPV utiliza un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para un
antigeno viral de HMPV (Ac primario) marcado con FITC y azul de Evans utilizado
como contratincion. La IFA se observd en un microscopio de epifluorescencia (Eclipse
Ni-U, Nikon, Japan) con filtro C-F B-2A, con el cual se observan células positivas
(infectadas) que presentan una coloracién verde manzana brillante (FITC) en el
citoplasma, con un patron moteado grueso (Grafico 4) mientras que las células

negativas para virus se tifien de color rojo opaco por el contraste con azul de Evans.
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Gréfico 4. Inmunofluorescencia positiva y negativa (40x).

Izquierda: lamina control positivo para HMPV, las células de color verde manzana brillante son positivas.
Derecha: lamina control negativo para HMPV, las células de color rojo opaco son negativas. Estuche
comercial Light Diagnostics™ 3124, Millipore.

Los demas virus diferentes a HMPV se detectaron mediante IFA indirecta. En la IFA
indirecta se utilizan dos tipos de anticuerpos: el primero es un anticuerpo monoclonal
primario producido en ratones especifico para el antigeno viral, el cual se detecta con
un anticuerpo secundario (Ig-G anti-ratén) obtenido en cabra marcado con FITC. El
estuche contiene siete anticuerpos primarios especificos para cada virus respiratorio,
los cuales son detectados con un solo anticuerpo secundario conjugado a FITC. El
patrén celular de inmunofluorescencia, se interpreta igual que la IFA directa para
HMPV y se observa bajo el mismo microscopio de epifluorescencia como en el Gréfico
4. Para los virus Influenza y adenovirus, la inmunofluorescencia se observa nuclear
predominantemente, y no en el citoplasma como los demas virus respiratorios del
panel. El estuche comercial de Light Diagnostic 3124® usado para HMPV, tiene un
limite de deteccién viral (LoD) de 4.0x10? PFU/mL, 1x10° PFU/mL, 6.25x10° PFU/mL y
2.75x10° PFU/mL para HMPV-Al, HMPV-A2, HMPVB-B1 y MPV-B2 respectivamente.
El Light Diagnostic 3105® para los demds virus respiratorios solo describe los
pardmetros de validacion diagnéstica como sensibilidad, especificidad y valores

predictivos positivo y negativo (ver Anexo 3), mas no el LoD de la prueba.
5.6.3 Deteccion molecular del HMPV

La deteccion de HMPV también se realiz6 mediante una prueba molecular disponible

comercialmente. Previo a la deteccidon molecular se realizd la extraccion del acido
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ribonucleico viral (RNA viral) mediante el kit de extraccion “QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(50)” Cat. 52904 de QIAGEN® Hilden, Germany, segun las instrucciones del fabricante.
Para la extraccion se utilizé un control negativo (mock) utilizando agua estéril como
muestra, con el cual se monitorea si ocurre contaminacién cruzada al realizar la
extraccion, el cual se somete a todos los pasos de extraccion junto con las muestras a
evaluar. Si al final este mock resulta positivo, se invalida el ensayo porque ocurrié
contaminacion cruzada. Se utiliz6 el estuche comercial “RSV/HMPV r-gene®
Respiratory Multi Well System MWS r-gene®” Cat.71-041 de bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France. El estuche consiste en una Reaccion en Cadena de la Polimerasa de
Transcripcion Reversa en Tiempo Real (abreviado en adelante como RT-PCR en
tiempo real), la cual consiste en la amplificacion de una region especifica del RNA viral
usando tecnologia TagMan™ con sonda fluorogénica. Este estuche realiza la
deteccion duaplex de HMPV y RSV mediante las sondas VIC® (~551nm) y FAM™
(~517nm) respectivamente. El blanco de deteccion para HMPV es el gen M que
codifica para la proteina M o Matriz, proteina que compone la cara interna de la
envoltura viral y es una de las mas abundantes en el virién. Por otro lado, el blanco de
deteccion de RSV es el gen N que codifica para la proteina N o nucleoproteina. El
tamafio del fragmento amplificado es 160bp para HMPV y 184bp o 152bp para RSVA o
RSVB respectivamente. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, en el termociclador ABI-7500 Real Time PCR System
con deteccion por lampara haldégena de sondas fluorogénicas y el programa 7500
Software v2.0.5 (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Software). Los detalles de
la mezcla de reactivos de reaccion (master mix) y programa de amplificacion se
encuentran en el Anexo 3. Se utilizaron cinco controles de calidad en cada ensayo
procesado : i) Un control negativo de extraccion del RNA ,mock, descrito anteriormente
i) un control negativo de los reactivos del RT-PCR en tiempo real (NTC o “Non
Template Control”) que contiene agua en lugar de muestra, iii) un control de
verificacién de extraccion del RNA para cada muestra que consistio en la deteccion del
RNA para la ribonucleoproteina P (RNP) humana (consiste en un ensayo
independiente de RT-PCR , con primers y programa de amplificacién detallados en el
Anexo 5) , iv) el control positivo provisto por el estuche comercial y v) un control

positivo del laboratorio aislado a partir de una muestra confirmada.
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El estuche comercial RSV/HMPV MWS r-gene® tiene pre-determinados los siguientes
pardmetros de validez diagnostica para HMPV: S=85.7% y E=100%, y para RSV:
S=91.3% y E=99.51% al compararlos con inmunofluorescencia directa para ambos
virus %, La concordancia entre ambas técnicas RT-PCR en tiempo real e IFA es de
99.4% y 98.6% para HMPV y RSV respectivamente. La sensibilidad analitica o limite
de deteccion al 95% (LoD95%) para los dos subtipos de HMPV (A y B) es de 2041.7
TCID50/mL y 4466.8 TCID50/mL, respectivamente mientras que para RSVA el
LoD95% es de 2.0 TCID50/mL. La sensibilidad analitica al 5% (LoD5%) para HMPVA
y HMPVA es de 109.7 TCID50/mL y LoD5%= 50.1 TCID50/mL respectivamente; para
RSVA el LoD5%=0.06 TCID50/mL. Este estuche no reporta los pardmetros de validez
para RSVB.

5.7 Andlisis y Métodos estadisticos

5.7.1 Frecuencia del HMPV y caracteristicas clinicas en la poblacion de estudio
La frecuencia del HMPV se presenta en cifras absolutas y porcentajes en una tabla
de frecuencia utilizando los resultados de IFA y RT-PCR en tiempo real
conjuntamente. También se describen las caracteristicas generales,
sociodemogréficas y clinicas de los nifios menores de 2 afios, tales como: edad en
meses, sexo, prematurez, dias de evolucién a la toma de muestra, paraclinicos y
sintomas. La severidad de la enfermedad se describi6 de acuerdo a la escala

estandarizada de severidad clinica descrita inicialmente por Tal et al *'y

9101 (ver en

posteriormente modificada para ser utilizada en mdltiples estudios
Anexo 4) se evalGan cinco parametros (auscultacion, uso de musculos accesorios,
frecuencia respiratoria, saturacion de oxigeno con o sin oxigeno suplementado y
condicién general del nifio) con un puntaje de cero a tres cada uno, la cual clasifica

la enfermedad en tres grados: leve (0-5), moderada (6-10) y severa (11-15).

Previamente se analizé la normalidad de las variables de naturaleza cuantitativa y
en caso de que éstas no cumplieran el supuesto de normalidad con un nivel de
significancia de 0.05, se resumieron con la mediana y el rango como medida de

tendencia central y de dispersion respectivamente, de lo contrario fueron
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presentadas en términos del promedio y la desviacion estandar. Mientras que las
variables cualitativas se presentaron en tablas de frecuencias con cifras absolutas y
relativas. Todos los resultados se clasificaron segun las pruebas de laboratorio en
cuatro categorias: i) positivo para HMPV, ii) positivo para RSV, iii) Positivo para
otros virus y iv) Negativo para todos los virus examinados. En los casos en que una
muestra fue positiva para dos virus (infeccion viral mixta) se considero el resultado
por IFA como el diagndstico viral para presentar en las tablas de frecuencia y el
analisis estadistico de los objetivos especificos 1 y 2. Adicionalmente se estimé la
frecuencia de los virus evaluados segun semana epidemiolégica por afio. Los
analisis fueron realizados con STATA/SE 12.0 para Windows (2011).

5.7.1.1 Evaluacién de la positividad viral por IFA segun el tipo de células del
tracto respiratorio
Se compard La positividad viral por IFA en muestras de secrecion respiratoria
obtenida con hisopo , las cuales fueron evaluadas retrospectivamente, versus la
positividad viral en las muestras de secrecion nasofaringea obtenidas por succién
con sonda, las cuales fueron obtenidas prospectivamente. Las muestras
retrospectivas se obtuvieron del biobanco del laboratorio de Virologia de la
Universidad del Valle y las prospectivas fueron incluidas durante el presente
estudio. Se incluyeron 96 muestras retrospectivas (64 muestras de todo el 2016 y
32 muestras de las primeras 13 semanas epidemiolégicas del 2017) y 106
muestras prospectivas. Todas las muestras retrospectivas fueron colectadas por
hisopado nasal con hisopo de madera y torunda de algodén y las muestras
prospectivas fueron tomada mediante aspirado nasofaringeo. Se presentan los

resultados de IFA para los 8 virus evaluados en este estudio incluido HMPV.

5.7.2 Evaluacién del desempefio diagnéstico de la prueba molecular
El desempefio de la prueba diagnostica molecular (RT-PCR en tiempo real) fue
evaluado mediante la determinacion de la sensibilidad y la especificidad
considerando la IFA como estandar de oro. La seguridad de la prueba de RT-PCR
en tiempo real se determind a partir de los valores predictivos positivos y negativos
con sus respectivos intervalos de confianza del 95%. Paralelamente la

concordancia de la RT-PCR en tiempo real y la IFA fue medida mediante la
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determinacion del indice Kappa de Cohen sin ponderar con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%. La escala a utilizar para la interpretacién de este
indice es la de Landis y Koch descrita en 1977 ' y se detalla en el Anexo 6. Los
andlisis fueron realizados con el programa estadistico de libre acceso OpenEpi
2013 ',

5.8 Consideraciones éticas

Este estudio corresponde al proyecto de investigacion de quien presenta este
documento. El protocolo fue aprobado por los comités de ética de la Universidad del
Valle y el Hospital Universitario del Valle mediante el acta No. 015-016 del 09 de
noviembre del 2016 y No. 005-2017 del 15 de mayo del 2017, respectivamente.

De acuerdo con las politicas de Colombia (Resolucion No. 008430, 1993) este estudio
se clasificé como riesgo minimo debido a que implica la obtencién de una muestra de
secrecién nasofaringea por succiéon (con sonda nasogastrica) a través de un
procedimiento comun usado en la rutina clinica. Debido a que los sujetos eran menores
de edad y para mitigar el riesgo, el personal del servicio (terapeuta respiratoria y
fisioterapeuta coordinadora) con el entrenamiento respectivo estuvo siempre disponible
para solucionar todos los inconvenientes que se pudiesen presentar. En esta
investigacion prevalecié el criterio del respeto a la dignidad, la proteccion de los
derechos y bienestar de los pacientes, como lo contempla el articulo 5 capitulo de la
misma resolucion. La identidad de los pacientes se protegié con la confidencialidad, y
en el transcurso de la investigacion, ninguna persona ajena al equipo de trabajo, tuvo

acceso a la informacion.

El estudio no modific6 ninguno de los procedimientos que el hospital tuviese
establecido para la toma de la muestra y los investigadores no tuvieron responsabilidad
en los procedimientos de la misma. La toma de muestra no representa ningun riesgo
para el nifilo ni tampoco requiere anestesia y es indoloro toda vez que no rompe la
barrera del epitelio nasofaringeo. La responsabilidad del investigador sobre la muestra
se produjo a partir de su transporte, procesamiento y reporte de resultado al médico

tratante. Esta muestra correspondié a la muestra de rutina solicitada con fines de
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confirmar el diagnéstico clinico de virus respiratorios. Debido a esto no se requirié
consentimiento informado de los padres para la coleccién de la muestra secrecion
respiratoria por parte del personal clinico. Se realizd la donacion del examen de
diagndstico para virus respiratorios por IFA a todos los nifios incluidos en el presente
estudio. El uso del resultado de laboratorio y la informacion clinica y sociodemogréafica
relacionada con las muestras se obtuvo de manera retrospectiva y contdé con la

aprobacion del comité de investigaciones y ética del HUV.
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6 Resultados

6.1 Descripcion de las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los
sujetos del estudio

Se incluyeron muestras y la informacién clinica de un total de 106 nifios con signos y
sintomas de IRA de acuerdo a la descripcidén del INS en su protocolo de vigilancia en
salud publica %. Todos los pacientes ingresaron a la sala de urgencias pediatricas del
HUV y fueron monitorizados en sala de observacion por al menos un dia por los
médicos tratantes. En la mayoria de los casos, el motivo de consulta fue la presencia
de tos acompafada o no por congestién nasal. Bronquiolitis fue el diagnéstico clinico
mas frecuente (56.6%), seguido por neumonia en el 20% del total de los casos. Las
caracteristicas demograficas y clinicas de todos los individuos del estudio se detallan a
continuacién en la Tabla 2; y se describen segun diagnéstico viral de laboratorio en el
objetivo 2 (ver subcapitulo 6.3, pagina 53).
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Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas a la inclusion de nifios con
sospecha de IRA en las primeras 20 semanas epidemiolédgicas del 2017 (n=106)

Caracteristicas Estadistico
Edad en meses (mediana, min-max.) 3 meses y 8 dias aprox.
(12 dias-24 meses)

Sexo masculino (n, %) 68 (64.15)
Sintomas (n, %)

- Tos 102 (96.23)

- Congestion nasal 77 (72.64)

- Dificultad respiratoria 64 (60.38)

- Fiebre 62 (58.49)

- Conjuntivitis 5(4.72)
Diagnéstico clinico (n, %)

- Bronquiolitis 60 (56.60)

- Neumonia 21(19.81)

- Sepsis con compromiso pulmonar 14 (13.20)

- Asma 7 (6.60)

- Sindrome tosferinoso 3(2.83)

- Laringotraqueobronquitis 1(0.94)
Dias desde inicio de sintomas al diagnéstico 5 (1-20)
(mediana, min-max.)
Dias de estancia hospitalaria 4 (1-30)

(mediana, min-max.)

6.2 Determinacién de la prevalencia del HMPV

Para estimar la prevalencia de infeccion por el HMPV, se utilizaron los resultados
obtenidos con los dos ensayos, IFA directa y RT-PCR en tiempo real en las 106

muestras de secrecién nasofaringea.

En la Tabla 3 se resumen las frecuencias estimadas de positividad viral segun semana
epidemioldgica. Las dos muestras con infecciones virales mixtas, en las cuales uno de
los virus se detectd por IFA 'y el otro por RTPCR se presentan en las tablas Unicamente
para el virus detectado en la IFA. En general la frecuencia de infeccion viral fue alta, el
82.07% de los nifios incluidos fueron positivos para algun virus lo cual concuerda con
la sospecha clinica. So6lo 19 nifios (17.92%) fueron negativos para todos los 8 virus

respiratorios examinados. En total 19 nifios de los 106 evaluados para este virus
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tuvieron una infeccién positiva por HMPV, 15 de ellos por IFA y 19 por RT-PCR (un
nifio con infeccion viral mixta entre HMPV y RSV). Se estim6 una prevalencia para
HMPV de 16.98% (IC95%: 11.15-26.56%) en las primeras 20 semanas
epidemiolégicas del afio, se excluye la infeccion viral mixta. La infeccion viral méas
frecuente en este estudio fue RSV, con una prevalencia de 59,46% (63 de 106), de
ellos 40 fueron detectados por IFA'y 63 por RT-PCR.

Tabla 3. Frecuencia de virus respiratorios hasta semana epidemiolégica 20 de 2017.

A. B.
18
Virus (n, %) 16
Metapneumovirus humano* 18 (16.98) “

Virus Sincicial Respiratorio*’ 63 (59.43) =
Parainfluenza virus 3 2 4(3.77) g 12
Influenza virus B 2(1.89) g 10
Influenza virus A 0(0.0) 3 8
Parainfluenza virus 1 0(0.0) g 6

Parainfluenza virus 2 0(0.0) £
Frit i 0(0.0) ¢
Negativo 19 (17.92) 2

Frecuencia determinada por IFA + RT-PCR entiempo real

Frecuencia determinada sélo por IFA 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

* Muestras positivas para HMPV= 15y 18; R8V= 40y 63 par IFA y Semana epidemioldgica del 2017
PCR respectivamente. 'Unainfeccion mixta de RSV con HMPV. 2Una
infeccion mixla de PIV-3 con RSV EHMPV mRSV mPIV3 mFIuB i Neg

Izquierda en panel A. Frecuencia total de virus respiratorios. Derecha en panel B. Frecuencia de virus
respiratorios por semana epidemiolégica.

Otros virus detectados correspondieron a 4 casos con PIV-3 (3.77%) y 2 casos con
FluB (1.89%). Estos resultados indican que un 76.41% de la infecciones respiratorias
virales en lactantes son causadas por RSV y HMPV.

6.2.1 Evaluacién de la positividad viral por IFA segun el tipo de células del
tracto respiratorio

Para determinar el impacto del tipo de muestra en la positividad para HMPV en la

prueba de IFA, el estudio evalud retrospectivamente la positividad para HMPV en las

muestras del biobanco del laboratorio de Virologia de la Universidad del Valle

incluyendo todo el 2016 y las primeras 13 semanas epidemioldgicas del 2017. Las

muestras del 2016 fueron colectadas por hisopado nasal (células epiteliales nasales),

se incluyeron las muestras de nifios menores de 2 afios hospitalizados con diagnostico
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de IRA viral que cumplieron los mismos criterios de inclusion de los que se les evalud
secrecion nasofaringea (células epiteliales nasofaringeas). Se presentan los resultados
de IFA, para los 8 virus evaluados en este estudio incluido HMPV, de todas las
muestras retrospectivas del biobanco del afio 2016 (64 muestras) y de las primeras 13
semanas epidemioldgicas del 2017 (32 muestras) para un total de 96 muestras del
biobanco evaluadas. Estos resultados se comparan con los resultados para IFA de las
106 muestras de nasofaringe colectadas por succion (secrecion nasofaringea) del
presente estudio durante las primeras 20 semanas epidemioldgicas del 2017. Los
resultados de ésta comparacion se detallan en la Tabla 4 a continuacion, y se

muestran dos fotografias representativas del tipo de muestra en el Grafico 5.

Tabla 4. Frecuencia viral por IFA de acuerdo al tipo de muestra (n, %)

Virus Muestra de secrecion ~ Muestra de secrecion
nasofaringea nasal
(n=106) (n=96)
Metapneumovirus humano 15 (14.15) 1(1.04)
Virus Sincitial Respiratorio 40 (37.73) 15 (15.63)
Parainfluenza virus 3 4(3.77) 2(2.08)
Influenza virus B 2(1.88) 0(0.0)
Adenovirus 0(0.0) 1(1.04)
Influenza virus A 0(0.0) 0(0.0)
Parainfluenza virus 1 0(0.0) 0(0.0)
Parainfluenza virus 2 0(0.0) 0(0.0)
Negativo 45 (42.45) 77 (80.21)

En las muestras de secrecion nasofaringea se detectd positividad viral en 61 de 106
muestras lo cual equivale al 57.57%, mientras que en las muestras de secrecion nasal
s6lo hubo un 19.79% de positividad viral, es decir 19 de 96 muestras. En ambos casos,
el RSV fue el virus més frecuente sin embargo cuando se usO secrecion nasofaringea
la frecuencia de positividad fue 37.73% versus 15.63% cuando se uso hisopado nasal.
También fue mucho més alta la positividad para HMPV cuando se evalu6 en células
de la nasofaringe (14,15%) comparada con la deteccion en células del epitelio nasal
(1.04%). La temporalidad en la circulaciéon de los virus no afectd la comparacion entre

las muestras tomadas, puesto que al evaluar solamente las muestras tomadas en los
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mismos meses durante el 2016 y el 2017 (dato no mostrado), el resultado fue el

mismo.

Para los demas virus respiratorios, aunque la positividad fue muy baja, no hubo
diferencias en la frecuencia de deteccion entre los dos tipos de muestra, la mayoria
estuvo consistentemente negativa. Cuando se compararon las muestras solamente del
2017, se obtuvo significativamente mayor positividad tanto para HMPV como para RSV
en las muestras de secrecién nasofaringea. Los resultados indican que la técnica de
obtencion de la secrecidn respiratoria probablemente tiene un impacto importante en la
estimacion de la prevalencia de HMPV y RSV por IFA. La muestra de eleccidon
recomendada, segun estos resultados, es la secrecidbn nasofaringea obtenida por
succion. Por lo tanto, los resultados de muestras evaluadas retrospectivamente que
fueron tomadas todas por hisopado nasal no se consideraron en el analisis para

estimar la prevalencia de HMPV.

Grafico 5 Células de muestras nasales y nasofaringeas (40x)

Izquierda: muestra tomada de cavidad nasal con hisopo de madera con torunda de algodén, se observan
células grandes con alta relacidon nucleo:citoplasma sefialadas con flechas blancas. Derecha: muestra
tomada de nasofaringe por succién con sonda nasogastrica, se observan células pequefias de baja
relacién nucleo:citoplasma sefialadas con flechas azules. Ademas se observan células con tincién verde
manzana brillante y patrén moteado indicando células positivas a la infeccién por HMPV. Microscopio de
epifluorescencia bajo objetivo de 40X, la linea roja inferior derecha indica 10pm.
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6.3 Descripcion las caracteristicas clinicas, de severidad, desenlace
clinico y ocurrencia de infecciones virales mixtas en niflos menores
de 2 afios con IRA por HMPV

Se describen en la Tabla 5 los principales hallazgos clinicos, paraclinicos y
radiol6gicos de los nifios positivos a HMPV comparados con los nifios positivos para
RSV, el otro virus mas frecuentemente asociado a IRA en lactantes, y otros
diagndsticos virales.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas y de laboratorio segin agente etioldégico, n=106

Caracteristicas HMPV+ 1 RSV+1 Otros virus? Negativo?
Frecuencia y descripcion demografica
Frecuencia (n, %) 18 (16.98)3 63 (59.43)4 6 (5.66) 19 (17.92)
[1C95%)] [11.15-26.56] [50.41-69.74]
Edad en meses (mediana, min- 6 meses 3mesesy2dias 2mesesyb5dias 2mesesy 12 dias
max) (1.33-23.37) (0.33-23.3) (0.97-15.77) (0.6-24)
Sexo masculino (n, %) 13(72.22) 46 (73.02) 3 (50.0) 6 (31.58)
Paraclinicos?® (n, %)
Recuento de leucocitos normal* 14 (77.78) 52 (82.54) 5(83.33) 15 (78.95)
Recuento de neutréfilos normal 11 (61.11) 51 (80.95) 5(83.33) 12 (63.16)
Recuento de linfocitos normal 6 (33.33) 41 (65.08) 4 (66.67) 12 (63.16)
- Recuento aumentado 6 (33.33) 5(7.94) 1(16.67) 1(5.26)
Recuento de monocitos normal 7 (38.89) 22 (34.92) 0(0.0) 8 (42.11)
- Recuento aumentado 9 (50.0) 31(49.21) 6 (100.0) 10 (52.63)
Concentracion de proteina C 23 (0.2-116) 7.8 (0.3-150.8)8 1.45(0.2-74) 5.7 (0.2-192.3)
reactiva en mg/dL (mediana, min-
max)
Hallazgos radioldgicos? (n, %)
Radiografia normal 5(27.78) 9 (14.29) 1(16.67) 6 (31.58)
Opacidades sin consolidacion 6 (33.33) 22 (34.92) 2 (33.33) 1(5.26)
Atelectasia 2(11.11) 4 (6.35) 1(16.67) 1(5.26)
Consolidacién 1(5.56) 7(11.11) 1(16.67) 1(5.26)
Hiperaeracion 2(1.11) 6 (9.52) 1(16.67) 3(15.79)
Engrosamiento bronquial 1(5.56) 1(1.59) 0(0.0) 2(10.53)
Otros hallazgos® 1(5.56) 9 (14.29) 0(0.0) 1(5.26)
Auscultacion (n, %)
Normal 2(11.11) 9 (14.29) 2(33.33) 7 (36.84)
Estertores o roncus 8 (44.44) 21 (33.33) 2(33.33) 7 (36.84)
Cualquier sibilancia, inspiratorias o 8 (44.44) 33 (52.38) 2(33.33) 5(26.31)
espiratorias
Gravedad de la enfermedad
(n, %)
Leve 7 (38.89) 19 (30.16) 4 (66.67) 8 (42.11)
Moderada 9 (50.0) 28 (44.44) 2 (33.33) 11 (52.89)
Severa 2(11.11) 16 (25.40) 0(0.0) 0(0.0)
Unidad de cuidados intensivos 2(13.33) 23 (36.5) 0(0.0) 2(10.52)
Muerte 0(0.0) 2(3.17) 0(0.0) 0(0.0)

1 Diagnoéstico viral con IFA+RT-PCR en tiempo real. 2 Diagnéstico viral sélo por IFA. 3 Una infeccion mixta de RSV con
HMPV. 4 Una infecciéon mixta de PIV-3 con RSV.5 Un individuo en “grupo Negativo” sin paraclinicos reportados. ¢ Un
individuo en “grupo RSV+” sin resultado de proteina C reactiva. 7 Ocho individuos sin radiografia reportada, cuatro en
“‘grupo RSV+" y cuatro en “grupo Negativo”. & Otros hallazgos corresponden a combinaciones de los hallazgos mas
frecuentes asi: atelectasia con engrosamiento bronquial, opacidades o consolidacién; hiperaeracién con engrosamiento
bronquial; opacidades sin consolidacion o consolidacion. * Valores de referencia para hemograma descritos en el Anexo 2.
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La mediana de edad para los nifios con HMPV+ fue 6 meses (rango entre 1 mes y 9
dias — 23 meses y 11 dias) mientras que en los otros tres grupos de clasificacion se
observo medianas de edad de 3 meses 0 menos. La mayoria de los nifios con HMPV+
son de sexo masculino (72.22%) al igual que los nifios con infeccion viral positiva para
virus diferentes a HMPV. De los 15 nifios positivos para HMPV en los que se conocia
el antecedente de prematurez, tres nifios (20%) fueron prematuros y de éstos dos

fueron prematuros extremos (gestacion menor a 32 semanas).

En los pardmetros de laboratorio no se encontraron alteraciones en los recuentos
leucocitarios de los nifios con infeccién viral positiva, salvo en el recuento de
monocitos. La alteracion mas frecuente en el hemograma fue monocitosis en mas de la
mitad de los individuos del estudio. Otro resultado paraclinico como la proteina C
reactiva fue positivo en la mayoria de los nifios con infeccion por HMPV con una
mediana de concentracién de 23 mg/dL (rango 0.2-116). En la valoracién del sistema
respiratorio, la mayoria de los individuos de todos los grupos presentaron alguna
alteracion en el murmullo vesicular normal. En el grupo de HMPV+ se detectaron los
siguientes ruidos sobreagregados: roncus o estertores en 8 nifios (44.44%) y
sibilancias (cualquier sibilancia, sibilancias inspiratorias o espiratorias) en 8 nifios
(44.44%), resultado similar en el grupo de RSV y otros virus excepto en el grupo
negativo para todos los virus donde la frecuencia de sibilancias fue menor (26.31%).
En la mayoria de nifios se encontré alguna alteracion en la imagen pulmonar siendo el
resultado mas frecuente las opacidades sin consolidacion, alteracion caracteristica en

bronquiolitis. Clinicamente se clasificé la severidad de la enfermedad utilizando la

I 97 98-101

escala descrita inicialmente por Tal et al ** y posteriormente modificada (ver en
Anexo 4) la cual evalta la auscultacion, uso de musculos accesorios, frecuencia
respiratoria, saturacién de oxigeno con o sin oxigeno suplementado y condicion
general del nifio. De acuerdo a los resultados de este estudio, el 50% de los nifios con
HMPV+ tuvieron una gravedad moderada de la enfermedad. Sin embargo, la mayor
frecuencia de gravedad severa de la enfermedad se presentd en el grupo RSV+, donde
16 nifios (25.40%) presentaron el grado mas alto de severidad para la enfermedad. En

el grupo HMPV+ sélo dos nifios (11.11%) tuvieron una enfermedad severa.
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Durante este estudio se presentaron dos muertes asociadas a IRA, ambas en el grupo
de infeccion positiva Unica para RSV, una nifia y un nifio ambos de un mes y medio de
edad. Los nifios estuvieron hospitalizados en UCI pediatrica donde debido a
complicaciones inherentes a la enfermedad respiratoria y fallecieron luego de 7 y 8
dias respectivamente. Solo se conocia el antecedente perinatal de uno ellos quien
presentd prematurez extrema (nacimiento a las 29 semanas de gestacion) y bajo peso
al nacer (1450g); no se conocen los antecedentes del otro nifio salvo que venia

remitido de un resguardo indigena del departamento del Cauca.

6.3.1 Bajafrecuencia de infecciones virales mixtas

Se determinaron dos infecciones virales mixtas, ambas involucrando a RSV. El primer
caso se trata de una nifia de raza negra de 1 mes y 13 dias, en su primer episodio
respiratorio con once dias de evolucion de los sintomas. Los paraclinicos muestran
leucopenia con monocitosis y proteina C reactiva negativa (<0.2mg/dL). A la imagen
radiol6gica opacidades sin consolidacion. El diagnéstico de laboratorio fue RSV por
IFA, luego en el RT-PCR en tiempo real se detect6 simultdneamente HMPV (CT=21.78
y CT=34.68 respectivamente). El segundo caso se trata de un nifio de raza mestiza de
1 mes y 20 dias, con cinco dias de evolucién y antecedente de prematurez tardia (36
semanas de gestacion). Los paraclinicos muestran un hemograma con leucopenia y
proteina C reactiva positiva (55mg/dL). El diagnéstico por laboratorio fue PIV-3 por IFA,
luego en el RT-PCR en tiempo real se detectdé RSV (CT=32.61). Ambos nifios tuvieron
un diagnéstico clinico de bronquiolitis con severidad de la enfermedad moderada

(RSV+HMPV) y leve (RSV+PIV-3), sin complicaciones en la resolucion del cuadro viral.

Debido a la baja frecuencia viral por subgrupo, de infecciones virales mixtas y el

caracter exploratorio del estudio solamente se presentan de forma descriptiva.

6.4 Evaluacion del desempefio diagnéstico de la RT-PCR en tiempo real

A continuacion presentan los resultados de la evaluacion del desempefio diagndstico
entre la RT-PCR en tiempo real y la IFA directa al detectar una infeccion positiva por

HMPV. Adicionalmente se evallan los mismos parametros para RSV dado que la
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prueba molecular es un duplex RSV/HMPV (ver subcapitulo 5.6.3, pagina 42). En
ambos casos se toma la IFA como estandar de oro o prueba de referencia.

Se realiz6 RT-PCR en tiempo real a las 106 muestras de pacientes incluidos en el
estudio. Se detectaron 18 muestras positivas para HMPV, 63 para RSV y una muestra
con infeccion mixta para ambos virus. En 24 muestras (22.64%) no se detect6 HMPV ni
RSV.

6.4.1 Diagnéstico molecular de HMPV por la prueba RT-PCR en tiempo real

En la Tabla 6 se describe la positividad de las muestras para HMPV de acuerdo a la

técnica de deteccién utilizada:

Tabla 6 Deteccion de HMPV por IFA versus RT-PCR en tiempo real (n, %)

RT-PCR para HMPV IFA para HMPV Total
Positivo Negativo Total
Positivo 14 4 18
(93.33) (4.40) (16.98)
Negativo 1 87 88
(6.67) (95.60) (83.02)
TOTAL 15 91 106

(14.15) (85.85)  (100.0)

El diagnostico molecular de HMPV comparado con el diagnéstico por IFA detectd 14
muestras positivas y 87 muestras negativas para ambas pruebas. Cuatro muestras
fueron positivas por el RT-PCR en tiempo real pero negativas por IFA, mientras que
una sola muestra fue positiva por IFA y negativa por el RT-PCR en tiempo real. En
total, la prueba molecular detecté 18 muestras positivas versus 15 muestras que
detecto6 la IFA. De todas las muestras analizadas, 88 fueron negativas por la prueba

molecular versus 91 por IFA.

Lo anterior, permitid estimar los parametros de desempefio diagnéstico para el RT-
PCR de HMPV que se describen a continuacion. La sensibilidad calculada fue
S=93.33% (1C95%: 70.18% - 98.81%), lo cual quiere decir que de cada 100 veces que

se realice el RT-PCR en tiempo real, 93 de las veces se detectara correctamente a los
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individuos con infeccién positiva para HMPV, sin embargo con una confianza del 95%
la sensibilidad de esta prueba estara entre 70% y 99% aproximadamente. La
especificidad calculada fue E=95.6% (1C95%: 89.24% - 98.28%) lo cual indica que 95%
de los nifios sin infeccion por HMPV confirmados por IFA también tienen un resultado
negativo en la RT-PCR en tiempo real. Con respecto a los valores predictivos positivo y
negativo, los cuales indican la probabilidad de que el test estdndar de oro (IFA) sea
positivo dado que el test (RT-PCR en tiempo real) es positivo y que el estandar de oro
sea negativo dado que el test es negativo, respectivamente, se encontré que de 100
nifios con HMPV el RT-PCR en tiempo real detecta 78 (VPP=77.78%, IC95%: 54.78% -
91%). Y, de 100 nifios sin HMPV el test lo indica asi en 99 de ellos (VPN=98.86%,
IC95%: 93.84% - 99.8%).

Ademas, se estimd la concordancia entre las pruebas RT-PCR en tiempo real e IFA
mediante el indice Kappa que fue 0.8206 (IC95% 0.6316 - 1.01) que de acuerdo a la
escala Landis y Koch es una concordancia entre ambas pruebas “casi perfecta” (ver
Anexo 6). Es decir que por cada 100 veces que se realice la comparacion de
diagnéstico para HMPV entre la RT-PCR en tiempo real e IFA, 95 de esas veces se va
a obtener una concordancia entre considerable y casi perfecta.

Cinco muestras fueron discordantes entre las pruebas evaluadas (ver detalle en Anexo
7) una muestra positiva por IFA pero negativa por RT-PCR en tiempo real y cuatro
muestras negativas por IFA pero positivas por RT-PCR en tiempo real. Dichos
resultados pueden ser explicados de acuerdo al ciclo umbral de deteccion [Threshold
Cycle (CT)] de la prueba molecular, que es un indicador de la cantidad de virus en la
muestra. EI CT es el numero del ciclo de amplificacion en el cual la fluorescencia
generada por la reaccion de PCR es superior a la fluorescencia de base y es una
medida de concentracion relativa de la cantidad de DNA blanco (en este caso el virus)
en la muestra. La relacion entre CT y la cantidad de DNA es inversamente
proporcional, es decir que a menor CT mayor es la concentracion de virus en la
muestra y por el contrario a mayor CT menor es la concentracion de virus que se tiene
en la muestra. La muestra positiva por IFA y negativa por RT-PCR en tiempo real
(IFA+PCR-) no tuvo CT detectable por RT-PCR en tiempo real. Mientras que las cuatro

muestras que fueron positivas solo por la prueba molecular (IFA-PCR+) tuvieron un CT
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de 20.63, 34.61, 34.68 y 38.79 cada una. Para determinar si la concentracion de virus
(a juzgar por el valor CT) podria explicar la discordancia en los resultados de la IFA e
RT-PCR en tiempo real se realiz6 el andlisis de los valores CT de todas las muestras
concordantes entre la IFA y RT-PCR en tiempo real (n=14) y todas las discordantes
con la IFA (n=5) para un total de 19 muestras, como se detalla en la Tabla 7. Se
excluyen de éste analisis los resultados negativos para ambas pruebas.

Tabla 7. Comparacién de valor CT del RT-PCR en tiempo real en muestras
discordantes con la IFA para HMPV (n=19)

Muestras Concordantes Muestras Discordantes
(n=14) (n=5)*

Valor CT del RT-PCR
para HMPV+ 24.36 (17.39-28.68) 34.65 (20.63-38.79)
(mediana, min-méax)

* Cuatro muestras positivas sélo por RT-PCR y una muestra positiva sélo por IFA

Para el analisis anterior se consideran dos grupos de muestras con resultados
concordantes o discordantes entre la RT-PCR en tiempo real y la IFA. Las muestras
concordantes tuvieron mas bajos valores CT (mediana=24.36; min: 17.39; max: 28.68),
gue las muestras discordantes (mediana=34.65; min: 20.63; max: 38.79), indicando
gue habian niveles mayores de virus en las muestras concordantes por ambas
técnicas. Mientras que las muestras discordantes que fueron detectadas por la prueba
molecular, pero no por IFA, tenian menor concentracion de virus. Lo anterior sugiere
gue el RT-PCR posiblemente tiene mejor sensibilidad de deteccion que la IFA (Anexo

7) y eso explicaria los falsos positivos al compararlo con la IFA como estandar de oro.

6.4.2 Diagnostico molecular de RSV por la prueba RT-PCR en tiempo real

El diagndstico molecular de RSV comparado con el diagnéstico por IFA detectd 40
muestras positivas y 42 muestras negativas para ambas pruebas como se describe en
laTabla 8.
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Tabla 8 Deteccidén de RSV por IFA versus RT-PCR en tiempo real (n, %)

IFA para RSV Total
RT-PCR para RSV Positivo Negativo Total
Positivo 40 24 64
(62.50) (36.36) (60.38)
Negativo 0 42 42
(0.0) (63.64) (39.62)
TOTAL 40 66 106

(37.74) (62.66)  (100,0)

En total, la prueba molecular detectdé 64 muestras positivas mientras que la IFA detecto
40. Mediante la prueba molecular 42 muestras fueron consideradas negativas y por IFA
66 muestras. Con base en estos resultados se calcularon los siguientes parametros de
desempenio diagnéstico para la RT-PCR en tiempo real de RSV: la sensibilidad fue del
100% (S=100.00%, 1C95%:91.24 — 100) y la especificidad 63.64% (E=63.64%, |C95%:
51.58 - 74.19). Los valores predictivos positivos y negativos fueron 62.5% y 100%
respectivamente (VPP=62.50%, 1C95%:50.25-73.33 y VPN=100%%, 1C95%: 91.62-
100).

La concordancia determinada fue indice Kappa igual a 0.5691 (IC95%: 0.3973 -
0.7409) lo cual indica una concordancia moderada entre ambas pruebas segun la
escala de Landis y Koch . Veinticuatro muestras fueron IFA-PCR+ y ninguna
muestra IFA+ fue PCR- (ver detalle en Anexo 8). Al igual que para HMPV la
discordancia entre la prueba molecular de RSV y la IFA se detalla a continuacién en la

Tabla 9. Se excluyen de éste analisis los resultados negativos para ambas pruebas.

Tabla 9. Comparacion de valor CT del RT-PCR en tiempo real en muestras
discordantes con la IFA para RSV, (n=64)

Muestras Concordantes Muestras Discordantes
(n=40) (n=24)*

Valor CT del RT-PCR
para RSV 20.645 (15.21-25.84) 27.6 (20.25-35.44)
(mediana, min-méax)

* Muestras positivas solo por RT-PCR en tiempo real.
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Las muestras con resultados concordantes tuvieron un valor CT entre 15.21 y 25.84
con una mediana de 20.64, mientras que las muestras discordantes tuvieron valor CT
entre 20.25 y 35.44 con una mediana de 27.6. Lo anterior, al igual que con HMPV
sugiere que la discordancia entre las pruebas podria ser debido a la cantidad relativa
de virus en las muestras. La RT-PCR de RSV detecta valores tan bajos como
LoD95%=2.0 TCID50/mL mientras que la IFA al ser una prueba cualitativa requiere de
una célula infectadas por campo en un objetivo de 40x para detectar positividad. Una
sola célula positiva en toda la muestra (la cual es indetectable por IFA) podria contener
miles de copias del virus que si son detectables por el RT-PCR. En el Anexo 8 se
detallan las muestras negativas por IFA pero positivas por el RT-PCR, la mitad de las
muestras (14 de 24) tuvieron un valor CT mayor a 27 y una cuarta parte de ellas (7 de
24) tuvieron un CT mayor a 30. Por lo tanto, el RT-PCR de RSV posiblemente tiene
mejor sensibilidad de deteccidon que la IFA y eso explicaria los falsos positivos al

compararlo con la IFA como estandar de oro

Los dias desde inicio de sintomas al diagndstico entre resultados discordantes y
concordantes fueron similares para HMPV y RSV. En individuos con infeccién por
HMPV la mediana de dias fue 4 y 4.5 y para RSV fueron 5y 6 dias en los grupos de

resultados concordantes y discordantes respectivamente.
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7 Discusion

Los hallazgos en este trabajo de investigacion confirman que el HMPV es agente
etiolégico de IRA en nifios menores de dos afos (lactantes) que consultan al servicio
de urgencias en un hospital de tercer nivel en Cali. La prevalencia determinada para
HMPV (16.98%; 1C95%: 11.15-26.56%) en lactantes resulté ser 4.69 veces mayor a la
frecuencia estimada previamente para todos los grupos de edad en Colombia entre
2000-2011°. Los hallazgos en el presente estudio son informacién nueva sobre la co-
circulacion de HMPV y RSV en lactantes colombianos.

Un resultado novedoso fue encontrar al HMPV como el segundo virus mas prevalente
después de RSV asociado a episodios de IRA en lactantes. A nivel mundial se ha
establecido que virtualmente a la edad de cinco afios todos los nifios tendran
anticuerpos contra el HMPV indicando asi que han tenido contacto previo con el virus °,
sin embargo en Colombia pocos son los estudios publicados sobre la frecuencia y

seroprevalencia de virus respiratorios a nivel nacional ***%®

incluyendo la vigilancia en
salud publica realizada por el INS *'%°. Tradicionalmente RSV ha sido el principal virus
implicado en IRA; en el 2005 se estim6 que la carga de morbilidad ocasionada por RSV
a nivel mundial fue aproximadamente 33 millones (1C95%:19.3 - 46.2) de nuevas
infecciones y 3.4 millones (IC95%: 2.8 - 4.3) de hospitalizaciones por IRA severa en
nifios menores de cinco afios (6 de cada 1000 nifios menores de un afio) **. Sin
embargo, para HMPV sélo se ha publicado un estudio estimando la carga de
enfermedad en poblacién pediatrica general de USA en el cual 55 de cada 1000
(IC95%:46-66) nifios menores de cinco afos consultaron al médico pero sélo 1 por
cada 1000 nifios requirid hospitalizacion ®*. Al comparar entre menores de cinco afios,
la tasa de hospitalizacion de HMPV resulto ser similar a las tasas de Influenza virus (1

por cada 1000)**° y Parainfluenza virus (1 por cada 1000) ***

, aunque tres veces menor
que la tasa de RSV (3 por cada 1000)*?, estas incidencias fueron establecidas de
acuerdo a estudios en tres condados de USA (Cincinnati, Nashville, y Rochester, New
York) en el marco de The New Vaccine Surveillance Network (NVSN) organizacion

establecida por el CDC desde 1999; estos datos no son necesariamente
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representativos para las regiones tropicales y paises en via de desarrollo como
Colombia. Los hallazgos del presente estudio contribuyen al conocimiento de la
enfermedad por HMPV en el contexto de nuestro pais y su prevalencia entre nifios

menores de dos afos.

Una contribucion importante de este estudio es la evidencia epidemioldgica para incluir
al HMPV como parte del diagnéstico clinico de rutina en los pacientes con IRA de
fenotipo viral y como diagndstico diferencial de las bronquiolitis en lactantes en Cali,
particularmente en el Hospital Universitario del Valle. De manera importante, se
confirmé que la prueba de IFA para HMPV tiene un desempefio diagnéstico similar a
una prueba molecular de mayor costo. Asi mismo, un beneficio adicional fue el acceso
gl diagnéstico de virus respiratorios de importancia clinica para al menos 200 lactantes
que consultaron la sala de urgencias pediatricas del HUV, quienes tuvieron la
oportunidad de un diagnéstico temprano. Por lo cual se realizé un importante aporte a
la salud publica local para la ciudad y la institucion hospitalaria participante. EI INS
detalla en su protocolo de vigilancia para infecciones respiratorias?®®, acciones
individuales y colectivas que promuevan actividades como la inmunizacién preventiva
ante la infeccion por virus de la influenza, el uso profilactico de Palivizumab en
prematuros extremos, la notificacién de casos por parte de los UPGD, busqueda activa
comunitaria, entre otros para prevenir, diagnosticar y vigilar las IRA. Aunque algunas
guias internacionales sobre el manejo de bronquiolitis no apoyan el diagnostico viral de

42,11
A%2113

rutina para las IR , otros grupos de expertos soportan el requerimiento de

diagnostico viral de rutina en IRA ***,

A pesar de que no existe un consenso o guia nacional sobre los virus respiratorios a
evaluar de rutina ante la sospecha clinica de un episodio de IRA, la principal utilidad
del diagndstico clinico de virus respiratorios es el beneficio integral del paciente en
términos de: i) la correcta clasificacion e aislamiento de pacientes y personal de salud
infectados para minimizar el riesgo de transmision a pacientes mas susceptibles (hasta
71% de transmision viral entre las 2 a 4 horas luego del contacto con un nifio infectado
con RSV '*°), i) control en el uso indiscriminado de antibiéticos, iii) el uso de terapias
antivirales preventivas disponibles a los pacientes que lo requieran como el

Palivizumab para RSV y la vacuna para Influenza virus y iv) para la comunidad:
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estableciendo indicadores de vigilancia virologica de interés nacional en salud publica,
realizando la identificacion de virus emergentes y reemergentes y estableciendo las

tendencias epidemiolégicas virales del sector '

. Si bien la baja frecuencia de
muestras negativas en este estudio sugiere un alto acierto en el criterio clinico (sélo 19
muestras de 106 fueron negativas para los virus evaluados) sigue siendo necesaria la
confirmacion por laboratorio de la sospecha clinica por las razones mencionadas

anteriormente.

Este estudio demuestra que en lactantes hospitalizados por IRA de sospecha viral,
RSV y HMPV explican el 80% de la etiologia. Realizar un diagnéstico diferencial entre
estos dos virus principales responsables de las bronquiolitis y neumonias graves
podria contribuir a la optimizacion de recursos del sistema de salud y disminuir el
impacto de la morbilidad por IRA. El diagnéstico diferencial entre RSV y HMPV es
importante para la estimacién de la carga de enfermedad y probablemente para la
toma de decisiones en salud publica apropiadas para nuestro entorno, tales como la
identificacion de poblacion blanco para prevencion con futuras vacunas o indicacion de
esquema de profilaxis con Palivizumab. Estudios previos indican que la interferencia
epidemioldgica (inmunoldgica y no inmunolégica) dada por la co-circulacion de
patégenos en la misma poblacion puede tener potencialmente importantes

" una de las

consecuencias en el disefio de un esquema de inmunizacién efectivo **
principales razones es la carga de enfermedad dada por el agente etiolégico, es decir,
gue parte de la efectividad de la vacuna en proteger contra una enfermedad esta dada
en que dicha vacuna esté dirigida contra los microorganismos mas prevalentes en
dicha enfermedad y de ahi la necesidad de vacunas polivalentes. Un estudio
colaborativo entre investigadores del Center for Infectious Disease Dynamics de la
Universidad estatal de Pensilvania y el departamento de matematicas de la
Universidad de Utah en USA describieron como una posible inmunidad cruzada
protectora temporal entre RSV, Parainfluenza virus y HMPV podria explicar la
temporalidad de circulacion de cada virus en una ventana de observacion de 14 afos
(2000-2014) 8. Sin embargo, el desarrollo de vacunas exitosas no ha sido posible
debido a que estos virus no generan una inmunidad a largo plazo, incluso luego de la

infeccion natural y esto explica la alta tasa de reinfecciones durante la vida.

64



Aunque al presente se han desarrollado estrategias vacunales para estos dos virus que
son potenciales candidatos para ser comercializados como vacuna alrededor del

mundo &8

, €l Unico tratamiento profilactico aprobado para su uso en nifios es el
Palivizumab, efectivo s6lo para RSV; se trata de un anticuerpo monoclonal humanizado
(fragmento Fab de ratén y fraccion Fc de humano) que confiere inmunidad pasiva
contra el RSV reduciendo los dias de estancia hospitalaria pero no evita la infeccién ni
previene mortandad. En Colombia, Palivizumab (15mg/kg) estd indicado para la
prevencién de IRA grave del tracto respiratorio inferior que requiere hospitalizacion
producida por RSV en: nifios nacidos a las 32 semanas o menos de gestacién y que
tienen menos de 6 meses de edad en el inicio de la estacion RSV y nifios menores de
2 aflos que hayan requerido tratamiento de la displasia broncopulmonar durante los
ultimos seis meses; pero en nifios con cardiopatia congénita hemodindmicamente
significativa aiin no hay un consenso **°. Sin embargo su uso en nuestro medio sigue
siendo controversial, un estudio en 2013 evalué la costo-efectividad del uso profilactico
del Palivizumab en nifios colombianos prematuros de 32 semanas O menos
concluyendo que Palivizumab no es costo-efectivo en nuestro medio ($53.121.137 de
pesos colombianos por cada afio de vida ganado) y para que lo sea debe disminuir su
costo dos terceras partes de su precio actual (en 2013: $25.831 pesos por gramo) .
Con los resultados preliminares de este estudio que reportan el HMPV como segunda
causa de hospitalizacién por IRA grave en lactantes en Colombia, se hace necesario
evaluar su impacto en las IRA grave en nifios con historia de prematurez. Lo anterior
permitiria un mejor manejo y de manera importante la optimizacion de uso del

Palivizumab efectivo solamente en RSV.

Con respecto a las caracteristicas demogréficas y clinicas observadas en este estudio,
la infeccion por HMPV parece ocurrir a mayor edad , 6 meses de edad, mientras que la
infeccibn con RSV ocurre a mas temprana edad, 3.07 meses de edad, coincidiendo
con lo descrito para la infeccion HMPV comparativamente con RSV '*'??  Las
caracteristicas clinicas observadas en nifios con infeccion viral positiva fueron similares
y corresponden a sintomatologia de vias respiratorias inferiores y sindrome de
dificultad respiratoria leve a moderado asociado a tos y congestion nasal. En un reporte
de casos del 2012 4, el primero sobre HMPV en Colombia se describen seis nifios

hospitalizados en el Hospital Pablo Tobdn Uribe de Medellin con infeccion positiva para
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HMPV, se refieren como caracteristicas clinicas importantes la acentuada hipoxia que
presentaron algunos de pacientes evidenciada en necesidad de oxigeno durante la
enfermedad con indicacion de compromiso intersticial. Las edades de estos nifios
fueron entre los once meses y nueve afos. El diagndstico de laboratorio fue realizado
por cultivo en tres lineas celulares diferentes y posteriormente confirmado por IFA y
PCR. Para estos seis casos, la recuperacion fue completa, utilizando Unicamente
medidas de soporte. Aunque las caracteristicas clinicas entre infecciones virales son

indistinguibles de acuerdo a su etiologia **

, €l espectro de manifestaciones clinicas
descritas para HPMV varia entre sintomas de vias respiratorias altas hasta cuadros
severos de bronquiolitis y neumonia. Los hallazgos de este estudio describen una alta
frecuencia de sintomas respiratorios bajos y diagnéstico clinico de bronquiolitis en el
50.0% de los pacientes con HMPV y neumonia en el 38.89%, hallazgos similares al
estudio espafiol de Garcia-Garcia et al ***. La mitad de las IRA causadas por HMPV
fueron clasificadas como grado moderado (50.0%) de enfermedad y sélo el 11.1% de
los casos fueron severos. En general RSV parece causar una enfermedad mas severa
que HMPV con 25.4% vs 11.1% de casos severos y 36.5% vs 13.33% de traslados a la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) por RSV y HMPV respectivamente. Si bien RSV
tiene mas estrategias de evasioén inmune, como las proteinas NS1 y NS2 ausentes en

2 125’126, se han

HMPV y una induccién de respuesta inmunoldgica inflamatoria tipo Th
reportado casos muy severos de infecciones por HMPV asociadas al sistema nervioso
central involucrando episodios de epilepsia y encefalitis **?"*?®, En el presente estudio
siete nifios tuvieron algun episodio de convulsion durante su estadia hospitalaria bajo
el tratamiento para la IRA, cinco de ellos fueron positivos para RSV y ninguno de ellos
fue positivo para HMPV. En ninguno de los casos fue el primer episodio convulsivo y
en la mayoria el grado de enfermedad por IRA fue leve. Hubo dos muertes asociadas a
IRA, ambos con infeccion positiva por RSV y con factores de riesgo socioeconémico
como desnutricion, demora en la oportunidad de consulta médica, prematurez y bajo
peso al nacer. No se presentaron muertes asociadas a infeccion por HMPV. Ademas,
sblo el 1.88% de las infecciones detectadas fueron mixtas (n=2) contrario a otros
estudios donde se han confirmado tasas de infecciones mixtas entre HMPV y RSV
desde 10 hasta 72% principalmente en nifios hospitalizados en UCI ®. Un estudio
espafiol reciente que involucré 1041 menores de 14 afios hospitalizados por IRA,

detectd 38% de co-infecciones entre HMPV y otros virus principalmente: rinovirus
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(41.5%) y enterovirus (33.8%), siendo la co-infeccion con RSV (16.9%), PIV (13.8%) y
bocavirus (12.3%) las de menor frecuencia "°. En nuestro estudio las co-infecciones se
dieron entre RSV+HMPV y RSV+PIV-3.

Algunos estudios afirman que factores como las co-infecciones y el genotipo viral

influyen sobre la severidad de la enfermedad **°

, en el nuestro un bajo porcentaje de
IRA fue considerado de gravedad severa lo cual puede estar relacionado con la baja
frecuencia de infecciones virales mixtas aunque no se haya determinado el genotipo
viral circulante. Sin embargo otros factores como la una alta carga viral parecen estar
mas relacionados con sintomatologia de vias respiratorias bajas y mayor severidad en
la enfermedad que las co-infecciones y los genotipos virales *?%. Aunque es un tema
controversial ya que recientemente un estudio evalud la interdependencia entre la
carga viral, la respuesta inmune innata y la clinica de la enfermedad por RSV
concluyendo que una alta carga viral al inicio de la enfermedad puede estimular mas
eficientemente la respuesta inmune innata resultando en una rapida resolucién de la
enfermedad™®. Asi mismo se ha reportado que la infeccién por RSV puede generar
inmunidad protectora (cross-protective immunity) para PIV1-3 y HMPV, aunque no se
pudo demostrar su efecto reciproco para RSV*é,

Entre los hallazgos paraclinicos mas del 70% de los nifios del estudio tuvieron un
recuento de leucocitos normal con algunas alteraciones en el recuento de
mononucleares. Se encontré6 una marcada monocitosis en el 50.0% de los nifios con
HMPYV y valores similares en los demas nifios del estudio. Linfopenia sélo ocurrié en un
tercio de los nifios con HMPV (33.33%), en el 26.98% y 16.67% de los nifios con RSV
y otros virus respectivamente. Ambos resultados de linfopenia y monaocitosis se han
reportado para las infecciones respiratorias agudas de virus diferentes a Influenza
como HMPV y RSV "% Otro parametro paraclinico como la concentracion de
proteina C reactiva fue ligeramente mayor en el grupo HMPV+ frente a los otros tres
grupos de nifios (23.0, 7.8, 1.45 y 5.7, HMPV+, RSV+, otros virus y negativo
respectivamente). Aunque su uso en la préctica clinica es orientado al pronéstico de
los pacientes y en el caso de las infecciones respiratorias para diferenciar la etiologia

bacteriana de la viral, donde en la primera el proceso inflamatorio es mayor y por tanto
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la concentracion de proteina C reactiva es muy alto comparado con las infecciones

virales.

Los resultados de este estudio muestran claramente diferencias en las frecuencias
estimadas de HMPV y RSV de acuerdo al tipo de muestra evaluada. Se encontré que
la positividad viral para RSV y HMPV es menor en las muestras de secrecion nasal
tomadas con hisopo que en las muestras nasofaringeas tomadas por aspirado (ver
Tabla 4). Aunque algunos estudios han indicado que no existen diferencias entre la

muestra nasal y nasofaringea *'3°

, otros si sugieren que hay diferencias en la
positividad viral de acuerdo al tipo de muestra comparando diferentes técnicas de
deteccién viral como IFA, PCR y cultivo®****", Las diferencias en las frecuencias virales
entre tipos de muestras se han reportado principalmente para Influenza virus y RSV
sugiriendo que la deteccion de RSV por IFA en muestras de secrecion nasofaringea es
mucho mas sensible que en muestras nasal, lo cual coincide con los hallazgos de este
estudio, mientras que lo contrario ocurre para Influenza virus **®. Sin embargo si se
utiliza PCR para la deteccion viral ambas muestras son igual de sensibles, lo cual no
fue evaluado por nuestro estudio. Las principales diferencias entre ambas muestras
son el tipo de células evaluadas, aunque el epitelio nasal y de la nasofaringe estan
recubiertos por el mismo epitelio cilindrico ciliado seudoestratificado (epitelio
respiratorio), al tomar la muestra con hisopo de madera y torunda de algodén se
alcanza el vestibulo y no la region posterior de la cavidad nasal lo cual se observa al
microscopio como células grandes aplanadas (escamosas) con una alta relacion
nucleo:citoplasma (1:4 a 1:5), por el contrario en la muestra de aspirado nasofaringeo
se observan células pequefias de base ancha y extremo apical angosto con una
relacion nucleo:citoplasma baja (1:1 a 1:2) morfologia tipica del epitelio respiratorio (ver
en Grafico 5). Por tanto la muestra tomada con hisopo no es representativa del epitelio
respiratorio sino de células del vestibulo nasal cuyo epitelio esta en constante recambio
como medida fisica de proteccién, ademas el hisopo al tener una superficie absorbente
(torunda de algodon) no permite una buena recuperacion de células pues quedan
atrapadas en la matriz de algodén disminuyendo la posibilidad de detectarlas en la IFA.
Por el contrario la muestra nasofaringea tomada por succion conserva la integridad
celular al estar en contacto directo con una matriz lisa y de la cual faciimente se

pueden recuperar todas las células tomadas en la muestra. Los hallazgos de este
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estudio sugieren utilizar muestras de secrecion respiratoria tomadas por aspirado y no
por hisopado con algodon para la deteccion viral por IFA. En caso de utilizar hisopado
para la deteccién de virus por IFA, se prefieren los hisopos con mango de aluminio o
plastico flexible y punta de poliéster, dacron, rayén o nylon, ya que son mas delgados y
maleables adaptandose a la anatomia de la cavidad nasal para alcanzar la
nasofaringe, ademas los materiales de la punta permiten un barrido suave del epitelio
respiratorio para la obtencién de células sin absorberlas dentro de la matriz del mismo
o interferir en las pruebas de deteccién **°. No se recomiendan los hisopos de punta de
algoddén o de alginato de calcio ya que las fibras de estos materiales pueden causar
interferencias en la lectura de la IFA%, Sin embargo, al utilizar PCR como la técnica de
deteccién algunos estudios han encontrado igual sensibilidad al tomar la muestra con
hisopo o mediante aspirado, y en este caso se prefiere utilizar los hisopos de punta de
algoddn secos conservados a temperatura ambiente para una mayor recuperacion de
RNA viral %,

Este estudio realizé6 una comparacion de la deteccién molecular de HMPV y RSV con
la deteccion por IFA (Tabla 6 y Tabla 8), porque esta Ultima continta siendo la prueba
de eleccion para el diagnostico de rutina por su rapidez y bajo costo en comparacion
con técnicas moleculares. Los hallazgos en este estudio, muestran que para HMPV el
desempefio diagnostico de la RT-PCR en tiempo real fue muy bueno, con una
concordancia casi perfecta entre la RT-PCR en tiempo real y la IFA con un indice
kappa=0.8208. Los valores de sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en tiempo
real estdn por encima del 90.0% (S=93.33%, E=95.6%) y los valores predictivos
positivos y negativos fueron superiores al 70% (VPP=77.78%, VPN=98.86%). El
LoD95% de la prueba molecular es 3.1logDlsy/mL (20.4x10° TCIDs/mL) y 3.7
logDlso/mL (44.7x10% TCIDso/mL) para HMPV-A y HMPV-B respectivamente y para la
IFA es 4.0x10% PFU/mL, 1.0x10° PFU/mL, 6.25x10° PFU/mL y 2.75x10° PFU/mL para
HMPV-Al, HMPV-A2, HMPVB-B1 y MPV-B2 respectivamente. Similares resultados se
han obtenido en otros estudios, donde el LoD de HMPV-A ha sido 10°copias/mL y para
HMPV-B 10%copias/mL '*°. Asumiendo una distribucién Poisson*** puede estimarse
qgue el LoD de IFA en términos de TCIDso/mL es aproximadamente 2.8x10% TCIDgo/mL
para HMPV-Al, tedricamente 10 veces menor que el reportado para la prueba

molecular (20.4x10° TCIDsy/mL). Sin embargo el desempefio diagnostico de la prueba
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molecular se mide en términos cualitativos dicotomicos pues se evalGa un resultado
positivo o negativo. Con lo cual los parametros de desempefio evaluados como la
sensibilidad, especificidad y VPP, VPN son muy buenos dado que la concordancia

entre las pruebas fue casi perfecta'®

y permiten estimar que la prueba diagnéstica
cualitativa tiene un buen desempefio diagndstico'®®. Lo anterior sugiere que para la
deteccion de HMPV la prueba molecular y la IFA son igual de tiles en la oportunidad
diagnostica que ofrecen, y para el diagnéstico de rutina se podria utilizar
indistintamente una u otra prueba, lo cual también ha sido sugerido por otros
investigadores '*%. Paralelamente, en el caso de RSV los parametros de desempefio
diagndéstico de la RT-PCR en tiempo real comparada con la IFA arrojaron un alto
namero de muestras clasificadas como falsos positivos. Al realizar el analisis
estadistico de concordancia entre la prueba molecular y la IFA se obtuvo un indice
kappa=0.5691 que segun la escala de interpretacibn revela una concordancia
“moderada”. Este estudio analizé la prueba molecular comparada con la IFA como
estandar de oro (prueba de referencia). Sin embargo la sensibilidad de la prueba
molecular para RSV (kit diagnostico que ha sido usada como estandar de oro en
evaluaciones por otros estudios) fue mayor que la prueba de referencia lo cual se
enmascara en los valores de especificidad y valor predictivo negativo del RT-PCR en
tiempo real, como falsos positivos, dado que el test diagnostico superé la sensibilidad
de la prueba de referencia. La IFA detectdé como positivas para RSV un total de 40
muestras mientras que el RT-PCR en tiempo real detecté 64, un 37.5% mas de
muestras positivas para RSV que no fueron detectadas por la IFA. El LoD95% de la
prueba molecular para RSV (subtipo A) es de 2.0 TCIDso/mL pero para la IFA no se
especifica en el inserto del estuche comercial . Estudios como el de Reis et al en
Brasil utilizaron el RT-PCR como prueba de referencia para evaluar la IFA reportando
una S=69.4% y E=99.7%'* resultados contrarios a los nuestros pero que serian
similares a los del presente estudios si hubiésemos usado el RT-PCR en tiempo real
como referencia (S= 62.5%, 1C95%:50.25-73.33; E=100%; 1C95%:91.62-100;
VPP=100%; IC95%: 91.24-100; VPN= 63.64%, 1C95%:51.58-74.19). Sin embargo el
proposito de nuestro estudio fue estimar el desempefio diagnéstico del RT-PCR como
la nueva prueba y era necesario utilizar la IFA como prueba de referencia. Contrario a
todos los resultados anteriores algunos estudios reportan una buena concordancia

entre ambas pruebas con valores aproximados de S=94.12% y E=97.95% también
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1457147 Algunos investigadores consideran que los

utilizando el PCR como referencia
estudios financiados por las mismas casas comerciales que venden los estuches
diagnésticos pueden suponer un conflicto de interés para la estimacion de los
parametros de desempefio diagnostico de dichos estuches diagnosticos. Los hallazgos
en el presente estudio sugieren que para RSV es mejor realizar la prueba molecular ya
que supera la sensibilidad de la IFA. Siendo la IFA una prueba de tamizaje se
esperaria que su sensibilidad fuese més alta que su especificidad, toda vez que esto
permite detectar todos los posibles positivos para luego ser corroborados mediante una
prueba de alta especificidad o prueba confirmatoria, aun asi se debe considerar un
analisis de costo-efectividad entre las pruebas de IFA y RT-PCR en tiempo real antes
de su implementacién en el diagnéstico de rutina. En general debido a su alta
sensibilidad, las pruebas moleculares se recomiendan a como pruebas de referencia

148149 En el caso de HMPV fueron las nuevas

en todos los campos de la microbiologia
técnicas moleculares combinadas con las técnicas de aislamiento viral tradicionales
que permitieron su descubrimiento en 2001. A partir de aislados virales en cultivos
celulares no identificados que se realizé amplificacion del RNA y su posterior analisis
de secuencia de nucleétidos para finalmente hacer la identificacion de un nuevo género
y especie viral para los humanos que estaba circulando sin ser detectado por los
métodos diagnésticos del momento 3. La secuenciacién de nueva generaciéon (NGS)
promete ser una plataforma de apoyo en la investigacion virol6gica importante aunque
aun no para el diagnéstico de rutina sino para la identificacion de virus no incluidos en

las pruebas diagnésticas actuales *°°*°*

. En general, otras plataformas moleculares
como la PCR en sus diversas versiones (RT-PCR, nested PCR, Real time PCR, qRT-
PCR) y las nuevas técnicas diagnésticas como microarreglos y técnicas basadas en

nanoparticulas como la plataforma Luminex™ también son prometedoras,

En resumen, el presente estudio es el primer reporte describiendo al HMPV como
agente etiologico de las infecciones respiratorias agudas en la sala de urgencias y UCI
pedidtricas de la institucion hospitalaria de tercer nivel mas importante en el
suroccidente colombiano, luego de dos décadas de los estudios pioneros de Berman et
al'® y Borrero et al'® en la misma institucion. Los resultados enfatizan la importancia
de la vigilancia activa y el rol importante de los comités de infecciosas y epidemiologia

dentro de una institucion hospitalaria. Se reconoce que el diagndstico viral de rutina por
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técnicas como la IFA y la RT-PCR en tiempo real es costoso, pero debido a su
importancia se debe considerar para realizar vigilancia centinela a fin de poder
determinar la circulacion viral en instituciones hospitalarias que reciben poblacion de
una gran area geografica. Con el aumento en enfermedades respiratorias emergentes
y reemergentes, y en el nimero de casos de morbimortalidad asociados a virus como
FIuA°- HIN1, SARS-Coronavirus, MERS-Coronavirus, bocavirus, entre otros, el
diagndstico clinico temprano y efectivo de la etiologia viral de las IRA es una prioridad.
Ademds de proporcionar una orientacion en el tratamiento especifico, oportuno y el
6ptimo control sobre la transmisibilidad nosocomial de estas infecciones. Finalmente,
los hallazgos de este estudio tienen especial relevancia a nivel local y nacional pues
describe la prevalencia de un virus nuevo en la ciudad, el HMPV y expone la creciente
necesidad de realizar vigilancia virolégica activa y estrategias de comunicacion para la

actualizacion y divulgacién de la epidemiologia local.

72



8 Limitaciones

Una limitacién del estudio es que no se presenta la vigilancia virolégica para todo el
afio 2017. Se realizé la determinacion de virus respiratorios en las primeras 20
semanas epidemiologicas del 2017 cuando se completé el tamafio de muestra
calculado para el estudio, las cuales coinciden con la primera temporada de lluvias en
el pais entre marzo a mayo, temporada en la que se ha encontrado una mayor
asociacion con la frecuencia de RSV seguida por los meses de septiembre a

noviembre en las regiones tropicales *%

Aunque no es completamente clara la
asociacion entre la frecuencia de casos de IRA viral y factores meteorolégicos como
lluvias, humedad relativa, temperatura, velocidad del viento y radiaciéon solar, las
temporadas de lluvias y las temperaturas calidas en los paises de la zona ecuatorial
como Colombia suponen un favorecimiento en la transmisién del virus de forma estable
todo el afio. Adicionalmente, se continla realizando el examen para virus respiratorios
por IFA para los pacientes de la sala de urgencias pediatricas del HUV y se extendi6 a
las salas de cuidado intensivo pediatrico y neonatal para realizar la descripcion de las
infecciones virales respiratorias durante todo el afio. Sin embargo, el propdsito de este
estudio fue la exploracién de etiologia viral por HMPV en IRA de nifios menores de dos
aflos como la poblacion blanco méas susceptible a morbimortalidad por estas

infecciones.

Otra limitacion del estudio fue que no se pudo contar con una tercera prueba para
definir los resultados no concordantes entre la IFA y el RT-PCR para RSV. A pesar de
gue no se realizd una tercera prueba como contrareferencia a la técnica de PCR en
tiempo real se consideran validos todos los resultados del presente estudio dado que
se utilizé un estuche comercial avalado para el Diagndstico In Vitro (IVD) por la FDA 'y
gue se utiliza en el diagndéstico clinico de rutina en otros paises del continente. La
deteccién de otros virus como Rinovirus, Enterovirus y Bocavirus humano, no fue
considerada para el estudio dado que aunque tienen alta prevalencia en la poblacién

general son de baja carga de enfermedad por IRA en la poblacion pediatrica 3% |

0
cual se ratifica en que los virus de mayor importancia clinica fueron RSV y HMPV

explicando cerca del 80% de las etiologias virales.
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9 Conclusiones

El HMPV es el segundo virus mas frecuentemente detectado en nifios menores de dos
afios con IRA. Su prevalencia para esta poblacion fue 16.98% (1C95%: 11.15-26.56%)
para las 20 primeras semanas epidemioldgicas del afio, 4.69 veces mas alta que la
frecuencia calculada para para todas la edades en Colombia en el 2014.

Las caracteristicas clinicas y demogréficas entre RSV y HMPV son indistinguibles, sin
embargo los niflos afectados por HMPV fueron mayores en edad que los nifios
afectados por otros virus. Por lo que se podria sospechar de una infeccion por HMPV

en niflos con signos y sintomas de IRA de mayores a tres meses.

El sitio anatomico para toma de muestra (nasofaringe vs vestibulo nasal) y la
metodologia usada para tal fin (aspirado vs hisopado) son un factor influyente sobre los
resultados de la IFA, por lo que este estudio recomienda el uso de aspirados
nasofaringeos para la toma de muestra de secrecién respiratoria para el examen de
virus respiratorios por IFA. Esta muestra igualmente serviria para la deteccion

molecular

La prueba diagnostica molecular evaluada tuvo una alta concordancia para la
deteccion de HMPV lo cual indica que para HMPV puede utilizarse la IFA o el RT-PCR
en tiempo real como diagndstico clinico de rutina, la dependencia de eleccion entre una
u otra prueba podria ser la costo-efectividad de las pruebas. Sin embargo para RSV se

sugiere el uso del RT-PCR en tiempo real como prueba confirmatoria.
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10 Perspectivas

RSV y HMPV son los dos virus blancos a detectar en lactantes con IRA y alta

sospecha clinica de etiologia viral.

La prueba duplex de RT-PCR en tiempo real RSV/HMPV r-gene® podria utilizarse en

el diagndstico clinico como prueba confirmatoria para la infeccidn por estos virus.

Estudios filogenéticos sobre las cepas circulantes de HMPV y RSV complementarian
los hallazgos presentados en este estudio. Lo anterior permitiria establecer los subtipos
de ambos virus presentes en el pais, con lo cual se tendria mayor conocimiento para la
toma de decisiones en salud publica sobre la introduccion de vacunas al pais para

estos virus.
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12.1 Anexo 1. Formato de reporte de caso

Univarsidad
it alia.

FORMATO DE RECOLECCION DE INFORMACION
PROYECTO METAPNEUMOVIRUS

1.No tiene( ) 2.Normal( )

3.Engrosamiento bronquial( )

4.Atelectasia( )

5.0pacidades sin consolidaciéon( )

1. INFORMACION DEMOGRAFICA
1. Cédigo: 2. Nombre(s): 3. Apellidos: 4. Sex0(marque unax) 5. Fecha de nacimiento: 6. Edad en meses:
idcodigo idnombre idapellidos 2F(C ) 1.M() DD/MWAAAA idedad
idsexo idnacimien
7. Raza: 8. Estrato 9. Nombre del cuidador 10. Parentezco: |11. ;Asiste a 12. ¢ Recibioé 13. Si recibié lactancia materna:
1.Blanca( ) socioecon6 (principal: 1.Padres () guarderiao lactancia 1.Parcial () idlactexcl
2.Negra( ) 1() 9.1nombre, 2.Tios () escuela?: materna?: 2.Exclusiva ()
3.Mestiza () 2 9.2 telefono, 3.Abuelos () 1Si () 1si () .
4.Indigena () 4 ) 9.3 direccion 4.0tro () 2.No( ) 2No( ) .13.1 duracion en meses
5.0tro () 5( )idestrato|9.4 barrio idcuidador idparentes idguarderi idlactanci idtimelact
idraza
Il. ANTECEDENTES
14. Vacuna: 15. Tto con 16. Cardiopatia |17. Enf Pulmonar |18. 19. Tabaquismo (20. Peso al 21. Prematurez:
Neumococo () Palivizumab congénita: Cronica: Inmunodeficiencia:|en casa: nacer en 1.Si ()
14.1 Dosis _ Lsi () 1.Si () 1.Si( ) 1.Si () 1.Si () gramos: 21.1 Semanas ___
Influenza estacional () Dosis ___ 2.No ( ) 2.No ( ) 2.No () 2.No( ) anpeso 2.No ( )
14.2 Dosis __ 2.No () ancardiop anenfpulm aninmunod antabag anprematur
anvacuna anpali
22. Inicio de 23. Fechade |24. 25. Fechade 26. Lugar de 27.Tipo de 28. Fechade 29. 30. Diag de trabajo:
sintomas: ingreso: Diagnéstico recolecciéon de |recoleccién muestra: egreso: Diagnéstico [1. Laringotraqueobronquitis
DD/MM/AAAA DD/MMAAAA [CIE-10 inicial: |muestra: muestra: 1ANF ( ) DD/MMAAAA CIE-10 de 2. Bronquioliis ()
andatesint andateingr  |andxinicio DD/MMAAAA Sala: 1. urgencias |2.LBA () andateegre egreso: i' g::;‘:"'(a ( ) )
andatemx ;: g:;ng antipomx andxeqgreso |5 g4 psferinoso )
4. Anhelo de vida 6.Asma ()
ansala andxtrabaj
1Il. INFORMACION CLINICA AL INGRESO: marcar con un X opcion multiple

31.icsintomas Tos( ) Descarga o congestion nasal( )  Conwlsiones( ) Conjuntivitis( ) Otalgia( ) Apnea( ) Estridor( )  Disfonia( ) Fiebre( ) Disnea ( )
32. Hemograma inicial: ichemogram 33. PCR inicial: 34. Temperatura MAXIMA axilar al 35. Frec 36. Peso:
32.1Leuco citos: icgcr ingreso o durante las 24 h de estancia [cardiaca: icEesoact
. . hospitalaria: _ictemp icfreccard
32.2Neutro filos: 32.3Linfo citos: 32.4 Monocitos: _____ - |
37. Rx de torax del dia de toma de la muestra o dentro de las 24 horas: marcar con una X icrxtorax

6.Consolidacion( )

7.Hiperaeracion(

)

IV. SEVERIDAD D

E LA ENFERMEDAD

38. Saturacion 39. Frecuencia|40.Auscultaciéon svausculta 41. Uso de musculos accesorios: 42. Condicion general svcondicio
de O,: en respiratoria:  [0.Normal () O.Ninguno () 0.Normal ()
porcentaje svfrecresp 1.Esten9res q Boncys ( ) 1.Subcostal ( ) 1.Anormgl, irritable, Ipobre in.(_?esta( )

2.Cualquier Sibilancia () 2.Intercostal () 2.Necesidad LEV/alimentacion por SNG ()
svsatoxi 3.Sibilancias Inspiratorias/ 3.Supraesternal/ bamboleo () 3.Intubado ()

Expiratorias o Ventilacién Ausente () |symusculos
43.Muerte 44.Atribuible a|45.Duracion 46. Duracion total de 47. Duracion total |48. Duracion de |49. Duracién |50.Salida: svsalida
durante la la infx: total de hospitalizacién: en dias de laventilacion |O,: en dias total de UCI: [1.Acasa( )
enfermedad: 1si () antibidtico: svtimehospi invasiva: en dias svtimeoxig en dias 2. Remision Nivel Il ()
1si()2No()  [ZNeC ) len dias svventilac svtimeuci |3 Remision UCI ( )
svmuerte svmuerxira |sytimeanti 4. Muerte ()

*Este formato fue adaptado de Lopez E. y colaboradores.

51.Firma quien diligencia el formato: dilfirma_ 52. Fecha:____ dilfecha
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12.2 Anexo 2. Tabla de valores de referencia para hemograma

AGE-SPECIFIC LEUKOCYTE DIFFERENTIAL

Total
Leukocytes*  Neutrophils' Lymphocytes Monocytes
Mean
Age  Mean(range) (range) %  Mean(range) % Mean %

Birth  18.1(9-30) 11 (6-26) 61 5.5 (2-11) 31 11
12hr  22.8(13-38) 15.5(6-28) 68 5.5(2-11) 28 12
24hr  189(94-34) 115(5-21) 61 58(2-115) 31 11
1wk 122 (5-21) 5.5(1.5-10) 45 5.0(2-17) 41 11
2wk 11.4(5-20) 45(1-9.5) 40 5.5(2-17) 48 1.0
Imo 108(5-19.5) 38(1-85) 35 6.0(25-16.5 56 0.7
6mo 119(6-17.5) 38(1-85 32 73(4-135) 61 06
lyr ~ 114(6-17.5) 3.5(1.5-85) 31 7.0(4-105) 61 0.6
2yr 106 (6-17) 3.5(1.5-8%5) 33 63(3-95 59 05

O O O N O O oY o O

12.3 Anexo 3. Caracteristicas de desempefio del LIGHT DIAGNOSTICS™
Respiratory Panel | Viral Screening and Identification IFA” Cat No.

3105:

Influ Influ Para Para Para
MONOCLONAL ANTIBODIES: | Adeno | RSV A B 1 2 3
True Positive 43 66 11 4 11 5 28
False Positive 0 0 0 0 0 0 0
True Negative 602 580 635 642 635 641 618
False Negative 1 0 0 0 0 0 0
Sensitivity (%) 97.7 100 100 100 100 100 100
Specificity (%) 100 100 100 100 100 100 100
Predictive Value Positive 100 100 100 100 100 100 100
(%)
Predictive Value Negative 99.8 100 100 100 100 100 100
(%)
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12.4 Anexo 4. Escala de gravedad de la enfermedad

Variable/ Puntaje 0 1 2 3
Saturacién de Selibe Ventilacién invasiva o no
: > 95% 92 - 95% suplementode . . o
oxigeno . invasiva con FIO2 > 35%
oxigeno
Frecuencia
Respiratoria <40 41 -55 56-70 >70
menores a 6 meses
Frecuencia
Respiratoria <30 31-45 46 - 60 >60
mayores a 6 meses
Sibilancias audibles a
Auscultacion Normal  Crepitos/roncus Sibilancias distancia o silencio
respiratorio
Uso de musculos Ninguno Subcostal Intercostal Supraesternal/bamboleo
accesorios
Anormal, irritable, Liquidos
Y Endovenosos
. Normal,  disminucion de la : Y
Actividad ) . 0 Alimentacién Intubado
alerta  tolerancia a la via
por sonda
oral i
nasogastrica

PUNTAJE DE SEVERIDAD: Suma de los cinco parametros
Leve= 0 - 5; Moderada= 6 - 9; Severa= Mayor a 10




12.5 Anexo 5. Primers y programas:

Primers RNP:
- Forward: 5 AGATTTGGACCTGCGAGCG 3
-  Reverse: 5' GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 3'

- Probe: 5'FAM - TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1 3

Reaction Mix RNP 1X
(L)

RNAse free H,0 5
2X Mix 125
RNP-Forward 0.5
RNP-Reverse 0.5
RNP-Probe 0.5
ROX 1:10 0.5
Super Script llI® 0.5
Volumen total de reaccion 20

Pardmetros en termociclador en tiempo real ABI-7500 Software v2.0.5:

- Programa:

(50°C x5"); (95°C x 15"); (45 ciclos (95°C x 10"; 60°C x 40"; 72°C x 25 "))
- Sondas:

FAM y ROX como referencia pasiva

Reaction Mix RSV/hMPV 1X
(ML)

Premix 15
RT diluida (1:10) 0.15

Muestra RNA 10
Volumen total de reaccién 15.15

Parametros en termociclador en tiempo real ABI-7500, Software v2.0.5:

- Programa:

(50°C x5"); (95°C x 15"); (45 ciclos (95°C x 10"; 60°C x 40'; 72°C x 25 "))
- Sondas:

RSV: FAM- y HMPV: VIC-

ROX as a passive dye.



12.6 Anexo 6. Escala de Landis y Koch de 1977 para indice kappa de

Cohen.
indice Kappa Interpretacion de Landis y Koch
<0.00 Pobre (Poor)
0.01-0.20 Leve (Slight)
0.21-0.40 Aceptable (Fair)
0.41-0.60 Moderada (Moderate)
0.61-0.80 Considerable (Substantial)
0.81-1.00 Casi perfecta (Almost perfect)

Entre paréntesis la expresion original en inglés.

12.7 Anexo 7. Muestras discordantes entre la IFA y el RT-PCR en tiempo
real para HMPV

IFApara RT-PCR para

Muestra HMPV HMPV Valor CT
P09 + 20.63
P25 + 34.61
P91 + 34.68
P76 - + 38.79
P05 + - Indetectable
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12.8 Anexo 8. Muestras discordantes entre la IFA y el RT-PCR en tiempo
real para RSV

IFA para RT-PCR para

RSV RSV Valor CT

Muestra

P17 - + 23.44

p87 - + 24.70

P78 - + 26.04

p8s - + 26.15

P44 - + 26.85

P31 - + 27.52

P64 - + 21.79

P77 - + 28.31

P90 - + 30.08

P70 - + 31.66

P83 - + 34.24

P62 - + 35.44

90



