Rev.Medica.Sanitas 17 (4): 178-186, 2014

Articulo original = Primer puesto

DETERMINACION DE LA PREVALENCIA
DE INFECCIONES POR VIRUS MEDIANTE
TECNICAS MOLECULARES EN NINOS
CON CRISIS DE ASMA

Elida Duenias!, Carlos Alberto JaramilloZ, Eliana Correal, Carlos Arturo Torres-Duque!, Diana Rojasz, 5

Mauricio Gonzalez!, Ana Maria Paéz2, Catherine Garcia2, Alejandra HernandezZ, Maria del Pilar Delgado

1. Fundacion Neumoldgica Colombiana, Bogotd D.C, Colombia
2. Laboratorio de Diagndstico Molecular y Bioinformdtica, Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias,
Universidad de los Andes, Bogotd, Colombia.

RESUMEN

Introduccién: los virus respiratorios son la causa principal de crisis de asma en nifios y adultos. Nuestro
objetivo fue determinar la prevalencia de infecciones por virus mediante técnicas moleculares en nifios
de 2-15 afios con crisis de asma. Metodologia: estudio analitico transversal que incluye andlisis de datos
demogréficos, clinicos y de pruebas moleculares (Reaccién en Cadena de Polimerasa y PCR de Transcripcién
Reversa), usadas para deteccién de virus ADN y ARN, respectivamente. Pruebas T, Chi cuadrado y Fisher
sirvieron para comparar grupos cony sin virus. Resultados: la prevalencia de virus en la poblacién estudiada
(n=175) fue 83.4%. Su distribucién fue de la siguiente manera: Rhinovirus: 71.4% (Subtipo tipo C: 47.4%, A:
20.6% y B: 3.4%); Influenza A: 27.4%, VSR: 8%, Parainfluenza (P) P1: 5.7%, P2: 0% y P3: 1.7%, Enterovirus:
1.7%. Adenovirus: 1.7%. No hubo diferencias entre los grupos en variables como sexo, indice de masa cor-
poral y severidad de la crisis, sugiriendo que éstos por si solos no estén relacionados con un incremento
de la severidad de los sintomas y la necesidad de hospitalizacién. Debido al bajo nimero de detecciones
de Adenovirus y Enterovirus-68 no fue posible concluir acerca de asociaciones de estos agentes con exa-
cerbaciones severas descritas en la literatura. Conclusiones: la deteccién de virus fue frecuente en nifios
de 2 -15 afios con crisis de asma en nuestro medio y similar a la descrita en la literatura. La prevalencia de
virus en general y de Rhinovirus en particular, fue semejante a la descrita en la literatura.
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DETERMINING THE PREVALENCE OF VIRAL INFECTIONS USING MOLECULAR
TECHNIQUES IN CHILDREN WITH ASTHMA CRISIS

ABSTRACT

Introduction: respiratory viruses are the main cause of asthma crisis, both in children and adults. Our goal
was to determine the prevalence of viral infections using molecular techniques in children aged 2-15 years
with asthma crisis. Methodology: cross-sectional analytical trial including an analysis of demographic,
clinical, and molecular tests data (polymerase chain reaction and reverse transcription PCR), used for
the detection of the viral DNA and RNA, respectively. T, Chi-square and Fisher tests were used for group
comparisons, with and without viruses. Results: the prevalence of the virus in the population studied
(n=175) was: 83.4%. Rhinovirus; 71.4% (Subtype C: 47.4%, A: 20.6% and B: 3.4%); Influenza A: 27.4%, RSV:
8%, Parainfluenza (P) P1: 5.7%, P2: 0% and P3: 1.7%, Enterovirus: 1.7%. Adenovirus: 1.7%. There were no
differences among the groups in terms of the following variables: gender, body mass index, and severity
of the crisis, suggesting that these variables are not related to increased severity of the symptoms and
the need for hospital admission. Due to the small number of Adenovirus and Enterovirus-68 detected, it
was impossible to conclude any associations of these agents with severe exacerbations described in the
literature. Conclusions: the virus detection was frequent in children 2 -15 years old with asthma crisis in
our environment, and similar to the detection rates described in the literature. The prevalence of the virus

in general and of Rhinovirus in particular, was similar to that described in the literature.

Keywords: virus, molecular diagnostic techniques, prevalence, child, status asthmaticus.

INTRODUCCION

El asma es la enfermedad crénica mds frecuente en la
infancia (1-5). En Colombia, la prevalencia de asma en
la poblacién general es de 12.02% (11.35%, en Bogotd)
y alcanza el 18.9% en la poblacién menor de 4 anos. El
mayor impacto negativo del asma, sobre todo en calidad
de vida y costos para el sistema de salud, deriva de las
crisis de la enfermedad (1,6, 7).

Los virus respiratorios son la principal causa de las
crisis de asma en ninos y adultos. A pesar que hoy en dia
aun se desconoce si los agentes virales son capaces de
inducir la patogenia de esta enfermedad, varios estudios
han encontrado una alta prevalencia de virus respiratorios
asociados con las exacerbaciones de asma (8, 9). Se ha
reportado la presencia de diferentes agentes virales de
acuerdo con la severidad de la crisis asmadtica, la edad y
sexo del paciente y la época del afio de acuerdo con los
tipos de estudios realizados (10).

Algunos de los agentes virales encontrados en asocia-
cién con el asma aguda son: Rhinovirus humano (HRV),
Enterovirus (EV), Virus Sincitial Respiratorio (RSV), Ade-
novirus humano (HAdV) y Bocavirus humano (HBoV) (9,
11). Las infecciones por Rhinovirus son las mads frecuentes
en los ataques de asma en lactantes y en niflos mayores
a nivel mundial (12, 13). El HBoV se ha encontrado en
el 12% de los pacientes con asma aguda (10).

La evidencia actual que posiciona a los virus como
desencadenantes de asma aguda en ninos justifica la
realizacién de estudios para establecer la importancia de
estos agentes en ninos con crisis de asma y determinar si
su presencia esta relacionada con una mayor severidad
del cuadro clinico.

El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia
de infecciones por virus mediante técnicas moleculares en
ninos de 2 a 15 anos con crisis de asma que consultaron
los servicios de urgencias y consulta prioritaria de dos
instituciones de tercer nivel y establecer si existen dife-
rencias entre los grupos en las variables severidad de la

Revista Médica Sanitas | 179



Rev.Medica.Sanitas 17 (4): 178-186, 2014

crisis, necesidad de hospitalizacion, estancia hospitalaria
y edad. Finalmente, se buscé establecer la estacionalidad
de los diferentes virus durante este periodo de tiempo.

METODOLOGIA

Diseito del estudio: estudio analitico de corte transver-
sal para determinar la prevalencia de infecciones por
virus en ninos con crisis de asma, durante el periodo
comprendido entre diciembre de 2010 y marzo de 2012.
Este estudio es un subproducto de un gran estudio que
incluyé ademads de virus, la prevalencia de Mycoplasma
pneumoniae como causa de crisis de asma. Se incluyeron
ninos de 2 a 15 afos con diagndstico de asma 6 meses
antes del ingreso, que consultaron por crisis de asma a
los servicios de urgencias y consulta prioritaria de dos
instituciones de salud de tercer nivel.

Se establecié como alta probabilidad de asma la pre-
sencia de mas de uno de los siguientes sintomas: sibi-
lancias, tos y dificultad respiratoria principalmente si
estos sintomas eran frecuentes o recurrentes (minimo 2
episodios para este estudio), si se presentaron indepen-
diente de los resfriados o en respuesta al ejercicio (14). Se
definid crisis de asma como todo episodio caracterizado
por un aumento progresivo de la dificultad para respi-
rar, sensacién de falta de aire, sibilancias, tos, dolor u
opresion tordcica, o una combinacién de estos sintomas
(1, 6, 15). Se clasificé el grado de severidad de la crisis
segun el indice pulmonar (16-18). Fueron excluios aque-
llos ninos que presentaban cuadros de broncoespasmo
con diagndstico diferente a asma: bronquiolitis, fibrosis
quistica y primer episodio sibilante en nifios de 2 afnos.

Procedimientos

- Aspectos éticos del estudio y anamnesis: este estu-
dio se ajusto a las reglas vigentes de la resoluciéon No
8430 de 1993 y se clasific6 como de riesgo minimo.
El estudio fue aprobado por los comités de ética en
investigacidn de las instituciones participantes. Tras
la obtencién del consentimiento/asentimiento infor-
mado (Anexos 1y 2), todos los pacientes voluntarios
fueron evaluados por un médico pediatra o neumé-
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logo, quien confirmd el diagnostico y el grado de
severidad de la crisis de asma. Una entrevista clinica
y una valoracidn sirvieron al propdsito de recolectar
la informacién de cada paciente, la cual se incorporo
en su historia clinica.

Recoleccion y transporte de especimenes: una
muestra de aspirado nasofaringeo fue recolectada
por paciente. Tras la toma, éstas fueron almacenadas
a4°Cy luego se transportaron en hielo al laboratorio
donde posteriormente fueron procesadas. Se utilizé 1,2
ml de PBS pH 7,4 para la resuspension de éstas. Las
muestras fueron centrifugadas a 1.900 rpm durante
10 minutos a 4°C y de ellas se tomo el sobrenadante
para la extraccion de ADN necesario para la realiza-
cion de las pruebas moleculares.

Métodos moleculares:

Extraccion de ADN vy sintesis de cADN. ADN y ARN
viral fueron extraidos con el kit Wizard DNA Clean-
Up System (Promega, EE.UU.) y QlAampViral RNA
Mini Kit (QIAGEN, Alemania), respectivamente. La
sintesis de ADN copia (cADN) se realizé con el kit de
First Strand cDNA Synthesis, (Fermentas, EE.UU.) y
se almacend a -20 C hasta su posterior procesamiento.
Deteccion molecular. La deteccion de los agentes vira-
les se realizd mediante una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa de Transcripcién Reversa (RT-PCR) a partir
de ARN o PCR a partir de ADN viral seglin correspon-
diera. Para la deteccion de los virus Influenza A, B
y Parainfluenza 1,2 y 3 los protocolos empleados se
basaron en los descritos por Bellau-Pujol et al. 2005
(19) y modificados por Rojas et al. 2011. Se conside-
raron positivas todas aquellas muestras en las cuales
se observo presencia del fragmento especifico (para el
caso del PCR del virus de la influenza A y B un frag-
mento de 212 y 362 pb, respectivamente, para el caso
del virus de la Parainfluenza 1, 2 y 3 un fragmento
de 317, 204 y 189 pb, respectivamente). Se validaron
las reacciones en las que el control positivo present6
amplificacion y el blanco de reaccién no. Se consi-
deraron negativas las PCR en las cuales hubo ausen-
cia del fragmento especifico. En caso de reacciones
dudosas, se repitieron como primera opcién, y como
dltima opcidén se secuenciaron.
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Se utilizaron extractos de dcidos nucleicos para detectar
Picornavirus (HRV y EV), HAdV, y RSV se utilizaron
protocolos especificos ya estandarizados, de PCR o
RT-PCR segtn correspondiera; el RSV fue analizado
mediante el kit de cuantificacién PrimerDesignTM
genesig Respiratory Sincitial Virus (todas las especies)
(PrimerDesingTM Ltd., UK) que sigue un protocolo
estandarizado de RT-PCR cuantitativo en tiempo real
con sondas Tagman. Para distinguir entre los Ente-
rovirus y los Rhinovirus y determinar los tipos, los
productos de reaccién de las muestras positivas para
Picornavirus, obtenidos por RT-PCR fueron secuen-
ciados. Este mismo procedimiento se llevd a cabo
para confirmar todos los resultados positivos de PCR
y RT-PCR. Asi mismo, con el fin de determinar los
verdaderos negativos, todas las muestras negativas
fueron analizadas con el fin de detectar la presencia
de inhibidores de la PCR.

- Manejo de datos y andlisis estadistico: se utilizo el
software estadistico SPSS version 15. Para las variables
continuas, se evalud el supuesto de normalidad por la
prueba de Kolmogorov Smirnov. Si se confirm¢ este
supuesto se utilizé promedios y desviaciones estdndar,
de lo contrario medianas y rangos intercuartilicos. Para
las variables de naturaleza cualitativa se calcularon
proporciones. Para el cdlculo del tamano de la mues-
tra se utilizo el programa Tamano de la Muestra 1.1.
Se tuvo en cuenta el censo colombiano realizado por
el DANE en el afno 2005, en donde se establecié que
la poblacién de Bogotd de ninos de 2 a 15 afos es de
1.682.569 y segun estudios previos: la prevalencia
de asma en ninos (12%), el porcentaje de pacientes
asmadticos que presentan crisis (35%). Con una pre-
cision de 6%, un error tipo I de 5% y una hipétesis a
dos colas, el tamaho de muestra obtenido fue de 171
ninos. Se tomaron casos consecutivos de ninos con
crisis de asma de las dos instituciones.

La prevalencia se informé como una proporciéon con
sus IC 95%. Se compararon los grupos con y sin virus.
Para las diferencias de promedio se utiliz6 la prueba T de
muestras independientes y para la de porcentajes (%) la
prueba Chi cuadrado. Todos los valores de p eran de dos

colas y los valores menores a 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Durante el periodo del estudio comprendido entre diciem-
bre de 2010 y marzo de 2012, se incluyeron inicialmente
188 pacientes, de los cuales se excluyeron 13 debido a
que no cumplian con los criterios de inclusién. Por esta
razén, la poblacién analizada presenté un total de 175
pacientes. Mdas de la mitad de los nifios venian recibien-
do esteroides y 32 agonistas de accién corta inhalados.

Deteccion de virus. (Tabla 1) La prevalencia global
de virus fue del 83.4%. Se encontré Virus Influenza A
en 48 de las 175 muestras (27.4%). Para el Virus de la
Influenza B no se detectd ninguna muestra positiva. Se
encontrd Parainfluenza 1(PI1) en 10 muestras (5.7%), 3
muestras fueron positivas para el virus de Parainfluenza
2 (PI2) (1.7%) y ninguna para el virus de Parainfluenza
3 (P13). De los Picornavirus, el Rhinovirus fue el agente
mds comunmente detectado (125 casos; 71.4%), el tipo
C fue el mdés frecuente (83 casos de 125 muestras positi-
vas para Rhinovirus; 47.4%), seguido por el tipo A (36
casos; 20.6%) y por ultimo el tipo B (6 casos; 3.4%). Los
3 casos positivos para Enterovirus (1.7 %) fueron Entero-

TABLA 1. PREVALENCIA DE LOS VIRUS ANALIZADOS EN LA

POBLACION ESTUDIADA

DETECCION MOLECULAR h:g:EITVR:SS %
Total de virus en la poblacién estudiada 146 83,4
Picornavirus 128 73,1
Rhinovirus 125 71,4
- Enterovirus 3 1,7
Influenza A 48 27,4
Influenza B 0 0
VSR 14 8
Parainfluenza 1 10 57
Parainfluenza 2 0 0
Parainfluenza 3 3 1,7
Adenovirus 3 1,7
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virus-68. Se detectaron 14 (8 %) muestras positivas para
VSR (8%) y no se encontré Bocavirus en ninguno de los
pacientes. Se observé deteccidon de mds de 1 virus en 18
muestras: Parainfluenza 1y 3: 2 (1.1%), Influenza Ay
Parainfluenza 1: 3 (1.7%), Adenovirus y Rhinovirus: 3
(1.7%), VSR y Rhinovirus: 10 muestras positivas (5.7%).

No hubo diferencias entre los grupos con y sin
virus, en cuanto a las caracteristicas demogréficas, gra-
vedad de las crisis, frecuencia de neumonia adquiri-
da en la comunidad, necesidad de hospitalizacién ni
en uso de antibidtico o de ciclo corto de esteroides.
(Tablas 2 y 3).

No Virus (n=29) VIRUS (n=146)
e
Sexo femenino 16 (55,2) 63 (43,2) 0,235
Peok®  aese oz o
Talla (cm) 119,3+19,4 122,9+ 20,2 0,409
we o wmesa wasae o
B2 accién corta 21 (72,4) 109 (74,7) 0,801
mtcoinsgeo 269 s o
Corticoide inhalado 20 (69,0) 94 (64,4) 0,636

Valores como promedio + DE 6 n (%)

No VIRus (n=29) VIRUS (n=146) P

Severidad de la crisis

: k/f:gerada i; g}% ;g gig 0,969

e Severa 2 (6,9) 9 (6,2)
Nemoa  smo3  sm2y ose
Hospitalizacién 5(17,2) 40 (27,4) 0,253
Olsdenositolcacon(=4Sy  3sels  saxle oms
Antibidtico 4(13,8) 25(171) 0,790
Cdoesterode  ap2e 1208 oas
Reingreso 2(6,9) 15(10,3) 0,742

Valores como promedio + DE 6 n (%)

*Los dias de hospitalizacién corresponden sélo para las 45 hospitalizaciones (1=45)
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Teniendo en cuenta que el virus mds frecuentemente
identificado como desencadenante de crisis de asma fue
el Rhinovirus, se hizo un andlisis tanto de las caracteris-
ticas demograficas como de las caracteristicas clinicas de
la crisis en los pacientes que presentaban infeccién por
este agente sin observar diferencias entre los dos grupos.

Estacionalidad viral. El patrén estacional de Rhino-
virus y Virus Sincitial Respiratorio a lo largo del periodo
de recolecciéon de muestras del estudio se presenta en
la Figura 1, en la cual se observan picos de recoleccion
que concuerdan con picos de deteccién de Rhinovirus
en los meses de febrero de 2011 y 2012 y junio de 2011.
El mayor pico de deteccion de RSV se presenta entre los
meses de abril y mayo de 2011. En la gréfica inicamen-
te se muestran los dos agentes de mayor deteccidn en
el estudio (Rhinovirus con el 71.4% y RSV con el 8%,
respectivamente), debido a que la baja deteccién de los
otros agentes hace imposible el andlisis de su estaciona-
lidad. Para el virus Influenza A se observaron dos picos
de alta circulacién, uno entre los meses de mayo y junio
de 2011 y otro en febrero de 2011 y de 2012. (Figura 2).

DISCUSION

Este estudio describe la prevalencia de infeccién por
virus en nifos de 2 a 15 anos con crisis de asma. La pre-
valencia de 83.4% de virus en este grupo de pacientes
es semejante a lo descrito en la literatura, en la cual del
32% al 85% de los nifios con crisis de asma se les detecto
infeccién respiratoria viral mediante PCR (12,20,21). La
mayor frecuencia encontrada en el grupo de Rhinovirus
de 71% y en especial del Rhinovirus tipo C de un 47 %
confirma lo encontrado en otras poblaciones donde se ha
detectado una prevalencia del 50% a 60%. Lo anterior
apoya la hipédtesis actual del papel significante de este
altimo tipo en las enfermedades alérgicas y en el asma
en particular (20,22-25). Es posible que la variacion en
estos valores de prevalencia se deba principalmente a
diferencias en las poblaciones analizadas, las cuales pue-
den diferenciarse en cuanto a la edad de los pacientes y
a las caracteristicas clinicas que presentan.

Hay evidencia que soporta la interaccion entre virus
y asma, y existe un interés adicional en si los virus y las
bacterias atipicas interactian para provocar exacerbacio-

FIGURA 1. Frecuencia de recoleccién de muestras y deteccién viral de Rhinovirus y Virus Sincitial Respiratorio por mes
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FIGURA 2. Frecuencia de recoleccién de muestras y deteccién viral de Influenza y Parainfluenza por mes
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nes. Las infecciones virales del tracto respiratorio preceden
frecuentemente a las infecciones bacterianas tanto en
sujetos sanos como en aquellos con enfermedad pulmo-
nar crénica (26). Oliver y colaboradores identificaron un
dano en las defensas antibacterianas del hospedero en
los macréfagos alveolares inducido por virus, sugiriendo
que estas infecciones podrian facilitar la infeccién bac-
teriana adicional (27).

No se encontré ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre sexo, indice de masa corporal y seve-
ridad de la crisis de asma con la presencia de agentes
virales, sugiriendo que éstos no parecen estar relacionados
con un incremento de la severidad de los sintomas y la
necesidad de hospitalizacién, lo cual es semejante a lo
encontrado en otros estudios; excepto, para el Adenovirus
y Enterovirus-68, en los cuales existe una relacion entre
el aumento de la severidad de la crisis y la presencia de
estos virus (28). En nuestro estudio los tres pacientes
que tuvieron Enterovirus-68 fueron hospitalizados; sin
embargo, por el nimero bajo de pacientes no es posible
establecer conclusiones definitivas.
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La estacionalidad de los virus, excepto para el virus
de Influenza, es semejante a la encontrada en la ciudad
de Bogotd en estudios anteriores (29).

CONCLUSIONES

El presente estudio constituye un primer acercamiento a
la situacién epidemiolégica de los virus como causa de
crisis de asma en nuestro medio y establece un patrén
de estacionalidad que puede ser muy importante para la
organizacion de los servicios de salud ante la presencia
de dichos picos respiratorios.

Durante el periodo de tiempo del estudio se observo
una prevalencia elevada de virus como desencadenante
de crisis de asma en nifos.

En la poblacién estudiada, el Rhinovirus fue el agente
viral mas frecuentemente detectado. Podria existir algu-
na asociacion entre severidad de la crisis y presencia de
Enterovirus.

La presencia de una probable estacionalidad invita a
la realizacién de estudios epidemiolégicos continuos y
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alargo plazo en los que se pueda determinar con mayor
claridad los ciclos epidémicos de cada uno de los virus
analizados.

Se encontré un alto porcentaje de muestras anali-
zables, lo que junto con la sensibilidad, especificidad
y rapidez, hacen a la PCR una herramienta diagndstica
que apropiadamente estandarizada, es altamente efectiva
para ser usada de rutina.

Las implicaciones clinicas de esta investigacién estan
por definirse y se deben hacer estudios que establezcan
factores de riesgo y caracteristicas de presentacion que
predigan la presencia de cada uno de los diferentes virus
en especial el Rhinovirus tipo C, de los Adenovirus y de
los Enterovirus, algunos de los cuales podrian asociarse
con la presentacién de casos severos.
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