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RESUMEN

El virus sincitial respiratorio (VSR) y metapneumovirus humano (hMPV) son dos agentes
etiolégicos importantes que causan enfermedades respiratorias virales en el mundo. En
Colombia, existe poca informacion sobre los patrones de circulacién de estos virus. El VSR es
diagnosticado utilizando inmunofluorescencia, mientras que para el hMPV no se aplica ninguna
prueba diagndstica, por tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de tres
pruebas diagnodsticas diferentes para detectar el VSR, determinar los patrones de circulacién
tanto de los subtipos como los genotipos de VSR y describir la presencia de hMPV durante el
periodo comprendido entre los 2000 y 2009. Se encontré que la RT-PCR tiene un mejor
desempeiio al detectar el VSR cuando se comparé con la IFl y aislamiento viral en cultivo celular,
al mismo tiempo que dicha técnica permitié determinar los subtipos virales de los cuales el
subtipo A fue mas frecuente que el B. Se detectd una proporcion de 20.9% de coinfecciones
entre ambos subtipos virales, los genotipos encontrados para el subtipo A de VSR fueron GA2 y
GAS vy para el subtipo B los genotipos BA y URU1. Por su parte, El hMPV fue detectado en el
3.1% de las muestras evaluadas. A pesar de la baja frecuencia con que se detectd este virus
mostré tener un comportamiento similar al del VSR al asociarse principalmente a casos de
infeccion respiratoria aguda grave. De esta forma, se observé la importancia de estos virus

como agentes causales de infecciones respiratorias en nuestro pais.

Palabras clave: subtipos y genotipos, virus sincitial respiratorio, metapneumovirus, patrones de

circulacion.

ABSTRACT

Respiratory sincitial virus (RSV) and human metapneumovirus (hMPV) are two of the main
agents causing respiratory infections in the whole world. In Colombia the circulation patterns of

those viruses are poorly understood and RSV is detected by inmunofluorescence that is not the



more sensitive test, hMPV is not even evaluated. Thus, the aim of this study was determining
which of three tests (RT-PCR, viral isolation in cellular culture and inmunofluorescence)
detected the best RSV as well as, the circulation patterns of both the subtypes and genotypes of
RSV and the hMPV involvement in the respiratory illness in Colombia from 2000 to 2009. In this
study the RT-PCR had a better performance in detecting the virus at the same time that allowed
the subtyping of RSV. A subtype was more prevalent than B and there were 20.9% of
coinfections between both subtypes. RSV-A genotypes were GA2 and GA5 and the RSV-B
genotypes were BA and URUL. In the other hand, hMPV was found in 3.1% of the evaluated
samples throughout the period time. Therefore, the importance of these viruses was observed

as causative agents of respiratory infections in our country.

Keywords: subtypes and genotypes, Respiratory sincitial virus, metapneumovirus, circulating

patterns.
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INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria aguda (ERA) constituye un problema de salud publica importante en
el mundo y se define como el conjunto de infecciones del tracto respiratorio que pueden ser
causadas por una gran variedad de microorganismos tanto bacterianos como virales. Las
etiologias de origen viral suelen ser influenza (IV), adenovirus (AdV), parainfluenza (PIV),
rinovirus (RV), coronavirus humano (hCoV), enterovirus (EV), bocavirus humano (hBoV), virus
sincitial respiratorio (VSR) y metapneumovirus humano (hMPV). Las infecciones causadas por
estos dos ultimos, estdn catalogadas como unas de las principales causas de enfermedad
respiratoria de origen viral, presentdndose especialmente en nifios menores de 2 afios, quienes
son los mas afectados por la falta de diagndstico preciso en la etiologia de las infecciones
respiratorias, lo que conlleva al manejo inadecuado de dichos pacientes, originando multiples
complicaciones. Los signos y sintomas que desarrollan estos pacientes, no pueden usarse como
referencia para diferenciar el agente etioldgico de la enfermedad, debido a que todos ellos
producen sintomas similares y en ese orden de ideas, deben implementarse diferentes
estrategias para el diagndstico de las infecciones respiratorias, como la deteccidon de
anticuerpos especificos en suero y los métodos de identificacion del virus directamente en la
muestra de secrecidn respiratoria, es decir el aislamiento viral en cultivo celular, la deteccién de
antigenos y de acidos nucleicos, sin embargo todas presentan diferente grado de sensibilidad al

reconocer los virus (Avila & Castellanos, 2013).



1 MARCO TEORICO
1.1 Generalidades

El VSR pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus,
es un virus envuelto, de RNA no segmentado de cadena sencilla de polaridad negativa que
codifica para 10 genes que producen 11 proteinas (Collins & Crowe, 2007). Este virus posee
inmersas en su bicapa lipidica la glicoproteina (G) la proteina de fusién (F) y la proteina SH
(small hidrophobic), en seguida se encuentra la proteina de matriz (M) que une la bicapa lipidica
con la nucleocapside (didmetro del virién esta entre 150 y 300 nm) donde se aloja el RNA

gendmico junto con las proteinas M2-1, la nucleoproteina (N), la polimerasa viral (L) y

Proteina G
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2180
vy N.’h,,
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/o
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0N

Proteina L

ssRNA (-) Proteina N

Figura 1 Esquema de la estructura de VSR y hMPV (Avila & Castellanos, 2013)

finalmente la fosfoproteina (P) (Figura 1).

La proteina G, participa en la interaccidn del virus con el receptor celular. La proteina F le
permite al virus fusionar su membrana con la de la célula hospedera. La funcién de la proteina
SH aun no esta clara ya que al hacer una delecién de este gen, sin perder su viabilidad el virus es
menos virulento (Collins & Crowe, 2007). La proteina M esta involucrada en la morfogénesis del

virion, mientras que las proteinas N, P y L conforman la nucleocapside helicoidal. La proteina



M2-1 que es esencial en la elongacion de la cadena de RNA gendmico, por lo cual es conocida
como el factor anti-terminacion y la proteina M2-2 que se involucra con el balance entre los
RNAs leidos como mensajeros y los que se usan como plantilla para sintetizar el RNA gendmico
que sera encapsidado, sin embargo, no se ha establecido si esta es una proteina estructural o no
(Collins & Crowe, 2007). Por otro lado, este virus posee dos proteinas no estructurales NS1 vy
NS2 que participan inhibiendo principalmente la produccién de interferéon a/B que se da en
respuesta a la infeccion (Collins & Crowe, 2007). La replicacién del genoma y la sintesis de las
proteinas virales se llevan a cabo en el citoplasma de la célula hospedera y luego del
ensamblaje, las nuevas particulas virales salen por exocitosis favoreciendo la dispersion del virus

hacia otras células (Collins & Crowe, 2007).

Una proteina muy importante para este virus es la G que es una glicoproteina transmembrana
tipo Il, que se encarga de la adsorcién viral, es decir, la interaccién del virus con el receptor de
membrana compuesto por glicosaminoglicanos altamente sulfurados como heparina o
condroitin sulfato presentes en la superficie de la célula blanco (Tayyari et al., 2011). Segun la
secuencia de nucleotidica del gen de esta proteina, se determina la variacién genética de VSR
(Trento et al, 2006) y dependiendo de la cepa de virus, este gen puede ser traducido en una
proteina de entre 292 a 299 aminodcidos que esta constituida por tres regiones. La primera se
encuentra en el extremo N terminal de esta proteina y se ubica en la cara interna de la
membrana, la siguiente regidon es una pequefia porcidn hidrofébica embebida en la bicapa
lipidica y finalmente la region extramembranal, que deja dos terceras partes de la molécula
junto con el C terminal orientados hacia el exterior (Ramirez, 2004), en este segmento se
encuentra el ectodominio de la proteina en donde se ubican 2 regiones altamente variables,
separadas por una regidn muy conservada en todas las cepas del virus e incluye cuatro residuos
de Cisteina que forman un motivo estructural con 2 puentes disulfuro criticos para la estructura
tridimensional de la proteina (Figura 2) (Johnson et al., 1987; Cane, 2001).

Debido a que el ectodomino de la proteina G es el mds expuesto al medio externo es donde se
presentan la mayoria de cambios en la secuencia, por la alta influencia del sistema inmune del

huésped que ocasiona presidon selectiva sobre este segmento haciéndolo mads variable. Es



importante resaltar que estos cambios en la secuencia de nucleétidos en la mayoria de los casos
estas mutaciones suceden como resultado de incorporaciones de nucleétidos hechas
erroneamente por parte de la RNA polimerasa viral ya que ésta no posee actividad de

exonucleasa 3’-5’ para corregir los errores (Delfilippis, 2001).

Intramembranal Ectodominio extramembranal

NH2 - ——

Transmembranal

Regiones Hipervariables

]
cccc
Regidn altamente conservada

Figura 2. Caracteristicas estructurales de la Proteina G

Por lo anteriormente descrito, la variabilidad de la proteina G, permite la diferenciacion de las
distintas cepas de VSR y clasificarlas en dos subtipos antigénicos Ay B (Escobar et al., 2006) para
los cuales se ha observado con frecuencia que los cambios en esta regidn de dicho gen, generan
aparicidon de codones de parada alternativos, viéndose reflejado en la apariciéon de polipéptidos
de diferente tamafio, por ejemplo, la longitud de esta proteina varia entre 295 y 298
aminodcidos para el subtipo A, mientras que para el subgrupo B este tamafo varia entre 292 y
299 (Sullender et al., 1991). Dentro de cada uno de los subtipos se han descrito 10 genotipos. En
el caso de VSR-A, se han identificado los genotipos GA1 a GA7, SAA1, NA1 y NA2, mientras que
para VSR-B se han descrito los genotipos GB1 a GB4, SAB1 a SAB3 URU1, URU2 y BA (Venter et
al., 2001; Rebuffo-Scheer et al., 2011). Los subtipos poseen aproximadamente un 53% de

identidad en la secuencia del gen de esta proteina, y entre genotipos, la identidad llega a ser



aproximadamente del 80% para los pertenecientes al subtipo A y de 91% para los genotipos del
subtipos B (Cane et al., 1991; Cane, 2001).

La caracterizacidon molecular se realiza obteniendo la secuencia ya sea del gen completo de la
proteina G o un segmento que comprometa las secciones hipervariables de la misma (Viegas,
2010). Los analisis filogenéticos han mostrado que los genotipos predominantes de los
aislamientos del subtipo A son GA2 y GA5, y para el subtipo B el genotipos mds frecuente es BA
(Galiano et al., 2005; Parveen et al.,, 2006; Cane, 2001). El conocimiento en epidemiologia
molecular de este virus, ha sido obtenido de estudios realizados en paises desarrollados. A
pesar de esto, algunos reportes realizados en Argentina y Uruguay han mostrado un amplio
grado de variabilidad tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica entre los subtipos

del virus (Baumeister et al., 2003; Garcia et al., 1994).

El otro virus de interés en el presente estudio, causante de enfermedades respiratorias es el
Metapneumovirus humano (hMPV). Es clasificado como un miembro del genero
Metapneumovirus en la subfamilia Pneumovirinae dentro de la familia Paramixoviridae vy se ha
descrito que el VSR es el virus humano filogenéticamente mas cercano al mismo (Boivin et al.,
2002). El genoma de hMPV incluye 8 genes que codifican para 9 proteinas (las mismas presentes
en el VSR y con las mismas funciones descritas anteriormente, exceptuando las proteinas no
estructurales NS1 y NS2, que no estdn presentes en este virus), lo que hace que la estructura de
los viriones de VSR y hMPV sea muy similar (Figura 1) (Collins & Crowe, 2007). Se han
identificado dos subtipos del hMPV, llamados A y B (Van den Hoogen et al., 2001 y Agapov et
al., 2006), y dentro de ellos se han descrito distintos genotipos Al, A2a, A2b pertenecientes al
subtipo Ay B1 y B2 pertenecientes al subtipo B y estd clasificacion se basa principalmente en la
variabilidad de la secuencia de nucledtidos de los genes de las glicoproteinas de superficie Gy F
(Pizzorno et al., 2010; Van den Hoogen et al., 2001). El hMPV se reportd por primera vez en el
afio 2001 en Holanda en muestras tomadas de nifios con enfermedades del tracto respiratorio,
y por tanto, al ser un virus descrito hacer relativamente poco tiempo, no se conoce mucho

sobre él, por lo menos en nuestro pais (Hoogen et al., 2002).



Dado que VSR y hMPV son virus con material genético de RNA de cadena sencilla de polaridad
negativa, otra de sus caracteristicas importantes es la capacidad de causar reinfecciones. Los
virus con esta condicion, suelen experimentar mutaciones en sus genes que determinan
cambios de mayor o menor magnitud en sus antigenos externos, llevando asi a que se
presenten variantes virales que se diferencian parcial o totalmente de las conocidas por el
sistema inmune del huésped (Murphy & Wester, 1996). En el caso del VSR y el hMPV, como se
dijo anteriormente, hay dos grupos antigénicos grandes el subtipo A y el B que difieren
principalmente en la secuencia de aminoacidos de la proteina de unién en ambos virus
(Proteina G), (Johnson et al., 1987; Pizzorno et al., 2010 y Van den Hoogen et al., 2001). De esta
forma, se puede explicar que debido a la variabilidad entre cepas los virus presentan la
habilidad de evadir el sistema inmune y producir reinfecciones en un mismo hospedero

(Sullender et al., 1990; Yamaguchi et al. 2011).

1.2 Evaluacion de las Infecciones Respiratorias en Colombia

En Colombia, desde 1997 se ha evaluado la presencia de virus respiratorios por medio de la
implementacidn del programa de vigilancia centinela del Laboratorio de Virologia del Instituto
Nacional de Salud (INS) mediante el cual, se detectan por inmunofluorescencia indirecta (IFl) 7
virus causantes de enfermedades respiratorias los cuales son VSR, IV-A, IV-B, PIV-1, PIV-2, PIV-3
y AdV (Castillo et al., 2007). Los laboratorios de salud publica encargados de realizar la vigilancia
estdn ubicados en Amazonas, Antioquia, Arauca, Atlantico, Bogota, Caldas, Cesar,
Cundinamarca, Guaviare, Huila, Norte de Santander, Santander, Narino, Risaralda, Tolima y

Valle.

De acuerdo a lo planteado en el protocolo de vigilancia para enfermedad similar a influenza
humana de Colombia (Ministerio de la Proteccion Social, 2005); debe tomarse muestra de
secreciones respiratorias, a los pacientes que presenten cuadros en los cuales se sospecha la
etiologia viral. Estos incluyen, infeccion respiratoria aguda con fiebre de inicio subito mayor de

38°C, dolor de garganta y tos acompafiada de uno a mas de los siguientes signos y sintomas:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamaguchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21177891

rinorrea, cefalea, conjuntivitis o coriza y cuadro clinico con maximo de 5 dias de evolucién
(Ministerio de la Proteccién Social, 2005). La muestra debe ser remitida a los Laboratorios de
Salud Publica con capacidad diagndstica para su procesamiento o en caso que el lugar de toma
de la muestra no cuente con esta capacidad, sera transportada al Laboratorio de Virologia del
INS para su diagndstico, cada muestra debe estar acompafiada de una ficha epidemiolégica que
recoge los datos clinicos de los pacientes (Castillo et al., 2007). La vigilancia tiene como objetivo
principal la deteccidn de los virus para permitir establecer por ejemplo, el momento en que estd
comenzando un brote, y preparar los servicios de salud para un aumento en la demanda de
atenciones, adicionalmente, ayuda a establecer el periodo en que las personas de mayor riesgo
deben utilizar medidas preventivas para evitar el contagio (Rodriguez et al.,, 2007). Se ha
descrito que los grupos que desarrollan con mayor frecuencia enfermedad respiratoria severa
son bebés prematuros o con bajo peso al nacer, enfermedad cardiopulmonar, poblacion de la
tercera edad e inmunosuprimidos, requiriendo mayor permanencia hospitalaria, ingreso a
unidades de cuidados intensivos y ventilacion mecanica por periodos mas prolongados (Fodha

et al., 2007; Giubergia et al., 2004; Lozano et al., 2009).

A pesar que este programa de vigilancia centinela lleva mas de 15 afios de implementacion en el
pais, no se conocen los patrones de circulacién de los virus respiratorios diferentes a IV, y en el
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), solo se reportan semanalmente los
datos de movilidad y mortalidad asociada a IRA pero en estos reportes, no se discrimina entre
los factores etiolégicos de dichas infecciones. Por ejemplo, al sistema de vigilancia
epidemioldgica SIVIGILA fueron reportados en 2006, 33.115 casos de morbilidad por infeccién
respiratoria aguda (Instituto Nacional de Salud, 2006), y en 2011 para la semana epidemioldgica
numero 29 (17 a 23 de julio de 2011) el niumero de casos fue 58.000 los cuales 190 fueron casos
fatales en nifios menores de 5 afos (Instituto Nacional de Salud, 2011), por tanto la enfermedad
respiratoria, es una patologia de importancia epidemiolégica que debe ser muy bien
diagnosticada, para realizar tratamientos oportunos evitando la dispersién de los posibles
brotes. Adicionalmente es importante conocer los subtipos y genotipos circulantes de VSR ya

que este es el principal virus causante de infecciones de tracto respiratorio inferior (Herrera et



al., 2001), y en nuestro medio no se ha evaluado este aspecto que es fundamental entre otras
cosas para asociarlo en un futuro con patologias mds o menos severas o con patrones de mayor

o menor transmisibilidad para contener mejor las epidemias que se puedan presentar.

1.3 Patogénesis de los Virus

Como se menciond anteriormente, el VSR es el principal agente etioldgico de infeccién aguda de
vias respiratorias bajas (IRAB) sobre todo en nifios menores de 2 afios (quienes presentan los
cuadros clinicos mas severos), detectandose esta infeccidon en un rango que oscila entre el 40%
y 70%, de los nifos hospitalizados, aunque también afecta a adultos mayores e individuos
inmunocomprometidos (Shay et al., 1999; Pineros et al. 2013). Presenta un periodo de
incubacién en promedio de 5 dias aunque puede variar entre 3 y 8 dias. La primoinfeccién por
VSR en nifios, es en general sintomatica, adquiriéndose en la mayoria de los casos en los
primeros afos de vida. Este virus es altamente contagioso, puede adquirirse por contacto
directo con secreciones de personas infectadas o por medio de fomites y se disemina
rapidamente en la comunidad durante las épocas frias, ocasionando brotes epidémicos todos
los afios (Moylett & Piedrahita, 1999; Avila & Castellanos, 2013). La infeccion por el VSR causa la
destruccién del epitelio respiratorio con descamacion y alteracion ciliar, edema de la mucosa e
hipersecrecion de moco (Bem et al., 2008); La infeccion por VSR estd asociada a una gran
diversidad de manifestaciones clinicas que pueden variar desde sintomas del resfriado comun
es decir rinorrea, cefalea, malestar general, hasta infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) con
dificultad respiratoria, sibilancias, crepitaciones, cianosis y episodios de apnea. Se ha reportado
que entre el 25 y el 40% de los nifios desarrollan sintomas de bronquiolitis y neumonia durante
su primera infeccién (Checchia, 2008), y es por esta razén que estos cuadros clinicos son los mas
frecuentemente asociadas a la infeccion por este virus, adicionalmente, cabe citar que
infecciones previas debidas al VSR no confieren proteccién al individuo y por tanto las

reinfecciones son comunes a lo largo de la vida (Welliver, 2003).

El comportamiento del hMPV en este sentido es similar al de VSR, siendo también el

responsable de una proporcion significativa de infecciones agudas del tracto respiratorio



alrededor del mundo, afecta a nifios, poblacion inmunocomprometida y adultos mayores (Jartti
et al., 2002), causando entre el 5 y el 20% de los cuadros respiratorios en nifios en los que no se
detecta VRS o AdV, aunque también produce IRAB en adultos (O’Gorman et al., 2006; Carneiro
et al., 2009). En Colombia, el primer reporte de hMPV fue hecho por Espinal et al. (2012),
guienes reportaron una serie de 6 casos de nifios entre 10 meses y 6 aifios infectados con hMPV
los cuales presentaron infeccién respiratoria aguda grave con sintomatologia de vias
respiratorias inferiores y sindrome de dificultad respiratoria de leve a moderado, asociado a tos
y taquipnea, fiebre alta y mialgias generalizadas. Se ha descrito que la poblacién general
presenta anticuerpos para este virus entre los 5 y 10 afios de vida (Ebihara et al.,, 2003). La
infeccion por hMPV tiene un periodo de incubacién aproximado de 5-6 dias (Peiris et al., 2003),
muy rara vez se demuestra su presencia en individuos asintomaticos, y las manifestaciones
clinicas de la infeccion por hMPV son indistinguibles de las que se presentan en las infecciones
por VSR (Wolf et al., 2006; William et al., 2004). Los diagndsticos mas cominmente asociados a
hMPV son bronquiolitis, neumonia y bronquitis (Mullins et al., 2004; Chano et al., 2005 y Sasaki,
2005) y se ha sugerido que la severidad de la enfermedad asociada a hMPV es menor a la
observada con VSR pero no deja de ser importante (Boivin, 2003 y Viazov et al., 2003) y en
algunos casos se ha descrito que al comparar los pacientes con infeccién por hMPV con los
infectados por VSR se observa que los pacientes pertenecientes al segundo grupo, son
individuos mas jovenes, (Peiris et al., 2003). De la misma forma que para el VSR, la infeccién por
parte del hMPV puede repetirse pues no deja inmunidad completa debido a la heterogeneidad

del genoma (Pelletier et al., 2002 y Selim, 2006).

1.4 Definicion De La Severidad De Casos De Infeccion Respiratoria

Para realizar una clasificacion adecuada de la infeccion respiratoria, hay que tener en cuenta
una serie de signos y sintomas considerados importantes por la Organizacién Mundial de la

Salud para la designacion de estos casos (Kim et al., 2011), de acuerdo con esta descripcidn, los



pacientes se catalogan en dos grupos: con presencia de infeccidn respiratoria aguda (IRA) o con
presencia de infeccidn respiratoria aguda grave (IRAG).

Se debe considerar un caso de IRA, cuando el paciente presente Unicamente signos como fiebre
(temperatura > 38°C), tos o dolor de garganta. Mientras que los casos de IRAG son definidos
respecto a la edad de los pacientes de la siguiente manera: los nifos entre 1 semana de edad y
menos de 5 afos deben presentar temperatura por encima de 38°C o por debajo de los 35°C,
taquipnea (aumento en la frecuencia respiratoria normal para la edad, 1 semana -< 2 meses:
>60 respiraciones/minuto, >2 meses y < lafo: afio > 50 respiraciones/minuto, > 1 afio y < 5
afios: >40 respiraciones/minuto), tos, aleteo nasal, sibilanias (ruido al exhalar), estridor en
reposo (ruido al inhalar), y pulso de oxigenacién < 90% que sugiere dificultad respiratoria,
intolerancia de la via oral, convulsiones, letargia (disminucion en los niveles de energia)
somnolencia o inconciencia, falta de aliento y finalmente, tiraje toracico severo que
corresponde al movimiento hacia adentro de los musculos intercostales, lo cual es consecuencia
de la disminucidn de la presién en la caja toracica. Dichos movimientos con frecuencia son
indicadores de dificultad respiratoria. Para nifios entre 2 meses y menores de 5 afios los
sintomas son tos o dificultad respiratoria (Kim et al, 2011). Adicionalmente, estas
manifestaciones clinicas, deben ir de la mano de taquipnea (para nifios entre 2 meses y 1 afo >
50/minuto, para niflos entre 1 aflo y 5 afos Frecuencia respiratoria > 40 por minuto). Por
ultimo, para considerar casos de IRAG en personas mayores de 5 afios los signos criticos son
fiebre, tos o dolor de garganta, falta de aliento y dificultad respiratoria (Kim et al., 2011),
ademas de estos signos y sintomas, la vigilancia centinela de Colombia considera que todos los
casos de infecciones respiratorias que requieran manejo intrahospitalario, deben ser
considerados como casos de IRAG aunque sean cuadros no tan graves como faringoamigdalitis,

entre otros (Ministerio de la Proteccion Social, 2005).

1.5 Deteccion de Virus Asociados a la Infeccion Respiratoria

Como se mencioné anteriormente, los signos y sintomas son indicadores de severidad de la

infeccion respiratoria, pero estos no son suficientes para poder discriminar entre los agentes

10



causales de la enfermedad, por tanto en los pacientes con IRA, es dificil hablar de diagndsticos

definitivos, debido a la gran variedad de patégenos que las causan.

El diagndstico especifico de virus respiratorios se hace mediante la deteccién del virus, sus
antigenos o por el hallazgo de secuencias especificas de su material genético en las secreciones
respiratorias (Murphy & Wester, 1996). De esta forma, se hace la confirmacién en el laboratorio
del responsable de la infeccién en cada caso (Peltola et al., 2005). La IFI (IFl) es la técnica mas
usada, debido a que es la mas rapida, aunque su especificidad y sensibilidad varian
dependiendo de muchos factores dentro de ellos, la experiencia al identificar el virus por parte

del evaluador (Bosis et al., 2008).

Como se ha observado anteriormente, los virus mas frecuentemente encontrados en
secreciones respiratorias son el VSR, AdV, RV, PIV e IV. Por ejemplo en un estudio llevado a cabo
en Venezuela, el VSR fue el agente encontrado con mayor frecuencia (32,6%), seguido de AdV
(28,2%), PIV (23,9%) y IV (15,2%) (Valero et al., 2009), por otro lado en Argentina, en 2008, se
evaluod la prevalencia y circulacidn estacional de virus respiratorios y se encontré que los virus
mas prevalentes fueron VSR (43%), RV (23%) y hMPV (10%), seguidos IV-A (6%), EV (5%), BoV
(5%), AdV (3%), hCoV (2%), PIV-1, 3 e IV-B (1%) (Maffey et al., 2008). A pesar de estos hallazgos,
no siempre se encuentra el mismo patrén en cuanto a la predominancia de los virus, durante la
temporada de mayor presencia de infecciones respiratorias; en 2004 en Chile, el 73.5% de los
pacientes presentaron infecciéon por IV y el 26,5% de las infecciones en adultos hospitalizados
fueron causadas por otros virus respiratorios siendo el mas frecuente PIV-2 (15.7%) seguido por
VSR (8.4%). En este orden de ideas, debido a la dificultad que hay para diferenciar clinicamente
infecciones por Influenza y otros virus respiratorios, se plantea la necesidad de ampliar el
estudio de la etiologia viral para tener diagndsticos etioldgicos precisos de las infecciones

respiratorias (Rabagliati et al., 2006).

El diagndstico de la etiologia y especificamente, la deteccidon y caracterizacién de estos agentes
infecciosos usando los métodos rdpidos como IFl, presenta algunas falencias que pruebas

moleculares como la RT-PCR intentan resolver y esta, a su vez sirve para subtipificar los virus
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permitiendo realizar estudios epidemiolégicos respecto al comportamiento estacional y
geografico de los virus (Nokso-Koivisto et al., 2006; Ebihara et al., 2005). De esta manera, es
importante resaltar la importancia de implementar los métodos mas sensibles para el
diagndstico, permitiendo la identificacién precisa de los pacientes que presentan la infeccién y
asi efectuar un adecuado manejo de los mismos e interrumpir el ciclo de transmisién viral

(Rodriguez et al., 2007).

1.5.1 Diagndstico microbiolégico de los virus respiratorios

Los métodos de diagndstico para virus respiratorios mas comunmente usados debido a que
ninguno es sensible en un 100% para confirmar un caso probable como verdadero positivo, son
el cultivo celular para realizar aislamiento viral, deteccion de antigenos virales por IFl y
amplificacién de acidos nucléicos por RT-PCR (Eiros et al., 2009). Adicional al tipo de técnica
implementada, el tipo y calidad de las muestras son muy importantes para garantizar la

sensibilidad y especificidad de las pruebas.

1.5.1.1 Recoleccién y transporte de muestras

El requisito principal de una muestra del tracto respiratorio es que estas deben contener el
mayor nimero posible de células epiteliales. Para detectar los microorganismos asociados a las
enfermedades respiratorias existe una amplia variedad de técnicas para tomar muestras como
los hisopados nasales, nasofaringeos y orofaringeos, aspirados nasofaringeos, lavados nasales,
esputo y muestras de saliva entre otras, las cuales deben ser obtenidos durante los primeros 5
dias de la enfermedad (Kim et al., 2011). Se ha visto que las muestras que permiten resultados
mas confiables durante la deteccién de virus son lavados nasales o aspirados nasofaringeos
(Ahluwalia et al., 1987; Eiros et al., 2009). Sin embargo la toma de hisopados nasofaringeos, es
menos incdmoda para el paciente, no requiere equipos especiales y también pueden obtenerse
de pacientes que no estén hospitalizados. Durante la toma del hisopado hay que tener en

cuenta que se obtengan células de la nasofaringe, por tanto se suelen utilizar hisopos fibrosos
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gue mejoran la calidad de la muestra, incrementando la posibilidad de obtener un resultado
diagnostico confiable (Ahluwalia et al., 1987; Kim et al., 2011; Popow-Kraupp & Aberle, 2011). El
transporte de las muestras debe realizarse a 4 °C con objeto de asegurar la infectividad de las
particulas virales. La recuperacién de los virus respiratorios se favorece con un medio de
transporte adecuado, que consiste en una solucién salina a pH neutro con estabilizadores de
proteinas, como albumina sérica bovina, antifingicos y antibiéticos para reducir el crecimiento

de bacterias y hongos que pueden estar presentes en la muestra (Kim et al., 2011).

1.5.1.2 Técnicas para el diagndstico de virus respiratorios

Como se anotd previamente, el diagndstico viroldgico de la etiologia de la infeccion respiratoria
resulta fundamental, debido a que representa una ayuda importante en el manejo del paciente
y el control de los brotes epidémicos anuales (Belshe, 1999) aunque el manejo clinico de las
infecciones respiratorias virales es similar, ya sea causado por virus como IV, AdV, PIV, hMPV o
VSR, conocer el agente implicado permite disminuir el uso innecesario de antibidticos, orientar
el manejo individual del paciente, aislarlo y de esta forma cortar la transmision. Este diagndstico
puede adoptar diferentes enfoques; por una parte, el que se fundamenta en métodos directos,
como los que son capaces de recuperar el virus mediante su aislamiento en cultivo celular y
aquellos que permiten detectar el virus en las secreciones respiratorias del paciente (detecciéon
de antigenos y de acidos nucleicos) y el ultimo enfoque es el diagndstico indirecto que valora la
presencia de una respuesta inmunitaria de tipo humoral mediante la deteccion de anticuerpos

especificos contra el virus en el suero (Murphy & Wester, 1996; Eiros et al., 2009).

La deteccidn de antigenos y acidos nucleicos virales permite la realizacion de un diagndstico
rapido, que ayuda a la toma de decisiones terapéuticas. Por el contrario, el aislamiento en
cultivo celular es una técnica dispendiosa, costosa y demorada, que por tal razén no es muy
usada para realizar diagndstico de rutina, pero es de extraordinaria importancia en la
caracterizacion epidemioldgica, antigénica y filogenética de estos virus (Eiros et al., 2009). En la
actualidad, el interés de la serologia se encuentra principalmente en la realizacién de estudios

poblacionales para la evaluacion de la cobertura vacunal (Popow-Kraupp & Aberle 2011).
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1.5.1.2.1 Aislamiento Mediante Cultivo Celular

Esta técnica, ha sido implementada desde hace muchos afios y se lleva a cabo, mediante la
implementacién de cultivos celulares como parte del diagndstico viroldgico. Luego de inocular
las muestras en las lineas celulares susceptibles a los virus, se espera observar la aparicién de
efecto citopatico (ECP) que demuestre la replicacién viral para después hacer su identificacion
(Carman, 2001). Esta técnica es dependiente en gran medida de factores como los reactivos
requeridos en el proceso, la susceptibilidad de los cultivos celulares elegidos y la destreza y
experiencia técnica del personal que realiza el procedimiento. El aislamiento es fundamental
para llevar a cabo andlisis posteriores como titulacién viral, caracterizacién de cepas circulantes
y estudios filogenéticos (Leland & Ginocchio, 2007). Esta técnica, ha sido considerada el
estandar para la deteccidon de virus y es el método de referencia ya que se puede hacer la
confirmacién de la infectividad del virus, aspecto que no puede evaluarse por medio del uso de
métodos de amplificacion de acidos nucléicos ni con los de deteccién de antigenos virales,
volviéndose de esta forma el aislamiento viral en cultivo celular una herramienta muy util
(Leland & Ginocchio, 2007). Debido a la naturaleza de su genoma, hay que manejar con mucho
cuidado las muestras clinicas que se usan para buscar los virus respiratorios, para evitar que en

estos procesos pierda sus propiedades y viabilidad (Eiros et al., 2009).

El aislamiento de VSR se realiza usualmente en cultivos de células Hep-2 (células de carcinoma
epidermoide humano) aunque también suelen implementarse cultivos de células primarias de
rindn de mono o fibroblastos humanos. Luego de la infeccién de estas células, se espera la
aparicién de ECP dentro de los 3—7 dias siguientes (Navarro et al., 1999; Eiros et al., 2009). Una
de las principales limitaciones del aislamiento viral es el tiempo necesario de crecimiento e
identificacion en cultivo celular (3—7 dias en el caso de VSR), por lo cual se hace necesaria la
evaluacion y caracterizacion del virus aislado usando IFI mediante la utilizacidon de anticuerpos
monoclonales, esta caracterizacién se hace muy importante en los casos en los que el ECP no es
claro por ser dificil de apreciar (Popow-Kraupp & Aberle 2011). En el sistema de cultivo celular

en shell vial, se realiza la centrifugacion de las muestras cuando estas ya estan en contacto con
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la monocapa facilitdndose de esta forma la adherencia y penetracion viral detectandose el ECP
en las 24 o 48 horas siguientes y la presencia de proteinas virales mediante IFl en un menor

tiempo (Eiros et al., 2009).

Se ha descrito que el aislamiento de hMPV en cultivo celular es muy complicado ya que infecta 'y
se replica en pocas lineas celulares, requiere la adicién de tripsina al medio para poder
interactuar con el receptor de la célula hospedera y adicionalmente presenta un periodo de
crecimiento en cultivo largo que puede variar entre 14 y 21 dias (Van den Hoogen et al., 2001).
Se ha descrito que el hMPV se propaga mejor en dos lineas celulares derivadas de rifidn de
mono LLC-MK2 y VERO asi como también en células epiteliales bronquiales humanas BEAS-2B y
requiere concentraciones bajas de tripsina para obtener titulos altos. Otro aspecto que lo hace
diferente de VSR es que el hMPV no es tan inestable cuando se somete a cambio de
temperatura, se ha descrito que este no pierde titulo viral después de 3 horas de encontrarse
tanto a temperatura ambiente como a 4°C, ni cuando se somete a ciclos de congelacion y
descongelacién (Tollefson et al., 2010). Se ha reportado que la aparicion de ECP puede tomar
mas de dos semanas en las células LLC-MK2 (Abiko et al., 2007). Ademds de la aparicion de
redondeamiento de las células y desprendimiento de la monocapa, el efecto citopatico
caracteristico de estos virus es la formacion de sincitios, lo cual se lleva a cabo por medio de las
proteinas G y F presentes en ambos virus, y permite la fusién de las membranas celulares de las
células epiteliales, donde estan siendo ensamblados los nuevos viriones de VSR o hMPV, a pesar
de esto, este efecto es mas facil de apreciar en los cultivos celulares infectados con VSR (Chang

et al., 2013; Collins & Crowe, 2007; Van den Hoogen et al., 2001).

1.5.1.2.2 Deteccion de antigenos virales en muestras de secrecion respiratoria

Los métodos basados en la deteccion de los antigenos virales a pesar de necesitar una alta
calidad de muestra tienen como ventaja ser independientes de la capacidad infectiva del virus,

ademas permiten una obtencion de resultados rapida, es decir, luego de la recepcion de la
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muestra se necesita de pocas horas para conocerlos, a pesar de esto, cabe sefialar también que
una de las desventajas mas frecuentes es la dificultad de interpretacién de los resultados,
porque la especificidad se verd reflejada en el evaluador y su experiencia al diferenciar lo
verdaderamente positivo y el ruido de la fluorescencia, otro aspecto por el cual, la sensibilidad
de estas técnicas suele ser baja (Ginocchio, 2007). Estos métodos son usados para la deteccion
directa de antigenos virales en la muestra clinica o en cultivos celulares infectados previamente.
Los anticuerpos utilizados para tal fin, van dirigidos contra los antigenos que se sitdan en la
superficie del virus y debido a la continua variacién evolutiva de estas moléculas de superficie es
presumible que sea necesario cambiar el anticuerpo cada cierto tiempo, asi, se ha propuesto
para el diagnéstico, evaluar la presencia de otras proteinas menos expuestas por tanto menos

variables como la nucleoproteina (Cane & Pringle, 1991).

1.5.1.2.3 Deteccidn de virus por técnicas moleculares

Los métodos moleculares implementados para el diagndstico, permiten la deteccién de acidos
nucléicos basados en la busqueda y el reconocimiento del genoma viral en el cultivo celular o en
la muestra clinica. La PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) es la técnica mds utilizada de
este tipo, tanto en su forma convencional como en tiempo real (qPCR). El paso previo para
poder realizar estas técnicas, es la extraccidn de acidos nucleicos, lo cual garantizard la
obtencién de un resultado confiable o no durante la PCR. En el caso del VSR y hMPV, antes de la
reaccidon de amplificacién debe hacerse una reaccion de transcripcidn inversa para transformar
el RNA gendmico de los virus en cDNA. Como regla general, las técnicas de PCR para
diagndstico, estan disenadas para evaluar la presencia de secuencias génicas conservadas, como
las que codifican para las proteinas G y F, que al mismo tiempo permiten la diferenciacion entre

los subtipos de estos virus (Ahluwalia et al., 1987 y Skiadopoulos et al., 2004).

La PCR convencional presenta un inconveniente ya que es un método cualitativo y para mejorar
su sensibilidad, requiere la aplicacién de una segunda ronda (PCR anidada o nested-PCR) para
obtener resultados comparables con la gPCR, esto incrementa el tiempo necesario hasta la

consecucion de los resultados, aumenta la carga de trabajo y produce un mayor riesgo de
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contaminaciones y falsos positivos. Por tanto en la qPCR, el empleo de diferentes sondas
marcadas fluorogénicamente (TagMan, sondas de hibridacién, molecular beacon), primers
marcados que dan lugar a un amplicon detectable con fluorescencia (primers scorpions, primers
sunrise) o de agentes intercalantes, como el SYBR-Green, estan desplazando el uso de la PCR
convencional (Fox, 2007). Estos métodos de gqPCR permiten la cuantificacién y minimiza la
necesidad de un analisis posterior de los amplicones obtenidos, ademas de reducir el riesgo de
contaminaciones y el tiempo requerido en la emisién de los resultados (Fox, 2007). La principal
desventaja de esta técnica es su costo ya que ademds de requerir reactivos con precios mas

elevados, también necesita equipos mas sofisticados para poderse realizar.

Por tanto, se hace necesaria la evaluacion de las técnicas para proponer como primera opcioén la
gue obtenga resultados mas confiables al determinar la etiologia de las infecciones respiratorias
agilizando y optimizando el diagndéstico para permitir dar un tratamiento adecuado evitando de
esta manera la diseminacién de los brotes respiratorios. Para tal fin, se deben tener en cuenta
aspectos importantes para dar validez a las pruebas diagndsticas como lo son la sensibilidad y
especificidad. Los valores predictivos tanto positivo y negativo, quienes definen la seguridad de
las prueba, en otras palabras, el grado en el que esta predice la presencia o ausencia de
infeccidon (Norman & Streiner, 2003; Rosner, 2011) y por ultimo el valor F (también llamado score
o medida F), el cual es una medida de confianza estadistica que demuestra la exactitud con la

gue una prueba hace el diagndstico de la presencia del virus.
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2 JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias son las enfermedades mas frecuentes a lo largo de la vida del ser
humano, con variacion en la etiologia que se asocia principalmente con la edad, las
circunstancias medioambientales y la condicidon sistémica de cada individuo. Las infecciones de
vias respiratorias altas, son responsables de una alta tasa de ausentismo escolar y laboral cada
afo, mientras que las infecciones de tracto respiratorio inferior son una de las principales
causas de morbimortalidad de nifios, causando aproximadamente un tercio de las muertes

estimadas en nifios menores de 5 afios en todo el mundo.

Los virus se reconocen como los microorganismos etiolégicos predominantes en la produccién
de la Infeccidon Respiratoria Aguda (IRA) tanto en nifos como adultos.Dos de los agentes virales
mas importantes de este tipo de alteracién son VSR y hMPV. El VSR es el principal agente
etiolégico de IRAB en nifios menores de dos afios, personas de la tercera edad e individuos con
compromiso sistémico, quienes desarrollan los cuados mas severos de la enfermedad y es a su
vez el virus mas cercano genéticamente al hMPV. Este ultimo, desempena un papel importante
en la produccién de infecciones respiratorias en la misma poblacién pero los cuados clinicos
suelen ser menos severos que los causados por VSR. En Colombia, a pesar que se ha identificado
la presencia del hMPV, no se ha descrito su participaciéon en la produccién de enfermedad

respiratoria y no se conoce su comportamiento epidemioldgico en la poblacién general.

El programa de vigilancia centinela para virus respiratorios que se lleva a cabo en el pais, no
incluye el hMPV y determina la presencia de VSR por inmunofluorescencia, que es una prueba
rapida con baja sensibilidad, razén por la cual mas del 50% de las muestras permanecen con
agente etioldgico indefinido. Esto resalta que el principal obstaculo para el correcto diagndstico

de los agentes infecciosos asociados a IRA es la técnica aplicada.
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En los ultimos afios, se han desarrollado técnicas mas eficientes para el diagndstico de virus
respiratorios que estan reemplazando a la inmunofluorescencia y permiten tanto identificar los

virus de forma eficiente como determinar los patrones de circulacién de sus subtipos.

En este orden de ideas, es fundamental -para mejorar el diagndstico y el tratamiento de las IRA
e IRAB-, comparar la sensibilidad, especificad y reproducibilidad de las técnicas aplicadas en el
pais para la identificacién de los virus respiratorios y con estas determinar los patrones de
circulacidon de virus como el VSR y hMPV, al mismo tiempo relacionar los cuadros clinicos

presentados por los pacientes infectados con estos virus.

Esta informacidn contribuiria a la obtencidn de datos epidemioldgicos de infeccién respiratoria
en el pais ademas de ayudar a comprender el tipo de cuadros clinicos que estos virus tan
cercanos genéticamente producen y si hay alguna asociacion particular marcada entre de los

signos y sintomas relacionados con infecciones respiratorias.
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3 OBJETIVO GENERAL

Determinar la proporcion de casos de infeccion respiratoria aguda asociados a la presencia de
dos Paramixovirus humanos (Virus Sincitial Respiratorio y Metapneumovirus) en muestras de
secreciones respiratorias recolectadas durante la vigilancia centinela en Colombia del 2000 al

20089.

3.1 Objetivos Especificos

1. Definir el porcentaje de casos positivos por PCR para VSR y hMPV en muestras de secreciones

respiratorias previamente evaluadas por IFI.

2. Definir los subtipos de VSR (A y B) circulantes en Colombia durante el periodo de estudio y su

relacion con patrones de severidad y de regiones geogréficas.

3. Realizar la busqueda activa de Metapneumovirus humano en muestras de secreciones

respiratorias recolectadas en el periodo de estudio.
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4

METODOLOGIA

| RT-PCR anidada Dx |

-+

7388 Muestras de secreciones respiratorias
2000-2009

-

IFI Dx Laboratorio de Virologia -INS

- ~

1092 Mx - VSR + 5453 Mx- Agente etiolégico
P0O0-09 indeterminado N0OO-09
I MUESTRAS DEL ESTUDIO I

227 Mx- PO0-09
221 Mx- NOO-09

VSR hMPV

RT-PCR
semianidada

Analisis
filogenético

AV RT-PCR

IFI

Figura 3 Esquema general de la metodologia empleada en el estudio.
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El presente fue un estudio de tipo retrospectivo, descriptivo, que contd con el aval del comité
de ética en investigacion del INS (REG-R03.002.0000-006), y partié del analisis de un grupo de
muestras recolectadas mediante el programa de vigilancia centinela en influenza y otros virus
respiratorios realizada en Colombia entre los afos 2000 a 2009 por el INS. Durante este tiempo,
se recolectaron y evaluaron 7388 muestras de secrecidn respiratoria de casos con IRA. De estas
1092 (14.8%) resultaron positivas para VSR y en 5453 (73.8%) no se pudo determinar el agente

etioldgico de la infeccidn respiratoria.

4.1 Poblaciony Calculo del Tamaifo de Muestra:

Del conjunto de muestras anteriormente nombradas, se escogié un grupo para ser evaluado en el
presente estudio. El tamafo de muestra fue calculado con base en la ecuacién descrita por Daniel
(Mateu & Casal, 2003), esta mostrd que se requerian como minimo un total de 351 muestras. Dicha
ecuacion relaciona la frecuencia esperada del factor a estudiar (para VSR 14.8% y hMPV 10%) y el valor
de confianza (95%) (Mateu & Casal, 2003). El célculo se hizo teniendo en cuenta el nimero de
muestras respiratorias requeridas para determinar la prevalencia tanto de subtipos Ay B de VSR
como del hMPV en poblacién con IRA. Las muestras para determinar la prevalencia de los
subtipos de VSR (grupo P00-09) se escogieron del grupo que previamente fue positivo para VSR
durante la vigilancia centinela y las muestras para determinar la presencia de hMPV (grupo NOO-
09) se escogieron del grupo de muestras de agente etioldgico desconocido (Figura 3). El tamano
final de la muestra fue 448 de las cuales 227 pertenecieron al grupo P00-09 y 221 al grupo NOO-
09. Los lugares geograficos tenidos en cuenta fueron aquellos que aportaron mas del 1% de la
positividad para VSR, en el total de las muestras recolectadas en el programa de vigilancia
centinela durante los anos de estudio, de esta forma fueron incluidos tanto el Distrito Capital
como siete departamentos de cinco regiones geograficas del pais (Caldas, Atlantico, Huila,

Cundinamarca, Valle, Guaviare y Tolima) y se conservé la proporcion de distribucién por afio

Tablaly
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Tabla 2).

Tabla 1 Departamentos con mayor identificacion de VSR en la vigilancia, 2000-2009

Total de Total de muestras Porcentaje
Departamento muestras en estudio muestras estudio

(2000-2009) (%)

Bogotd 3045 251 56.02
Caldas 1110 98 21.8
Tolima 286 26 5.8
Atlantico 365 21 4.6
Huila 194 11 2.4
Cundinamarca 110 2 0.44
Valle 588 26 5.8
Guaviare 288 13 2.9
Consolidado 5986 448 100

Tabla 2.Distribucion de la muestra en la vigilancia centinela por Region, 2000-2009

Region Grupo muestras | Grupo muestras Total
P00-09 N00-09
153 98 251

Capital
Centro oriente 68 69 137
Caribe 3 18 21
Occidente 0 26 26
Orinoquia 3 10 13
Consolidado 227 221 448

4.2 Procesamiento de las Muestras

Una vez seleccionadas desde la base de datos del Laboratorio de Virologia del INS; se procedié a
descongelar las muestras (ya fueran hisopados o aspirados nasofaringeos) para realizar

aislamiento viral (AV) y la purificacién del RNA como se describe mas adelante.

4.2.1 Aislamiento de virus sincitial respiratorio (AV)
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Para el aislamiento viral se empled la linea celular Hep-2: (carcinoma epidermoide de laringe
humano) que ha sido reportada como susceptible a la infecciéon por VSR (Navarro et al., 1999;
Eiros et al., 2009). El medio de cultivo utilizado fue DMEM suplementado con suero fetal bovino

(SFB) al 10%, Glutamina al 1%, HEPES al 1% y Bicarbonato de sodio 1%.

Para el aislamiento se sembraron las células y se mantuvieron hasta obtener un 90% de
confluencia, luego se disociaron y se resembraron sobre laminillas, 10.000 células por pozo en
placas de 24 pozos, se dejaron en adhesion 1 hora y luego se completd un volumen de 500 pl, se

mantuvieron a 37°C por 24 horas o hasta alcanzar la confluencia del 80%.

Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 10.000 RPM a 10°C o a 4000 RPM por 1 hora a
4°C, y posteriormente se inocularon 100 pl de cada una de las muestras de secrecién
respiratoria en las células, esto se dejéen adsorcidn en un agitador orbital durante 1 hora con el
fin de favorecer la entrada del virus a las células (cada muestra se evaluépor duplicado).
Después se completé el volumen del pozo a 500 ul con medio DMEM suplementado con SFB al
1%, glutamina al 1%, HEPES al 1% Bicarbonato al 1%, penicilina/estreptomicina 100U/ml 200
ug/mly anfotericina 0.5 pg/ml. Las celulas se incubaron a 37°C con CO, al 5% por un maximo de
7 dias, se realizé cambio de medio cada 2-3 dias y se evaluaron diariamente hasta observar
efecto citopatico (ECP- este se evidencia por redondeamiento de las células, formaciéon de
sincitios y desprendimiento de la monocapa). Al dia 7 o antes si se observaba un ECP del 50%, se
evalud la presencia de antigeno viral por IFl utilizando el KIT LIGHT DIAGNOSTICS™ Respiratory
Virus Panel | DFA de Millipore.

4.2.2 Extraccion de RNA viral
La extraccion de RNA viral se llevd a cabo a partir de 140 pL del sobrenadante de los

aislamientos virales, utilizando el Kit comercial Qiamp®Viral RNA Mini kit (Qiagen) siguiendo las

recomendaciones del fabricante, el volumen final obtenido fue de 80 uL de RNA.

4.2.3 Amplificacién de RNA viral
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Después de esta extraccion se procedid a hacer la retrotranscripcion del RNA y posteriormente
una RT- PCR utilizando la estrategia anidada propuesta por Coiras et al. (2003) para subtipificar
el virus sincitial respiratorio en VSR-A o VSR-B. La primera ronda de amplificacion se realizd
empleando el kit Qiagen OneStep RT-PCR partiendo de 500ng/ul de plantilla, y se emplearon los
primers RSVAB1 y RSVAB2 (Tabla 3) a una concentracién final de 0.2uM; los cuales amplifican
un segmento del gen de la proteina F del virus cuyo amplicén presenta un tamafio de 737 pb. La
reaccion se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones de amplificacion: 50°C para realizar la
retrotranscripcion por 30 minutos, posteriormente, 95°C de denaturacidn inicial y activacion de
la enzima por 15 minutos seguido por 45 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 2 minutos y
72°C por 30 segundos seguidos por un paso de extension final de 72°C por 10 minutos. La
segunda ronda se realizé con la enzima Taq DNA Polimerasa de Invitrogen con primers
especificos para cada subtipo. Para VSR-A se usaron los primers RSVA3 y RSVA4 y para VSR-B se
usaron RSVB3 y RSVB4 (Tabla 3). Utilizando las siguientes condiciones de amplificacién: 94°C por
2 minutos seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos y 72°C por 30
segundos, finalizando con 72°C por 5 minutos. Los fragmentos obtenidos correspondieron a 363
pb para el subtipo Ay 611 pb para el subtipo B, estos fueron visualizados en un gel de agarosa al
1.5%, teitido con bromuro de etidio.

Como control positivo se utilizd RNA extraido de aislamientos previamente caracterizados en el
Laboratorio de Virologia del INS, y para los controles negativos se empled agua grado 1 estéril
en vez de muestra.

Tabla 3 Primers empleados en la RT-PCR para VSR (Coiras et al., 2003)

| Primer _ Secuencia 5'-3" __Gen __Posicion _

RSVAB1 ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT F 1-31

RSVAB2  AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC F 737-705
RSVA3 TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC F 347-374
RSVA4 AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT F 710-682
RSVB3 ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG F 30-59
RSVB4 GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG F 641-614
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De las muestras positivas para VSR por RT-PCR, se tomaron 35 al azar para obtener sus
secuencias y asi definir los genotipos circulantes en el pais durante el periodo de estudio (Tabla

4).

Tabla 4 Muestras seleccionadas para secuenciacion

Cddigo | Subtipo Lugar de Ao de Codigo | Subtipo | Lugarde Ao de
muestra viral obtencion obtencion muestra viral obtencion | obtencion

51-3 A Bogota 2002 51-26 B Bogota 2007
51-5 A Bogota 2007 51-27 B Bogota 2007
51-6 A Cundinamarca 2009 51-28 B Bogotd 2007
51-4 A Bogota 2003 51-29 A Caldas 2007
51-7 A Caldas 2000 51-30 A Bogotd 2007
51-8 A Caldas 2000 51-31 B Bogota 2008
51-9 A Bogotd 2001 51-32 B Bogotd 2008
51-13 B Bogota 2002 51-33 B Caldas 2008
51-14 A Bogota 2002 51-34 B Tolima 2009
51-15 A Bogota 2003 51-37 A Tolima 2009
51-16 A Tolima 2003 51-38 B Bogotd 2005
51-17 A Bogota 2004 51-39 B Caldas 2008
51-19 B Bogota 2005 51-40 A Bogotd 2007
51-20 A Caldas 2007 51-41 A Caldas 2004
51-21 B Bogota 2005 51-43 B Bogota 2002
51-22 B Bogota 2005 51-44 B Bogota 2005
51-23 A Atlantico 2006 51-45 A Bogota 2006
51-25 A Caldas 2006 51-46 A Bogota 2007

Para esto, las 35 muestras fueron evaluadas por RT-PCR utilizando el protocolo descrito por
Parveen et al. (2006), que amplifica la segunda regidn variable del gen de la proteina G del VSR.
La primera ronda de amplificacidn se realizé partiendo de 500 ng/ul de plantilla, utilizando el kit
Qiagen OneStep RT-PCR vy los primers ABG490 y F164 a una concentracion final de 0.2 uM (Tabla
5), bajo las siguientes condiciones de amplificacién: 50°C para realizar la retrotranscripcién por
30 minutos, 95°C de denaturacidn inicial y activacidon de la enzima por 15 minutos seguido por
40 ciclos de 94°C por 40 segundos, 50°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos seguidos por
un paso de extension final de 72°C por 10 minutos. La segunda ronda se realizd utilizando
enzima Tag DNA Polimerasa de Invitrogen, el primer F164 fue usado como primer reverse para

ambos subtipos virales junto con dos primers forward AG655 y BG517 (Tabla 5) especificos para
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el subtipo A y B respectivamente. La amplificacion se llevd a cabo empleando las siguientes
condiciones: 94°C por 2 minutos seguidos de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30
segundos y 72°C por 1 minuto, finalizando con 72°C por 10 minutos. Los amplicones esperados
fueron de 450 a 585 pb para el subtipo A y de 645 pb para el subgrupo B (Figura 4), y estos

fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, teiido con bromuro de etidio.

Tabla 5 Primers empleados en la RT-PCR semianidada Parveen, 2006

| Primer | Secuencia5-3' | Gen| _____Posicién | Amplicon esperado

A2: 497y 519

ABGA90 ATGATTWYCAYTTTGAAGTGTTC G VSR-A: 450-585 pb
CH18537: 491y 513 :

F164 GTTATGACACTGGTATACCAACC F A2Y CH18537:164 y 186
AG655 GATCYCAAACCTCAAACCAC G A2:655 a 674 VSR-B: 645 pb
BG517 TTYGTTCCCTGTAGTATATGTG G CH18537: 517 to 538

Los productos obtenidos de la RT-PCR anteriormente descrita fueron purificados utilizando el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega, con una concentracién de DNA minima de

20 ng/ul en un volumen minimo de 20 ul para obtener la secuencia (Macrogen).

RT-PCR Parveen et al, 2006

semianidada
5 VSR gen F | VSR gen G 3.
ea / \SRABG
VSR-A [ ] 1
- 450pb
F164 VSRAG2
F164 VSRABG
VvsRB [ — ] 1
645pb
F164 VSRBG

Figura 4 Esquema RT-PCR Parveen et al. 2006
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Luego de recibidas las secuencias se hizo la edicién del cromatograma en Chomas Lite y se
realizd el alineamiento de las secuencias utilizando el programa MEGA 6.06 (Tamura et al.,
2013), en donde se editaron, dejando todas las secuencias del mismo tamaio. El analisis de
relaciones evolutivas se realizd utilizando la herramienta Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008;
Dereeper et al., 2010), en donde se reconstruyeron los arboles filogenético. La historia evolutiva
se infirid usando el método de maxima verosimilitud compuesta (ML), la matriz de distancias se
construyd con Kimura- 2-parametros; el alineamiento se realizé con MUSCLE y se usaron 2000
iteraciones de bootstrap. Adicionalmente, se llevd a cabo un andlisis de polimorfismos de
nucledtidos y se dedujo la secuencia de aminoacidos a partir de 19 secuencias de VSR-A y 15 de
VSR-B usando el programa MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013). Por ultimo, se realizé un andlisis de
redes de haplotipos para cada uno de los genotipos encontrados, usando Network 4.6.1.2
(http://www.fluxus-engineering.com), para evaluar los pasos mutacionales y las diferencias

nucleotidicas que hay entre los diferentes aislados.

4.2.4 RT-PCR para evaluar la presencia de hMPV

La identificacion de hMPV se hizo empleando el protocolo de RT-PCR reportado por Coté et al.
(2003) la reaccidn se realizé utilizando el kit Qiagen OneStep RT-PCR partiendo de 500ng/ul de
plantilla, y se emplearon los primers M-1 Fy M-2 R (Tabla 6), a una concentracién final de 0.2 uM;
estos amplifican un segmento del gen de la proteina M del virus cuyo amplicén presenta un
tamafio de 779 pb. La reaccidn se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
50°C para realizar la retrotranscripcién por 30 minutos, posteriormente, 95°C de denaturacién
inicial y activacidn de la enzima por 15 minutos seguido por 45 ciclos de 95°C por 30 segundos,
53°C por 2 minutos y 72°C por 30 segundos seguidos por un paso de extension final de 72°C por
10 minutos. Los amplicones fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con
bromuro de etidio. De igual forma que con el VSR, para el caso de hMPV se utilizé como control
positivo, RNA extraido de aislamientos previamente caracterizados en el Laboratorio de

Virologia del INS.
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Tabla 6 Primers empleados en la RT-PCR para hMPV por Cété et al. (2003)

|_Primer _ Secuencia 5'-3" mm

M-1F ATGGAGTCCTACCTAGTA 2165-2183
M-2 R AAGGTGCTTGGTTGTTATC M 2943-2962

5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Identificacion de VSR y hMPV

Las infecciones respiratorias son las enfermedades infecciosas que se presentan mas a menudo
en la poblacién general, pero la mayoria de casos severos se presentan en pacientes con
factores de riesgo como bebes prematuros o con bajo peso al nacer, menores de 2 afios,
personas de la tercera edad y pacientes inmunocomprometidos (Fodha et al., 2007; Giubergia et
al., 2004; Jartti et al.,, 2002). Dentro de la gran variedad de agentes etioldgicos que pueden
causar estas infecciones, los virus juegan un papel muy importante, siendo VSR y hMPV dos
agentes infecciosos que causan esta alteracidn en alta proporcién, estos pertenecen a la misma
familia y subfamilia viral. Genéticamente el virus mas cercano al hMPV es el VSR, de ahi la
importancia de evaluar el comportamiento de ambos. El VSR hace parte de la vigilancia
centinela en influenza y otros virus respiratorios hecha en Colombia por parte del Laboratorio
de Virologia del Instituto Nacional de Salud, pero no se conocen sus patrones de circulacién ni
se conoce si algun subtipo del virus tiene mayor relacion con los cuadros mas severos de la
enfermedad respiratoria o si por el contrario las infecciones mads severas son independientes del
subtipo. El programa de vigilancia diagnostica estos virus por medio de la deteccién de sus
antigenos en secreciones respiratorias utilizando IFl, que es una técnica rapida, que detecta un
total de 7 virus al mismo tiempo, pero no es la técnica mas sensible y por tanto estd siendo
reemplazada por pruebas moleculares, como la RT-PCR puesto que estas son mas eficientes,

sensibles y eficaces para detectar el virus (Corias et al., 2003).
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Por otra parte debido a que el hMPV es un virus descrito hace relativamente poco, no hace
parte de la vigilancia centinela de virus respiratorios en nuestro pais, y por tanto no se conoce
su comportamiento epidemioldgico en cuanto a la generacidn de infecciones respiratorias en
Colombia, a pesar que se ha descrito su presencia en el pais (Espinal et al., 2012) por lo tanto,
este virus debe ser evaluado para determinar qué papel desempefia en las infecciones
respiratorias producidas en las poblaciones mas susceptibles.

En este orden de ideas, el presente trabajo se centré en definir la tasa de infeccién de VSR y
hMPV en un grupo de muestras de secreciones respiratorias obtenidas durante la vigilancia
centinela en influenza y otros virus respiratorios hecha en Colombia durante 10 afos (2000 a
2009) y para ello se llevaron a cabo diferentes pruebas tanto moleculares como

inmunoquimicas, para evaluar su eficacia al detectar los virus.

Durante el tiempo de estudio, se recibieron 7388 muestras de secrecion respiratoria que fueron
procesadas por IFl para identificar la presencia de 7 virus respiratorios (IV-A, IV-B, PIV 1, 2y 3,
AdV, y VSR) al momento de llegar al laboratorio de virologia del INS y dependiendo del
resultado de esta prueba, las muestras se clasificaron en dos grupos P00-09 y NOO-09 las cuales
fueron positivas para VSR o negativas para cualquier virus por dicha técnica respectivamente.
De las muestras del grupo P00-09 se escogieron 227 para el estudio y de las muestras del grupo
N0O0-09 fueron seleccionadas 221 como se mostrd en la metodologia del trabajo. En este orden
de ideas se evaluaron un total de 448 muestras con el fin de identificar la frecuencia de
aparicion de los subtipos de VSR, la cantidad de casos infectados con el virus que se pasan por
alto durante el programa de vigilancia centinela hecha por IFl y para definir la participacién de
hMPV en relacidn con las infecciones respiratorias.

Para identificar la presencia de VSR, ambos grupos (P00-09 y N00-09) fueron procesados por RT-
PCR siguiendo el protocolo reportado por Coiras et al. (2003), que al mismo tiempo diferencia
los subtipos virales. Adicionalmente, todas las muestras fueron inoculadas en células Hep-2 (que
han sido reportadas como susceptibles a la infeccidon por este virus (Martinez ét al. 2009) para
realizar aislamiento viral y sobre estos cultivos, se evalué posteriomente la presencia de

antigeno viral por IFl. Para identificar y determinar la circulacion de hMPV durante el periodo de
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estudio, se procesaron ambos grupos de muestras por RT-PCR siguiendo el protocolo descrito
por Coté et al. (2003), esta fue la Unica técnica empleada en este estudio para tal fin debido a la
dificultad de aislar el virus en cultivo celular.

En este analisis, de las 448 muestras evaluadas, en total 205 fueron positivas para VSR (184 del
grupo P00-09 y 21 del N0O0-09), 198 amplificaron RNA viral por RT-PCR, se logré aislar virus en
154, y de estas 56 fueron positivas por IFl, estas dos Ultimas pruebas mostraron resultados
positivos Unicamente en muestras del grupo P0O0-09 (Tabla 7). Por otro lado, solo 14 muestras
del total procesado amplificaron RNA para hMPV (2 del grupo P00-09 y 12 del NOO-09).

La intencién de dividir en 2 el grupo de muestras PO0-09 y N0O0-09, fue identificar la cantidad de
casos positivos para VSR que se pasan por alto en la vigilancia centinela cuando el diagndstico
de rutina se hace por IFl, y evaluar la probabilidad de detectar hMPV en las muestras de
secreciones respiratorias que quedan sin diagndstico etioldgico, las cuales fueron el 73.8%
(5.453 muestras) de los casos que se evaluaron en la vigilancia centinela para el periodo
estudiado.

Del grupo NO0-09, 21 muestras fueron positivas para VSR (9.5%) y los casos de hMPV
encontrados en este grupo fueron 12 (5.4%), es decir que por lo menos un 14.9% de los casos
con etiologia desconocida podrian determinarse correctamente mediante la evaluacién por RT-
PCR de las muestras. En cuanto al grupo P00-09, solo 184 de las 227 muestras fueron positivas
para VSR, esto puede deberse a pérdida de la carga viral por el largo periodo que ha pasado
entre el dia en que se recolectd y evalud la muestra por primera vez y el momento en que se
evalud en este estudio, teniendo en cuenta que estas pudieron haberse sometido a varios ciclos
de congelacion y descongelacion durante el periodo de almacenamiento, afectandose la calidad
de las mismas, demostrando como se habia reportado previamente que el VSR es muy labil en
este sentido (Gupta et al, 1996). Por tanto, se tomd la decision de realizar los analisis
subsecuentes con los resultados de las pruebas aplicadas en el estudio, ignorando el resultado
obtenido en el laboratorio de virologia del INS de las muestras; aunque lo ideal seria hacer
evaluacion de muestras frescas detectando posiblemente mas casos de VSR y hMPV en ambos

grupos.
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Tabla 7 Positividad de VSR asociada a cada técnica

AV en Hep-2 IFI CULTIVO RT-PCR
POSITIVAS 154 56 198
NEGATIVAS 294 392 250

5.1.1 Comparacion Entre la Eficacia las Técnicas Usadas para Detectar VSR

Debido a que la presencia de VSR fue evaluada por tres técnicas diferentes, se valord la
concordancia entre ellas. De esta forma, se encontré que 212 muestras fueron positivas al
menos por una prueba, 49 fueron positivas por las tres, mientras que 236 fueron negativas en
todas las pruebas aplicadas. De las muestras positivas por RT-PCR (n=198), 58 fueron negativas
por aislamiento viral en cultivo celular y 149 lo fueron por IFl. De las muestras positivas por
aislamiento viral (AV) (n=156) 14 fueron negativas por RT-PCR y 98 por IFl. Finalmente, de las
muestras positivas por IFI (n=56), todas fueron positivas por aislamiento viral en cultivo celular y
7 de ellas fueron negativas por RT-PCR (Tabla 8).

Tabla 8 Concordancia de las diferentes pruebas al detectar el VSR. AV= aislamiento viral, IFI= IFI
realizada a los cultivos

P00-09 N00-09
Pruebas aplicadas

AV IFI RT-PCR AV IFI RT-PCR
AV 154 = = = 98 14
IFI 56 56 2 0 2 7
RT-PCR 140 49 198 58 149 -
3 TECNICAS 49 236

La Tabla 9 expone el numero de muestras positivas y negativas para VSR teniendo en cuenta
gue estas debieron haber sido positivas por al menos una de las pruebas para hacer una
confirmacién de caso, a excepcidon del aislamiento viral, ya que solo se consideraron las

muestras que fueron positivas a la vez por otra de las pruebas aplicadas (es decir, IFl o RT-PCR),
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por tanto, de 154 casos positivos por aislamiento viral solo 147 que concordaron con positividad
con las otras pruebas se consideraron como verdaderos positivos.

Tabla 9 Resumen de muestras positivas y negativas

Resultado VSR | N° Muestras |

Positivo 205
Negativo 243

Al hacer evaluacién de pruebas diagndsticas en general, la mejor serd aquella que arroje
resultados positivos para pacientes enfermos y negativos para pacientes sanos (Altman & Bland,
1994). En este orden de ideas una prueba diagndstica fidedigna debe arrojar resultados validos,
esta validez se determina por la sensibilidad y especificidad (Daniel, 2002). La sensibilidad se
define como la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la
probabilidad que de un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado positivo, por lo
tanto esta es la capacidad de la prueba para detectar la enfermedad (Rosner, 2011). Por otra
parte, la especificidad es la capacidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir,
la probabilidad que de un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En otras palabras, se
puede definir la especificidad como la capacidad para excluir a los sanos (Rosner, 2011). La
seguridad de una prueba diagndstica, es el grado en el que esta predice la presencia o ausencia
de enfermedad, es decir la probabilidad de padecer la enfermedad cuando el resultado de la
prueba es positiva (Norman & Streiner, 2003; Rosner, 2011), esta se evalua por medio de los
valores predictivos tanto positivo como negativo (VPP Y VPN). El primero (VPP) es la
probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en el test, en otras
palabras, es el nimero de resultados que finalmente resultan verdaderamente positivos de
entre todos aquellos que la prueba determina como positivos (suma de positivos y de falsos
positivos), el VPN, es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba
esté realmente sano, es decir, el nimero de resultados que finalmente resultan negativos de
entre todos aquellos que la prueba determina como negativos (Altman & Bland, 1994; Rosner,
2011). Otro factor importante al evaluar pruebas diagndsticas es la exactitud con que estas

determinan la presencia o ausencia que para este caso fue el VSR. El valor F se usd en este
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estudio para evaluar este pardmetro relacionando la sensibilidad y el valor predictivo positivo,
para ver qué tan confiables fueron los resultados obtenidos por medio de las pruebas usadas en

este trabajo (Powers, 2011).

Al evaluar la eficacia de las pruebas empleadas en este estudio para detectar la infeccidn por
VSR, se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor
predictivo negativo (VPN), Valor F (F score) y Chi 2 (significancia estadistica asociada a cada test
aplicado), para evaluar la validez, seguridad y exactitud que mostraron las pruebas (Tabla 10).

Tabla 10 Datos de validez, seguridad, exactitud y significancia estadistica de las pruebas
diagndsticas evaluadas.

] RT-PCR A F__
VPP 1

0.95 1
VPN 0.97 0.80 0.61
Sensibilidad 0.96 0.71 0.27
Especificidad 1 0.97 1
Valor F 0.98 0.81 0.42
Chi? x?=416.6,gl=1, x?=1230.4,gl=1, x?=733,gl=1,
p-value < 2.2e-16 p-value < 2.2e-16 p-value < 2.2e-16

*AV= Aislamiento viral, IFI= IFI hecha al cultivo, VPP= valor predictivo positivo, VPN= valor

predictivo negativo

La validez de los resultados obtenidos por las diferentes pruebas se evalué por medio de los
valores de sensibilidad y especificidad de cada una, se observd que si el paciente estaba
infectado con VSR, la probabilidad de obtener un resultado positivo en las pruebas fue del 96%
para RT-PCR, 71% para aislamiento viral en cultivo celular y 27% para IFl, mientras que la
probabilidad de obtener un resultado negativo si el paciente no presentaba la infeccion por este
virus fue del 100% para la RT-PCR e IFl y en el caso de aislamiento viral en cultivo celular fue del
97%. En lo relacionado con la seguridad de los resultados arrojados por las pruebas aplicadas, se
vio que segun el VPP, la probabilidad de tener la infeccidon por el VSR, si el resultado de la
prueba diagnostica mostrd ser positivo fue del 100% para las pruebas evaluadas, a excepcion
del AV que arrojé una probabilidad del 5% de no presentar el virus a pesar que el resultado de la

prueba fue positivo. Respecto al VPN, la probabilidad de tener la infeccién a pesar que el
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resultado de la prueba diagndstica fuera negativo varid considerablemente entre las tres
pruebas, siendo de 3% en la RT-PCR, 20% para el AV y un 39% para la IFI.

La exactitud con que las pruebas detectaron la infeccion por VSR fue evaluada utilizando el valor
Fy se observo que esta fue del 98% para RT-PCR, 81% para AV y finalmente 42% para la IFI.

La prueba de significancia estadistica arrojoé valores de p < 0.05 en los tres casos, de esta forma
se debid considerar el valor de y? (valor critico) para determinar qué prueba diagndstica tuvo
un mejor desempeiio al identificar el VSR. De las tres pruebas aplicadas, la de mayor valor
critico fue la RT-PCR (x? =416.6797), seguido del aislamiento viral (y? =230.4571) y finalmente
la IFI (y? =73.3864), al analizar los resultados la RT-PCR diagndstica 1.8 veces mejor los casos de
VSR que el aislamiento viral y 5.7 veces mejor que la IFI.

En este orden de ideas se observo que la prueba diagndstica que mostré mejor comportamiento
en términos de seguridad, validez, exactitud y significancia fue la RT-PCR, seguida por el AV y
finalmente por la IFl (Tabla 10).

Los resultados arrojados por las tres técnicas evaluadas mostraron que la prueba mas valida,
segura y precisa fue la RT-PCR ya que ésta detectd una tasa significativamente mas alta de
muestras positivas y obtuvo los mejores valores en cuanto a sensibilidad, especificidad, VPP,
VPN y valor F. Estos hallazgos concuerdan con lo observado en varios estudios anteriores (Louie
et al., 2005; Pavlova et al., 2009) en donde se muestra que la implementacién de PCR permite
mejor discriminacién de los virus causantes de enfermedad respiratoria. Por ejemplo en el
estudio realizado por Casiano et al., (2003) en el al detectar el VSR por medio de RT-PCR,
aislamiento viral en cultivo celular e IFl entre otras, se resalta el papel realizado por la primera
prueba al identificar el virus, debido a que esta lo detectd el 90.7% de las muestras positivas
mientras que el cultivo celular solo logré identificarlo en el 51.8% y la IFl apenas lo detectd en el
25.9%.

A pesar que el AV también mostré un buen comportamiento, esta técnica no es la mas
adecuada para realizar diagnostico de rutina por el tiempo que tarda en arrojar resultados. De
las muestras positivas por esta prueba, 7 no fueron confiables ya que no pudieron confirmarse
por ninguna de las otras pruebas aplicadas y como la aparicion de efecto citopatico puede

deberse a diferentes factores entre ellos el largo tiempo del cultivo celular y la presencia de
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otros agentes infecciosos en la muestra de secrecidn respiratoria, se consideraron como falsos
positivos. Esto confirma que el aislamiento viral tiene un buen desempefio aunque presenta
sensibilidad variable, por tanto es importante validar la informacidn arrojada por esta técnica
con IFl utilizando anticuerpos monoclonales para asegurar que la aparicién de ECP se deba a la
infeccidn por VSR, (Leland & Ginocchio, 2007; Eiros et al., 2009). Finalmente, La IFl realizada a
estos cultivos celulares, mostré ser la prueba con menor sensibilidad, especificidad y exactitud,
y al ser la misma técnica utilizada durante la vigilancia centinela, se sugiere que esta podria ser
la razén por la que en una cantidad importante de muestras no es posible identificar el agente

etioldgico ya que no funciona tan bien como la RT-PCR al identificar la presencia de este virus.

En relacion con estos hallazgos, en un estudio realizado en 1112 pacientes de diferentes grupos
etarios y con diversas enfermedades de base, que presentaron enfermedad respiratoria se
compararon los resultados obtenidos por RT-PCR anidada y aislamiento viral en cultivo celular al
detectar el VSR a partir de hisopados nasales. De 110 muestras que fueron consideradas como
verdaderos positivos, 80 fueron identificadas por RT-PCR (73%) y 43 por cultivo (39%),
demostrandose que la RT-PCR tiene un mejor comportamiento en comparacién con el
aislamiento viral en cultivo celular al detectar el virus en muestras de secreciones respiratorias,

porque esta presentd mejores datos en cuanto a validez y seguridad (Falsey et al., 2002).

5.1.2 Subtipos de VSR Identificados por RT-PCR
Aprovechando la ventaja que ofrece la RT-PCR para subtipificar el virus al mismo tiempo de

identificarlo, se evalud la circulacidn de los diferentes subtipos del VSR en el periodo de estudio.
De esta forma, se encontrd que 110 del total de muestras evaluadas (93 del grupo PO0-9 y 17
del NO0-09) fueron positivas para el subtipo A, 45 positivas para el subtipo B (41 del grupo P0O-
09 y 4 del NO0-09) y 43 presentaron coinfeccion con los dos subtipos del virus (todas
pertenecientes a P00-09). Hubo 7 muestras (3.4%) (Grupo P00-09) que no pudieron ser
subtipificadas porque aunque fueron positivas por IFl y aislamiento viral en cultivo celular para

el virus, fueron negativas por la prueba molecular (Figura 5).
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Con estos datos podria decirse, segun el comportamiento observado para este grupo de
muestras, que cuando un paciente presenta infeccién por VSR, hay un 53.6% de probabilidad
que esta sea del subtipo A, 22% que pertenezca al subtipo B y 21% que presente coinfeccion
entre ambos subtipos.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado en la literatura acerca de los patrones de circulacién
de los subtipos de VSR, en los cuales el subtipo A circula en mayor proporcién que el B
(Buraphacheep et al., 1998; Sato et al., 2005), pero a diferencia de estos estudios, aqui se
encontré una proporcién significativamente mayor de coinfecciones entre VSR-A y VSR-B,
(21%), hallazgo que se relaciona con lo descrito por Mojica et al.en Colombia (2008) en el cual
se evaluaron 30 muestras de secreciones respiratorias y se encontré que el 23.3% presentaron
coinfecciones entre ambos subtipos, sugiriéndose de esta forma, una tasa significativa de

cocirculacién de ambos subtipos en Colombia.
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5.2 Definicion de Genotipos de VSR Circulantes en Colombia

De las 198 muestras que fueron positivas para VSR por RT-PCR, se seleccionaron 35 al azar para
definir los genotipos circulantes en el pais durante el periodo de estudio a partir de sus
secuencias nucleotidicas. De estas muestras, 20 pertenecieron al subtipo Ay 15 al subtipo B del
VSR, y se nombraron de acuerdo al lugar de obtencidn, el nimero de aislamiento, el afio y el
subtipo al que pertenecieron. Por ejemplo, la muestra Bog/4396/04/A fue obtenida de Bogots,
con el cddigo 4396, en el afio 2004 y pertenecid al subtipo A del VSR. Todos los afios del estudio
estuvieron representados y las muestras que se analizaron pertenecieron a Atlantico, Bogot3,
Caldas, Cundinamarca y Tolima.

Para determinar los genotipos circulantes, se tomaron secuencias de referencia de cada
genotipo descrito previamente, para ver la relacidn filogenética entre los aislamientos hechos
durante el periodo de estudio y los reportados previamente. La lista de secuencias de referencia
se muestra en la Tabla 11.

El analisis de relaciones evolutivas se llevd a cabo por medio de la herramienta Phylogeny. fr
(Dereeper et al, 2008; Dereeper et al, 2010) con la cual, se reconstruyeron los arboles
filogenéticos de las secuencias obtenidas en el estudio junto con las de referencia. La historia
evolutiva se infirié usando el método de maxima verosimilitud compuesta (ML), la matriz de
distancias fue construida con el modelo Kimura-2 parametros, el alineamiento se realizé con
MUSCLE vy se usaron 2000 iteraciones de bootstrap, cuyos valores fueron mayores que 75% lo
gue permite considerar confiables los agrupamientos observados en los arboles de cada subtipo
respectivamente. Todas las secuencias evaluadas se agruparon con alguna de las tomadas como
referencia para el estudio. Los genotipos que se encontraron fueron GA2, GA5, BA y URU1. Es
de anotar que esta en la primera vez que se realiza este tipo de descripcién en Colombia, y por

tanto este es el primer reporte de genotipos circulantes en el pais.
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Tabla 11 Lista de secuencias de referencia de VSR utilizadas para comparar las obtenidas en el

estudio
Genebank | Genotipo Genebank | Genotipo
AF233914 A-GAl Peret, 2000 AY524575 B-SAB1 Scott et al, 2004
AF233901 A-GA6 Peret, 2000 M73541 B-GB1 Sullender et al,
1991
AF233913 A-GA3 Peret, 2000 AF065250 B-GB1 Peret et al, 1998.
Direct submission
JF920056 A-GA2 Rebuffo-Scheer et AF065151 B- Weigel et al, 1998.
al, 2011 GB2 Direct submission
JF920048 A-GA2 Rebuffo-Scheer et AF233931 B-GB4 Peret et al, 2000.
al, 2011 Direct submission
AB603450 A-GA2 Yamaguchi et al, AF233928 B Peret et al, 2000.
2011 GB4 Direct submission
JF920049 A-GA2 Rebuffo-Scheer et DQ227395 B-BA Trento et al, 2006
al, 2011
AF233915 A-GA2 Peret et al, 2000 AY927408 B-BA Gilca et al, 2006
AF348807 A-SAA1 Venter et al, 2001 AY751086 B-BA Zlateva et al, 2005
AF065254 A-GA4 Peret eta al, 1998 DQ270227 B-BA Deng et al, 2005.
Direct submission
AY114150 A-GA5 Lim et al, 2003 AY660681 B-BA Scott et al, 2004
AF233909 A-GA5 Peret et al, 2000 AF233925 B-GAB3 Peret et al, 2000.
Direct submission
AF233904 A-GA7 Peret et al, 2000. AF233929 B-GAB3 Peret et al, 2000.
Direct submission Direct submission
AF309678 B-SAB2 Roca et al, 2001 AY488804 B-URU1 Blanc et al, 2003.
Direct submission
AF348822 B-SAB2 Venter et al, 2001 AY488795 B-SAB3 Blanc et al, 2003.
Direct submission
AF348825 B-SAB1 Venter et al, 2001 AF348811 B-SAB3 Venter et al, 2001.

Direct submission

La Figura 6-A muestra el arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias pertenecientes a
VSR-A. La agrupacién se observd con las secuencias de referencia pertenecientes a los genotipos GA2
(12/20) y GAS5 (8/20). Estos genotipos mostraron valores de bootstrap de 95 y 99% respectivamente. Las
muestras pertenecientes al genotipo GA2 fueron obtenidas de Atlantico, Bogota, Caldas, Cundinamarcay
Tolima durante los aifios 2000, 2002, 2004, 2006, 2007 y 2009. Las pertenecientes al genotipo GA5 por su
parte se obtuvieron de Bogotd, Caldas y Tolima durante todos los afios de estudio a excepcidn de 2005 y
2008. Los genotipos de VSR-A anteriormente nombrados, han sido reportados en todo el mundo y se ha

descrito que son los que predominan para este subtipo (Venter et al, 2001; Zhang et al, 2007, Fabasile et
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al, 2003; Parveen et al, 2006; Agoti et al, 2014). En este estudio, el genotipo GA2 fue mas frecuente que
el GA5 aunque este Ultimo tuvo una mayor dispersidon en el tiempo y de la misma forma que en
diferentes estudios, se observé diversidad en las secuencias, evidenciandose por la presencia de varios
nodos y ramas pertenecientes a un mismo genotipo en la topologia del arbol obtenido (Parveen et al,
2006; Galiano et al, 2005; Araujo et al, 2004; Zhang et al, 2010). Las secuencias pertenecientes al
genotipo GA2 se agruparon con aislamientos obtenidos en Japén y Estados Unidos durante los afos
1998, 2007 y 2010 (Rebuffo-Scheer et al, 2011; Yamaguchi et al, 2011; Peret et al, 2000), y las del
genotipo GAS se agruparon con aislamientos obtenidos en Singapur y Estados Unidos de los afios 2000 y

2002 (Lim et al, 2003; Peret et al, 2000).

El analisis filogenético del subtipo B se muestra en la Figura 6-BiError! No se encuentra el origen de la
eferencia.; en la cual se muestra la agrupacién de la mayoria de secuencias obtenidas para este subtipo
con las pertenecientes al genotipo BA previamente reportadas (86.6%). Este genotipo es el mas
frecuente del subtipo B en el mundo y desde su descripcién en secreciones respiratorias tomadas en
1999 ha venido desplazando casi por completo al resto de los genotipos reportados para este subtipo
viral, estas secuencias se agruparon con muestras de Bélgica, Buenos Aires, China y Canada obtenidas
durante los afios 2001, 2004 y 2005 (Trento et al., 2006). No obstante, se observaron dos secuencias
(13.3%) que se asociaron con el genotipo URU1 descrito por primera vez en 2001 en Uruguay (Blanc et
al, 2005). Ambos genotipos se agruparon con bootstrap robustos de 95 y 94% respectivamente. Las
secuencias que se agruparon con el genotipo BA provinieron de Bogota, Caldas y Tolima durante los afios
2005, 2007, 2008 y 2009, mientas el genotipo URU1 solo fue encontrado en Bogotd en el 2002 y se

agrupod con una aislamiento de Uruguay de 2001.

En este estudio, las muestras obtenidas durante el mismo ano de diferentes sitios geograficos,
mostraron una leve tendencia de agrupacién en los nodos de los arboles resultantes aunque
hubo algunas que se agruparon a pesar de tener anos de obtencion diferentes, lo cual no es
extrafio ya que se ha descrito que cepas de virus muy similares genéticamente han sido aisladas
de lugares distantes en tiempos muy cercanos y que existe poca evidencia de agrupacion
geografica de las cepas virales circulantes durante un periodo de tiempo, en el mismo sitio

geografico lo que explica la dispersion en el arbol de las muestras evaluadas en este caso, por su
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parte la explicacién del agrupamiento de los aislamientos de diferentes afios es que algunas
variantes del virus pueden reaparecer después de un tiempo, porque la respuesta inmune en la
poblacion contra dicha variante disminuye y estas variantes vuelven a transmitirse (Garcia et al,
1994; Sullender, 2000, Cane, 2001). En un estudio realizado con muestras obtenidas de Estados
Unidos, Reino Unido, Espafia, Uruguay y Australia; se presentd un patrén similar, en donde los
aislamientos obtenidos en el mismo sitio fueron muy diversos y se localizaron en diferentes
nodos del arbol, mientras que otros obtenidos de diferentes lugares se agruparon en los
mismos nodos (Sullender, 2000). Estos hallazgos confirman que multiples variantes del VSR
pueden cocircular en el mismo sitio geografico y también que virus muy similares se presentan

en paises lejanos (Cane, 2001).
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Figura 6. El andlisis de relaciones evolutivas se llevo a cabo por medio de la herramienta Phylogeny. fr con la cual, se reconstruyeron los
drboles filogenéticos de las secuencias obtenidas en el estudio junto con las de referencia. La historia evolutiva se infirio usando el método de
mdxima verosimilitud compuesta (ML), la matriz de distancias fue construida con el modelo Kimura-2 pardmetros, el alineamiento se realizé
con MUSCLE y se usaron 2000 iteraciones de bootstrap. A. Arbol filogenético para VSR-A B. Arbol filogenético para VSR-B.
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5.3 Correlacion entre Hallazgos Clinicos y los Virus Evaluados

5.3.1 Dispersion de los virus evaluados en los lugares muestreados y los afios de
estudio

Ademas de los datos anteriormente expuestos, para poder realizar un estudio de mayor
alcance, relacionando los hallazgos encontrados con las condiciones de los pacientes, se cred
una base de datos apoydndose en la informacién clinica, suministrada por los sitios centinela de
los diferentes departamentos del pais que remiten las muestras al Laboratorio de Virologia del
INS. Con base en esta informacion, se evaluaron variables como afio, mes y sitio de recoleccién
de las muestras, edad y sexo de los pacientes y dias de evolucién de la enfermedad respiratoria,
ademas de presencia o ausencia de signos y sintomas como fiebre, cefalea, mialgia, dolor de
garganta, tos, dificultad respiratoria, vémito, dolor abdominal, otalgia, rinorrea, hipoxia,
taquipnea, coriza, conjuntivitis, postracién, infiltrados pulmonares (radiografia), tiraje toracico y
estridor en reposo. Adicionalmente se evalué el diagndstico presuntivo consignado, la
clasificacién de manejo ambulatorio u hospitalario de la enfermedad respiratoria y finalmente si

se habia administrado o no antibiético a los pacientes.

En cuanto a los sitios geograficos que fueron muestreados, hubo 7 departamentos (Caldas,
Atlantico, Huila, Cundinamarca, Valle, Guaviare, Tolima) y la ciudad capital (Bogota). Los afios en
los cuales se llevd a cabo el estudio fueron 2000 a 2009 y dependiendo del grado de remisién de
muestras al laboratorio de referencia, se escogieron diferentes nimeros de muestras por afio

como se indica en la Tabla 12:
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Tabla 12. Numero de muestras de acuerdo al afio y sitio geogrdfico de origen. CUND=
Cundinamarca

0 8 0 0 30

2000 22 0 0 0
2001 18 0 25 0 2 1 0 0 46
2002 24 0 13 1 0 3 0 0 41
2003 10 0 1 6 2 0 0 21
2004 30 0 1 0 1 0 0 38
2005 37 7 1 0 0 2 0 49
2006 21 6 2 1 0 0 0 35
2007 61 8 14 1 5 0 10 0 99
2008 28 0 16 3 0 1 12 1 61
2009 0 0 7 3 0 15 2 1 28
TOTAL 251 21 98 13 14 23 26 2 448
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Figura 7 Proporcion muestras tomadas en cuenta en el estudio por afio y sitio geogrdfico

En el presente estudio, la mayoria de muestras evaluadas fueron recolectadas de Bogota ya que
el programa de vigilancia centinela funciona mucho mejor en esta ciudad y por tanto la remision
de muestras al sistema es mas eficiente. El afio con mayor cantidad de las mismas, fue 2007
debido a que durante el mismo, se aumentaron de 4 a 12 los sitios de vigilancia centinela en el

pais, ampliando de la misma forma el nimero de muestras remitidas (Castillo et al., 2007)
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(Figura 7), estos sitios fueron escogidos de acuerdo a criterios de seleccion como puertos,
ciudades fronterizas y de alta produccién avicola. Dicho aumento en los sitios de centinelas se
dio debido a que en el 2006 en el pais se puso en marcha el plan para la prevencion y mitigacidon
del impacto de una posible pandemia de influenza en Colombia (Castillo et al., 2007).

La relacion entre la dispersion de los virus evaluados y el porcentaje de muestras tomadas de
cada sitio geografico se presenta en la Figura 8 y Tabla 13. EI VSR se detectd en todos los lugares
muestreados y en proporcién con el nimero total de muestras tomadas de cada departamento,
la positividad se vio asociada en orden descendente a Cundinamarca, Bogota, Caldas, Huila,
Guaviare, Tolima, Atlantico y Valle (correspondiendo al 100, 54, 44.8, 36.3, 30.7, 30.7, 19.2 y
11.1%, respectivamente). EIl hMPV, ademas de haber sido encontrado en proporciones mas
bajas respecto al VSR (3.1% y 45.7% respectivamente), se identific6 en Bogotd y en los
departamentos de Atlantico, Caldas, Huila y Valle (siendo estos ultimos los sitios donde los
casos tendieron a ser mas frecuentes). También se encontraron coinfecciones entre el VSR y
hMPV en Atlantico, Bogotd, Caldas y Valle, aunque con muy baja frecuencia (0.008%). Estos
hallazgos coinciden con lo descrito previamente respecto a la distribucion mundial de ambos
virus (Salter et al., 2011; Van den Hoogen et al., 2001; Zhang et al., 2008, Herrera et al., 2007;
Espinal et al.,, 2012), y adicionalmente, confirman la presencia del hMPV en Colombia descrita

por primera vez en este pais por Espinal et al.(2012).
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Figura 8 Proporcion de casos positivos para los virus respecto al nimero total de muestras
tomadas de cada lugar geogrdfico

45



Tabla 13 Numero de muestras positivas para cada virus en los diferentes sitios muestreados

SITIO ATL | CAL | CUN TOL | VAL | TOTAL
VIRUS

136 4
hMPV 8 2 2 0 0 1 0 1 14
Coinfecciones 2 1 0 0 0 1 0 0 4

*ATL= Atlantico, BOG= Bogota, CAL= Caldas, CUN= Cundinamarca, GUA=Guaviare, HUI= Huila,
TOL= Tolima, VAL= Valle.

Como se menciond anteriormente, se establecieron los subtipos virales presentes en las
muestras (110 presentaron VSR-A, 45 VSR-B y 43 presentaron infecciéon con ambos subtipos). De
esta forma se evalué el comportamiento de VSR-A, VSR-B y las coinfecciones entre ambos
subtipos virales, en las diferentes regiones evaluadas, asi, se observéd que los subtipos del VSR
tuvieron una amplia distribucién en los lugares muestreados, a diferencia del subtipo B, el VSR-
A se encontrd en todos los sitios muestreados y con mayor frecuencia en el departamento del
Atlantico, mientras que el subtipo B se presentd en mayor proporcion en Huila. Por su parte, las
coinfecciones entre ambos subtipos (A y B) fueron identificadas en Bogota, Atlantico, Valle y

Caldas siendo este el departamento en que se detectd la mayor proporcidon de estos casos

(Figura 9).
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Figura 9 Comportamiento Del VSR En Los Diferentes Sitios Muestreados
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Se ha observado como regla general, que el VSR- A es el subtipo mas frecuente en todo el
mundo (Cane, 2001). En este estudio el pico mas alto de la infeccidon por VSR-A se presentd en el
afio 2003. El subtipo B tuvo una mayor proporcién de casos en los afios 2005 y 2008, mientras
que las coinfecciones de ambos subtipos de VSR, se presentaron principalmente entre 2000 y
2002 con un 43, 50 y 17% de positividad respectivamente. Durante 2004 y 2006 a 2008 estas se
presentaron con menor frecuencia (6%), mientras que en el resto de afios las coinfecciones no
fueron detectadas; lo cual puede deberse a que ambos subtipos virales suelen cocircular
durante los periodos epidémicos del virus (Cane, 2001). Por ejemplo, en Uruguay fue
confirmado este patrén de distribucién de los subtipos cuando se hizo una evaluacién de la
presencia de VSR durante un periodo de 14 afios (1988 — 2001) (Arbiza et al., 2003). La
circulacién de los subtipos de VSR, presentd en algunos afios, un comportamiento antagénico
evidenciandose por el decaimiento en la presencia de uno cuando el otro se encontré con
mayor frecuencia, sin embargo este comportamiento no fue facil de establecer entre 2000 y
2002, por la alta proporcidn de coinfecciones con ambos subtipos virales lo que sugiere que en
ese periodo los dos subtipos cocircularon en proporciones similares y por tanto no se vio un
subtipo con mayor prevalencia que el otro (Figura 10). Previamente se ha descrito que puede
haber alternancia de la prevalencia entre ambos subtipos virales. Por ejemplo en un estudio
realizado en Croacia, se evaluaron los patrones de circulacién de los subtipos virales (2006-2007
y se encontré un comportamiento alternante entre estos, observandose la predominancia del
VSR-B hasta noviembre de 2007 cuando el VSR-A prevalecid sobre el otro subtipo (Mlinaric et
al., 2009). De la misma forma se encontrd un patrdn similar en Finlandia entre ambos subtipos
de 1981-1990 periodo durante el cual, encada aifio hubo predominancia de un subtipo viral, por
ejemplo entre 1981-1982,1985-1986, 1989-1990 el subtipo A fue mas frecuente y en los afos
1983-1984 y 1987-1988 el VSR-B predomind (Waris, 1991).

Cuando se evalud la presencia de VSR en a los diferentes meses del afio, se observd una mayor
circulacién asociada a abril y mayo (16 y 20% respectivamente), que corresponden con la

primera temporada de lluvias en el pais (Figura 14).
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Figura 10 Comportamiento de VSR durante el periodo de estudio

Este mismo comportamiento se observé cuando se discriminaron los resultados por subtipo

viral, siendo el de mayor prevalencia en el tiempo el VSR-A (Figura 11).
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Figura 11 Comportamiento de los subtipos en relacion con los meses del afio
Estos resultados apoyan lo reportado por el SIVIGILA donde se evidencié que en el pais, el VSR
es el principal microorganismo identificado con porcentajes de positividad que varian entre el
30 al 50% y con su pico de circulacion mas alto entre los meses de marzo a mayo (Equipo

Funcional Inmunoprevenibles, 2012). El comportamiento estacional de la infeccién por VSR ha
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sido descrito ampliamente en la literatura, relacionandose estos brotes del virus con las épocas
del afo en donde la temperatura desciende, es decir en invierno en los paises con estaciones, y
las temporadas con mayor presencia de lluvias en los paises con climas tropicales como el
nuestro (Gilchrist et al., 1994), esta descripcidon ha sido hecha en India, Bangladesh, Hawai,
Filipinas y Tailandia observandose los picos de infecciones respiratorias ubicados de igual forma
en los meses con mayor presencia de precipitaciones en cada uno de estos paises (Weber et al.,

1998).

Al asociar los genotipos encontrados con las variables, afio y lugar de recoleccién, se
encontraron los siguientes resultados (Tabla 14). Los genotipos del VSR-A tuvieron una
dispersién mayor en espacio y tiempo. Como puede apreciarse en la Figura 12, el genotipo GA2
se encontré en todos los sitios muestreados en este andlisis (Atlantico, Bogota, Caldas,
Cundinamarca y Tolima) y no se presenté en 2001, 2003, 2005 y 2008, mientras que el genotipo
GAS5 sélo se hallé en Caldas, Tolima y Bogota, durante 2000-2004, 2006 y 2007.

Tabla 14 Comportamiento de los genotipos asociados con el afio y el sitio de obtencion

VSR-A VSR-B TOTAL
GA2 GA5 BA URU1

2000 Caldas 1 1 - - 2

2001 Bogota - 1 - - 1

2002 Bogota 1 1 - 2 4

2003 Bogota - 1 - - 2
Tolima - 1 - -

2004 Bogota - 1 - - 2
Caldas 1 - - -

2005 Bogota - - 5 - 5
2006 Atlantico 1 - - -

Bogota 1 - - - 3
Caldas - 1 - -

2007 Bogota 3 1 3 - 9
Caldas 2 - - -

2008 Bogota - - 2 - 4
Caldas - - 2 -

2009 Cundinamarca 1 - - - 3
Tolima 1 - 1 -

TOTAL 12 8 13 2 35
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Figura 12 Distribucidn de los genotipos respecto al sitio y afio de obtencion de las muestras

Finalmente el genotipo BA se encontré con mayor frecuencia en Bogota y en menor medida en
Caldas y Tolima, el aio de mayor circulacidon de este genotipo fue 2005, aunque entre 2007 y
2009 también se reportaron casos pero en menor proporcién. El genotipo URU1 por su parte
solo fue hallado en Bogotd en el afio 2002 (Figura 12). Al parecer, a pesar de la dispersién
observada para los genotipos GA2 y GA5, hubo 2 afios (2005 y 2008) en los que el BA tuvo
mayor presencia y no se encontraron casos de ningun genotipo de VSR-A en este pequefio
grupo de muestras, confirmandose asi el patrdon alternante de los subtipos virales durante el

tiempo de muestreo.

Se ha sugerido que una explicacion posible para este comportamiento alternante en donde la
presencia de un genotipo viral predominante durante un afio, no se detecta en el siguiente, sino
gue otro genotipo toma parte en las infecciones debidas al virus, es que la respuesta inmune
logra controlarlo y restringe tanto su capacidad de causar enfermedad, como su transmisién
entre la poblacion. Adicionalmente, se ha sugerido que las epidemias de VSR son causadas cada
afio por un genotipo diferente del virus y asi se logra la persistencia de las infecciones por este

virus en tiempo y espacio (Rebuffo-Scheer et al., 2011).

A pesar de este comportamiento observado en Colombia, algunos paises no presentan el mismo

patron, por ejemplo en Cuba no se reportd ese recambio en el predomino de un genotipo cada
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afio y no hay muchos cambios en la secuencia de la proteina G de los virus evaluados en ese
sitio, esta estabilidad aparente en las secuencias de VSR puede deberse a la restriccion que hay

en el flujo de personas que entra al pais y que se mueve dentro del mismo (Valdés et al., 1998).

5.3.2 Comportamiento del hMPV entre 2000y 2009

En la Figura 13, se muestra el comportamiento de hMPV, haciéndose evidente una tendencia de
agrupacioén de la mayoria de casos hacia el afio 2005 (30% aproximadamente), seguido por los
afios 2007 y 2009 en donde esta proporcion fue de 20 y 15% respectivamente.

30
25
20
15

=@=—hMPV
10+

Muestras positivas (%)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Figura 13 Comportamiento de hMPV en cuanto a los afios de estudio

En cuanto a los meses del afio, la mayoria de casos que se presentaron para este virus,
mostraron una tendencia de agrupacién en mayo, siendo este uno de los meses mas lluviosos
en el pais. De la misma forma que para VSR, se ha descrito previamente que se presentan casos
de infecciones respiratorias debidas a este virus durante todo el aifo, pero sus picos mas altos se
relacionan con las temporadas en que desciende la temperatura, es decir invierno en paises con
estaciones y en las temporadas mas lluviosas en paises tropicales (Williams et al., 2006; Lozano
et al., 2009; Turner et al., 2013). Debido a la baja frecuencia con que se presentd este virus en
las muestras evaluadas, no se pudo concluir con exactitud su comportamiento ya que también
se presentaron casos en los meses de enero, abril, agosto, octubre y diciembre (Figura 14iError!

No se encuentra el origen de la referencia.).
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Al comparar el comportamiento mensual de VSR con el de hMPV, se observé que los picos mas
altos de estos coincidian en el mes de mayo, aunque el pico de VSR fue menos pronunciado
debido al mayor nimero de casos detectados para este virus (Figura 14). En la literatura se ha
reportado que aunque los picos de ambos virus coinciden, los de hMPV suelen aparecer un poco

mas tarde que los de VSR (Williams et al., 2006).
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Figura 14 Picos de infeccion por hMPV y VSR durante los meses del afio

Con este nimero de casos se vio una tendencia del hMPV a distribuirse ampliamente tanto en
espacio como en tiempo en Colombia, comportamiento que ha sido reportado previamente
alrededor del mundo en paises como Estados Unidos, Chile, Holanda, Japdn, entre otros
(Williams et al., 2006; Drew, 2005; Lozano et al., 2009; Van den Hogeen et al., 2001; Ebihara et
al, 2004).

5.3.3 Relacidon entre el diagndstico de VSR con caracteristicas de los pacientes
evaluados
Las siguientes variables evaluadas fueron edad, sexo y dias de evolucion de la enfermedad

respiratoria. En cuanto a la edad, los pacientes estuvieron en un rango entre 16 dias y 86 afos,
con un promedio de 8.27 afnos, la mediana fue de 11 meses, y la moda fue 1 mes de edad. Los
pacientes del estudio se dividieron en 3 grupos etarios de la siguiente manera: GR1- 1 semana a

2 meses, GR2 - pacientes mayores de 2 meses y hasta 5 afios y GR3- mayores de 5 afios, hubo
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un 8.7% de pacientes en los cuales no se conocid el dato, por tanto se reportan como grupo NR

(Tabla 15).

Tabla 15 Individuos pertenecientes a los diferentes Grupos Etarios del estudio

N° Muestras grupo etario 79 234 9 39

VSR 52 115 22 16

A 22 61 15 12

Subtipos B 15 27 0 1
A-B 12 24 6 3

GA2 2 0 2

Genotipos OAS i : ! 0
BA 5 0 1
URU1 0 2 0 0

Negativo 27 119 74 23

*NR: No reporta el dato de edad

La mayoria de muestras del estudio pertenecieron al grupo etario GR2, seguido por el GR3 y
finalmente el GR1. Al hacer el andlisis de los resultados de VSR y relacionarlos con los diferentes
grupos etarios, se observo que, éste se asocid en mayor proporcion a los pacientes mas jévenes.
Para tratar de encontrar la relacién entre estas variables, se realizé un cdlculo de medida de
confianza (Agrawal et al., 1993), que es la probabilidad condicional de obtener un resultado
positivo o negativo del VSR, dado que el paciente pertenece a un grupo etario ya sea GR1, GR2 o
GR3. Esto es, P [VSR= positivo o negativo [grupo etario=Gx] donde x puede ser cualquiera de los
grupos etarios contemplados en el estudio (Tabla 16).

De acuerdo con el valor de confianza de la prueba, hay una mayor probabilidad de tener un
resultado positivo para el VSR en los pacientes del grupo etario GR1 (65.8%), mientras que en
los pacientes del grupo GR3 la probabilidad de presentar un resultado negativo de VSR es mayor
(77.1%). En cuanto al grupo GR2, no hay una tendencia clara entre los resultados positivo y
negativo del virus ya que la confianza es muy cercana al 50%, es decir, que para este grupo de
edad, el resultado de VSR es aleatorio. Lo anteriormente expuesto, se refuerzé con el test de
significancia (x?) que confirmd la relacién estadisticamente significativa entre el resultado de
VSR vy los grupos GR1 y GR3, mientras que en el grupo GR2 el valor-p fue >0.05 por tanto no se
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observé relacidon (Tabla 16). Cuando se asocid el grupo etario con los diferentes genotipos
evaluados se vio la presencia de los 4 genotipos asociados al GR2, a GR1 se asociaron los
genotipos GA2, GA5 y BA. Al tercer grupo etario (GR3) sélo se asocié GA5 (Tabla 16). Debido a la
baja cantidad de muestras con genotipo definido en este estudio (7,8%), no se pudo asociar con
las variables clinicas evaluadas.

Tabla 16 Medidas de confianza y test de significancia para la presencia de VSR en relacidn con la
edad

GRUPO VSR (%) PRUEBA y?
ETARIO
34,9 65,8 x%=7.9114, df = 1, p-value = 0.004912
GRZ 50,8 49,1 x?*=0.0684, df = 1, p-value = 0.7937
GR3 77,1 22,9 x? =28.1667, df = 1, p-value = 1.113e-07

En Colombia se han hecho pocos reportes de la asociacion de la presencia de VSR y la edad,
pero en el boletin de SIVIGILA de la semana 30 de 2001, se relacionaron estos dos factores,
observandose en este informe, que el 83% de los casos positivos para este virus se presentaron
en ninos menores de 5 afios, mientras que solo un 17% se asocia al resto de la poblacién
(SIVIGILA, 2001). Alrededor del mundo se ha descrito adicionalmente que las infecciones
primarias por VSR ocurren usualmente entre las primeras 6 semanas y los 2 afos de vida (Cox et
al., 1998) y las reinfecciones son comunes (Yamaguchi et al., 2011; Welliver , 2003). Como se
menciond anteriormente, en Latinoamérica, se ha reportado que los cuadros mas severos
asociados al VSR se presentan en pacientes menores de 2 anos (40.9%) siendo fatales
aproximadamente el 1.7% de estos casos (Bardach et al, 2014). De la misma forma estos
cuadros suelen presentarse en pacientes de la tercera edad (12.7%) (Bardach et al., 2014). Se ha
descrito adicionalmente que los cuadros de infecciones respiratorias que se presentan en los
pacientes de los otros grupos etarios, no suelen deberse tan frecuentemente a VSR, sino a otros

microorganismos (Bardach et al., 2014).

Respecto a la variable sexo, El 46,6% de los pacientes pertenecieron al femenino y 53.3% al

masculino, el andlisis de confianza para determinar la probabilidad de presentar la infeccién por
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VSR dado que un paciente pertenece a determinado sexo P [VSR=positivo-negativo| Sexo X],
encontrd, como se ha descrito previamente, que el sexo no fue una variable determinante

frente a la presencia del virus (Tabla 17) (Bano et al., 2006, Piferos et al., 2013).

Tabla 17 Medida de confianza de los casos de VSR relacionados con el sexo

" SEXO | NEGATIVO (%) | POSITIVO ()

Femenino 59,3 40,6 x%=17.2775, df = 1, p-value = 0.006982
Masculino 49,8 50,2 x?%=0.0042, df = 1, p-value = 0.9484

La variable dias de evolucion, se hallé calculando la diferencia entre el dia de toma de muestray
el dia de inicio de la sintomatologia, de las 448 muestras tomadas, en 35 no se pudo calcular
debido a la ausencia de estos datos. En las 413 restantes, los dias de evolucion tuvieron un
rango entre 0 y 94 dias, el promedio, la mediana y la moda se ubicaron en 5, 3 y 2 dias
respectivamente, cabe anotar que del dia 1 al 5 de evolucién, se tomaron el 69.4% de las
muestras, es decir que durante este tiempo los pacientes asisten con mayor frecuencia al
sistema de salud para ser atendidos.

De la misma forma que en las variables anteriores, se hallaron las medidas de confianza para los
dias que presentaron mayores frecuencias (dias 1 al 5) pero no se encontré una relacion entre la
presencia de VSR y el dia de evolucién de los sintomas, aunque en los dias 0, 1y 5, se observd
mayor probabilidad de presentar un resultado negativo, siendo el dia 1 el Unico que mostré
significancia estadistica en cuanto a esta relacién (Tabla 18). A pesar que los resultados de esta
variable no mostraron valores de confianza concluyentes, como se ha observado a lo largo de
diferentes estudios y protocolos de manejo formulados para la vigilancia en laboratorios de
influenza y virus respiratorios, se recomienda realizar la toma de muestras de los casos
sospechosos antes del quinto dia de evolucién y preferiblemente durante el tercer y cuarto dia,
debido a que después de este tiempo, la carga viral comienza a disminuir y por tanto es mucho
mas dificil realizar el diagndstico del agente etioldgico involucrado en la infeccién (Castillo et al.,

2007; Kim et al., 2011, Chertorivski et al., 2012; Gémez & Escudero, 2007).
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Tabla 18 Medidas de confianza del resultado de VSR en relacidn con los dias de evolucion (1-5)

DIAS DE NEGATIVO | POSITIVO
EVOLUCION (%) (%)

59,5 40,4 x%=1.7234, df = 1, p-value = 0.1893
1 64,4 35,5 x?%=3.7556, df = 1, p-value = 0.05263
2 56 43,9 x?=1.3297, df = 1, p-value = 0.2489
3 50 50 x%=0,df =1, p-value=1
4 50,8 49,1 x?=0.0175, df = 1, p-value=0.89
5 60 40 x%=1.2, df = 1, p-value = 0.2733

5.3.4 Correlacion entre la informacioén clinica y la presencia de VSR

Como se menciond anteriormente, las fichas médicas que acompafaban a las muestras,
contenian una serie de datos clinicos de los pacientes y dependiendo de la cantidad de
informacién requerida por las fichas clinicas y lo bien diligenciada que estuviera cada una de
ellas se obtuvo informacidon de cada paciente en mayor o menor medida, asi, de los 448
pacientes, 30 carecieron de informacion acerca de los signos y sintomas, 52 no presentaron
informacién de diagndstico presuntivo, en 99 de ellos no se pudo conocer el manejo que se le
dio a la infeccidn respiratoria es decir si se requirié o no hospitalizacién, y finalmente solo en
170 de los pacientes se tuvo informacion de la administracién de antibidticos (Figura 15).

La falta de informacién clinica se debié a que en los primeros anos del estudio, las fichas
epidemioldgicas eran muy breves y la informacion solicitada en ellas fue aumentando con los
afos. Por otro lado debido a que el personal médico no ve la trascendencia de diligenciar
adecuadamente las fichas, un gran nimero de datos se pierde, por tanto, es de vital
importancia hacer consciente al personal de salud del valor de esta informacién para los datos
epidemioldgicos del pais, ya que los analisis del comportamiento de las infecciones respiratorias
se evaluan por medio de estos y se podrian impartir medidas preventivas a nivel nacional que
permitan controlar las infecciones. Si la informacidon parte incompleta desde los centros de

vigilancia centinela, los estudios epidemioldgicos no tendran nunca el impacto requerido.
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Figura 15 Informacion Clinica Consignada En Las Fichas Médicas

De acuerdo con la informacién de signos y sintomas consignada en las fichas medicas de los
pacientes incluidos en el estudio, y relaciondandolos tanto con los pardmetros dados por la
Organizacion Mundial de la Salud para la designacion de Infeccion respiratoria (Kim et al., 2011),
como con los tomados en cuenta en la vigilancia centinela en virus respiratorios de nuestro pais
para considerar los casos de IRA (Ministerio de la Proteccidn Social, 2005), los pacientes se
clasificaron en 2 grupos: con presencia de infeccion respiratoria aguda (IRA) o con presencia de

infeccidn respiratoria aguda grave (IRAG).

Para realizar esta clasificacion, se tomd en cuenta el grupo etario de los pacientes, acompaiado
de los siguientes signos y sintomas: fiebre, dolor de garganta, tos, dificultad respiratoria, vomito
y rinorrea, y en menor medida, por la baja frecuencia con que se reportaron, taquipnea, hipoxia,
coriza, postracidn, tiraje tordcico y estridor. Por otra parte, se relacionaron también estos
hallazgos con el manejo de la infeccion respiratoria ya fuera hospitalario o no (porque como se
menciond anteriormente, la definicion de IRAG dada por el INS y la vigilancia centinela hace

énfasis en que el solo hecho de requerir manejo intrahospitalario de la infeccién respiratoria
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hace que se precise considerar dichos eventos como graves, aunque se presenten casos poco
complejos como laringofaringitis (Equipo Funcional Inmunoprevenibles, 2012). De esta manera
se vio el predominio en un 66.9% de casos de IRAG, contra un 20.5% de IRA (300 vs 92 pacientes
respectivamente). En 56 (12.5%) de los casos no fue posible establecer el tipo de infeccién
respiratoria por falta de la informacion clinica en la ficha.

Cuando se relacionaron los hallazgos de infecciones respiratorias con los diferentes grupos
etarios, fue evidente que IRAG se presentd con mayor frecuencia en los grupos GR1y GR2 (81y
68%) mientras que la mayoria de casos de IRA se asociaron al GR3 (59%) (Figura 16). Con base
en las medidas de confianza se observd una relacion estadisticamente significativa entre el
grupo etario y la aparicion de IRAG siendo las probabilidades de presentar este tipo de infeccion
del 91.1 y 75.6% en los pacientes de GR1 y GR2 respectivamente, es decir que si un paciente
pertenece a alguno de estos grupos etarios hay una alta posibilidad de presentar un cuadro
grave de infeccidn respiratoria, mientras que para GR3 se vio mayor probabilidad de presentar
IRA con un valor de confianza de 59% (Tabla 19). Confirmandose como se ha descrito
anteriormente, que en la poblacion Colombiana, la edad es un factor de riesgo asociado a
padecer cuadros mas severos de infeccidn respiratoria, y que estos eventos se presentan con
mayor frecuencia en nifios menores de 5 afios (Rodriguez C. et al., 2013; Bedoya et al., 1996;
Fodha et al., 2007; Giubergia et al., 2004; Jartti et al., 2002; McCracken et al., 2014; Pifieros et
al., 2013; SIVIGILA, 2001)
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Figura 16 Proporcion de casos de infecciones respiratorias en relacion con la edad
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Tabla 19. Medidas de confianza y significancia de la relacion entre el tipo de infeccion
respiratoria y el grupo etario

e o Twewl o

GR1 13,9 x%=41.1266, df = 1, p-value = x?%=53.481, df = 1, p-value =
1.427e-10 2.611e-13

GR2 22,6 x%=70.0171, df = 1, p-value < 68,3 x%=61.5385, df = 1, p-value =
2.2e-16 4.342e-15

GR3 59,4 x%=3.375, df = 1, p-value = 25 x%=7.0417, df = 1, p-value =
0.06619 0.007963

Se calculé la probabilidad de obtener un resultado positivo para VSR dado el tipo de infeccion
respiratoria (P [VSR=POSITIVO| IRA 6 IRAG]) y se encontrd asociacion entre el resultado
negativo del virus en los pacientes con IRA (68.6%), mientras que si se presentd IRAG, a pesar
que el resultado no fue significativo, este mostrd una leve tendencia que sugirid la presencia del
VSR ante la aparicién de cuadros graves de enfermedad respiratoria (Tabla 20). Anteriores
estudios han reportado este mismo comportamiento del VSR respecto a la severidad de la
enfermedad respiratoria ya que la infeccién por este virus causa con mayor frecuencia IRAG en
los pacientes menores de dos afos (Nasreen et al, 2014; Sigurs et al., 2000), quienes
adicionalmente, requieren manejo hospitalario con mayor frecuencia y por periodos mas
prolongados (Nokes et al., 2011; Olsen et al., 2010).

Tabla 20 Medidas de confianza y significancia de la aparicion de VSR en relacidn con el tipo de
infeccion respiratoria

VSR | NEGATIVO | posiTivo |

IRA 68,6% 31,4% x?=16.7355, df = 1, p-value = 4.297e-05
IRAG 43,1% 56,8% x?=12.2533,df = 1, p-value = 0.1333

En lo referente a los resultados del manejo del paciente, se observé una alta probabilidad
(72.5%) de tener un resultado negativo del virus en los casos manejados de forma ambulatoria.
En los casos de hospitalizacidn, se observd, que los pacientes con infeccidn por VSR tienen un
57.1% de probabilidad de requerir manejo intrahospitalario. En Colombia se ha reportado una

frecuencia de hospitalizacidon por infecciones de tracto respiratorio inferior causadas por VSR
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entre el 41.7 y el 48% (Jaimes et al., 2003; Bedoya et al., 1996; Herrera et al., 2001). Un estudio
llevado a cabo en diferentes ciudades del pais (Barranquilla, Bogota, Bucaramanga, Cali,
Medellin y Pereira), mostré que los pacientes menores de 1 afio con infeccion de tracto
respiratorio inferior requirieron hospitalizaciéon por un tiempo promedio de 8.6 dias, de estos
41.2% de los pacientes requirieron ventilacion mecanica por un promedio de 3.8 dias y la tasa
de mortalidad asociada fue de 5.8%, el 33.3% de los casos se debian a VSR, pero al comparar los
pacientes infectados con VSR con los que no lo estaban, no se vio diferencia significativa en los

dias de hospitalizacién (Pifieros et al., 2013).

Por otra parte, se hizo correlacién de los resultados del estudio con los diagndsticos presuntivos
consignados en las fichas. En los pacientes donde se reportd este dato, el diagndstico presuntivo
mas frecuentemente relacionado con los casos de IRA fue infeccidn respiratoria de vias altas
(35.8%), y el resto de ellos fueron amigdalitis, laringitis, rinofaringitis, sindrome coqueluchoide.
En cuanto a los casos de IRAG encontrados en el estudio, los diagndsticos presuntivos mas
frecuentes fueron neumonia en 75 casos (25%) y bronquiolitis en 69 (23%), los demas
diagndsticos fueron tanto de infecciones de tracto respiratorio alto como bajo. En lo
concerniente al tipo de infeccién respiratoria que presentaron los pacientes con resultado
positivo para los virus evaluados, se observd que el 64% de los pacientes con presencia de
hMPV presentaron IRAG y solo el 21% IRA. En el caso del VSR, el 80% del total de muestras
positivas para este virus se asocié a los cuadros graves de infeccion respiratoria mientras que
solo el 11% presentd IRA, de ahi que tanto los subtipos como los genotipos de VSR, presentaran
mayor asociacidon con IRAG, y en el caso del genotipo BA el 100% se asocié a este tipo de
infeccion mientras que los 2 casos del genotipo URU1 se asociaron a IRA (Tabla 21).

En cuanto a las coinfecciones entre el VSR y el hMPV, solo se encontraron 4 casos y se observd
gue 2 casos se asociaron a IRAG, 1 a IRA y en 1 la severidad de la infeccién no pudo ser
determinada por la ausencia de informacién clinica, 3 de los pacientes con esta caracteristica
fueron menores de 5 afios y en 1 no se conocié el dato. En las coinfecciones entre ambos
subtipos del virus, tampoco se observd diferencia en la asociacion con infecciones mixtas

cuando se compard con infecciones con un solo subtipo viral.
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Tabla 21 Relacidn entre los Virus evaluados y el tipo de Infeccion Respiratoria.

TIpO de infeccion
Virus evaluado

hMPV
Coinfecciones (hmpv + VsR) 25 50 25 4
VSR 11 80 9 205
A 14 75 12 110
B 11 84 4 45
A-B 5 86 9 43
*NS 14 86 0 7
GA2 8 83 8 12
GA5 38 63 0 8
BA 0 92 8 13
URU1 100 0 0 2

*NA= no aplica tipo de infeccidn respiratoria porque no se pudo clasificar el caso. *NS= no subtipificable

Aun no se conoce con certeza si la severidad de la enfermedad es diferente cuando se
presentan infecciones mixtas entre estos dos virus, ya que en algunos casos se presentan
cuadros fatales pero en otros las caracteristicas clinicas no difieren de las causadas por un solo
patégeno (Lien Do et al., 2011, Lozano et al., 2009), aunque se sugiere prestar mayor atencién a
este tipo de cuadros porque se ha visto que estas coinfecciones son mas frecuentes en menores
de 3 afios y que este tipo de pacientes suelen requerir con mayor frecuencia manejo
intrahospitalario de la enfermedad respiratoria.

Se ha sugerido que la severidad de la enfermedad respiratoria puede estar relacionada con el
subtipo de VSR que la causa. Al respecto se ha reportado que los pacientes con infecciones
respiratorias debidas a VSR-A presentan cuadros mdas severos, asociadas a una mayor
permanencia intrahospitalaria y soporte ventilatorio en contraste con las debidas al subtipo B
del virus (Walsh et al., 1997). Pero otros estudios han descrito que la aparicién de los cuadros
mas severos de la enfermedad respiratoria suceden por las condiciones sistémicas del paciente
y la presencia de factores de riesgo asociados a la enfermedad (Rodriguez D. et al., 2013; Fodha
et al., 2007; Giubergia y et al., 2004). En general, es muy dificil definir esta asociacién, ya que
solo se estudian los casos que llegan a los centros de vigilancia, es decir los mas complejos por

tanto no se tienen los datos de la proporcidn de infecciones leves causadas por estos virus
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(Cane, 2001). En el presente estudio se encontré que IRAG se asocid en general a la presencia
del VSR pero no hubo diferencia significativa entre los subtipos del virus y la severidad de la
enfermedad, en otras palabras, ningln subtipo se asocid mas a las infecciones graves que el
otro, y de la misma forma no se encontré diferencia significativa entre la severidad asociada a

las enfermedades respiratorias causadas por infecciones mixtas entre ambos subtipos de VSR

(Figura 17).
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Figura 17 Asociacion de los subtipos virales a la severidad de la infeccion

En dos estudios llevados a cabo en Colombia (Trujillo et al., 1993; Bedoya et al,, 1996), se
encontrd que el 44% de los casos de enfermedades respiratorias se debieron a VSR, en estos los
pacientes fueron menores de 1 afo y requirieron hospitalizaciéon debido a que los pacientes
presentaban neumonia y bronquiolitis (Bedoya et al., 1996). Estos diagndsticos se asocian muy
frecuentemente a la infeccién por VSR (Pifieros et al., 2013; Backman et al., 2014), del mismo
modo que lo descrito en el presente trabajo, donde los diagndsticos presuntivos que se
relacionaron con la presencia del virus fueron bronquiolitis y neumonia (51 y 47 muestras
positivas respectivamente), y al determinar el valor de confianza para evaluar la probabilidad de
tener VSR dado los diagndsticos nombrados anteriormente, se vio que tanto la bronquiolitis
como la neumonia presentaron medidas de confianza > 60% soportados por el test de
significancia estadistica, por tanto sugiere que hay relacion entre estos diagndsticos y el

resultado positivo del VSR (Tabla 22).
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Tabla 22 Medidas de confianza para los diagndsticos asociados con la presencia de VSR

NEGATIVO (%) | POSITIVO (3

BRONQUIOLITIS 35,4 64,5 x?=15.1171, df = 1, p-value = 0.000101
NEUMONIA 39,7 60,2 x?=7.2046, df = 1, p-value = 0.007272

En Bogota se realizd la descripcion de la variacidn estacional de las infecciones respiratorias, en
donde se observé que los casos de bronquiolitis y neumonia que se presentan en todo el afio, la
mayoria se presentd durante la primera temporada de lluvias, mostrando comportamientos
similares de estas dos patologias agrupandose durante abril a junio, adicionalmente se estimo
qgue los casos de bronquiolitis se deben en un 79% al VSR (Ucrés et al., 1997), este
comportamiento también se ha mostrado en otros estudios como Pifieros et al. (2013), aunque
alli la asociacion de estas patologias con VSR no fue tan marcada. También se ha descrito en que
el VSR se asocia al 27% de casos de neumonia durante los periodos epidémicos afectando
principalmente a menores de 5 afos (Nokes et al, 2011). Esta patologia es una de las
principales causas de muerte en nifios con enfermedades respiratorias aunque en paises
subdesarrollados no hay mucha informacidn respecto la mortalidad debida a esta enfermedad
(Olsen et al., 2010). En un estudio llevado a cabo en Tailandia el 16.7% de las neumonias fueron
causadas por VSR, de las cuales 41.2% fueron nifios menores de 5 afios, (Olsen et al., 2010). En
el reporte de vigilancia en Colombia de 2000 a 2001, fueron observados mas frecuentemente
los mismos diagndsticos encontrados en este estudio, siendo la neumonia y bronquiolitis las
mas prevalentes sobre todo en nifios con edades por debajo de 5 anos (SIVIGILA, 2001). En el
estudio realizado por Louie et al. (2005), se definié que el 12% de las infeccione respiratorias en
adultos se debieron a VSR y el 9% a hMPV y las patologias mas a asociadas a ellos fueron
neumonia bronquitis y faringitis. En Tailandia se encontrd que durante los afios 2009 a 2011, el
24.9% los casos de neumonia se asocid a VSR, y un 4.7% se relacionaron con hMPV (Turner et
al., 2013).

Se ha sugerido que estas patologias se asocian con factores de riesgo de los pacientes
afectados, en el estudio descrito por Giubergia y et al. (2004) se analizaron diferentes variables

asociadas con gravedad clinica analizadas en nifios con factores de riesgo para sufrir este tipo de
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alteracion por VSR fueron: recién nacidos pretérmino (< 34 semanas), prematuros, menores de
6 meses al momento de la infeccidn, recién nacidos a término menores de 45 dias, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, displasia broncopulmonar, fibrosis quistica y cardiopatias
congénitas. Se dividié a la poblacién en 2 grupos asi: sin factores de riesgo y con factores de
riesgo. Las formas clinicas que se presentaron mas frecuentemente fueron bronquiolitis (72,2%)
y neumonia (13,9%), y la mortalidad del grupo de pacientes con factores de riesgo fue 1,04%.
Estos datos ayudan a definir en qué tipo pacientes deberian implementarse medidas
preventivas y terapéuticas mas tempranas para mejorar su evolucién y prondstico, ya que
ademas los nifos con infeccién por VSR con factores de riesgo requirieron mayor tiempo de
hospitalizacion, de oxigenoterapia y tuvieron mayor probabilidad de requerir asistencia

respiratoria mecanica.

5.3.5 Reglas de asociacion entre la presencia de VSR y caracteristicas clinicas de los
pacientes

Por ultimo, se realizé un analisis con técnicas descriptivas y predictivas de la mineria de datos
gue se basa en el célculo de probabilidades condicionales que induce el teorema de Bayes.
Dentro de las técnicas descriptivas se encuentran técnicas de segmentacion de datos y la
identificacidn de patrones frecuentes o reglas de asociacidn. En las predictivas estan las técnicas
gue se conocen como clasificacién, que permiten utilizar datos con un atributo, y aprender de
aquellos con valores del mismo para predecir muestras, de las cuales no se conoce el dato
evaluado (Han & Kamber, 2006). Para este trabajo, se utilizaron técnicas predictivas para
completar variables a partir de muestras que presentaban los datos en su totalidad. Luego de
esto, se realizé una identificacion de reglas de asociacion entre los datos. El analisis se realizd
utilizando la herramienta RapidMiner®. A continuacién se describe el andlisis en cinco etapas,

acorde a este proceso

1. Selecciéon de variables como el afio, departamento, sexo, edad, signos y sintomas
importantes para el caso, tipo de infeccion, resultado de VSR, diagndstico presuntivo,

dias de evolucién, mes, clasificacion de manejo
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2. Pre-procesamiento y transformacidon de datos, por ejemplo cdlculo de los dias de
evolucién, frecuencias de diagndsticos presuntivos, grupos etarios etc.

3. Identificacion de reglas de asociacién e interpretacion de resultados

Los resultados se interpretan segun la consecuencia evaluada. Para este grupo de datos, las

consecuencias que se tuvieron en cuenta fueron los siguientes

1. Resultado positivo de VSR
2. IRAG
3. IRA

4. Manejo intrahospitalario de la infeccidn respiratoria

Cuando se evalué el resultado positivo del VSR, mediante estas reglas de asociacién, se vio una
fuerte relacién entre la presencia de tos, IRAG, dificultad respiratoria, manejo intrahospitalario
de la infeccidn respiratoria en pacientes del grupo etario GR1 de Bogota, de esta forma los
pacientes pertenecientes a dicho grupo etario, con dificultad respiratoria, o tos, y con IRAG
mostraron mayor probabilidad de presentar el VSR (71%). Los pacientes con IRAG, que
procedian de Bogotd en los cuales la muestra se tomé entre abril y mayo (semana
epidemioldgica 14 a 22), presentaron resultados positivos para el virus con una probabilidad del
69%, finalmente, si los pacientes tuvieron dificultad respiratoria y bronquiolitis, se mostro la

probabilidad del 69% de presentar el VSR (Tabla 23).

Al evaluar IRAG, se encontré que los pacientes con dificultad respiratoria, en general,
desarrollaron cuadros graves de la infeccidon. Cuando ésta se manifestd en pacientes del grupo
etario GR2, con resultado positivo de VSR y rinorrea, la probabilidad de presentar este tipo de
infeccion fue mayor a 98%. Una regla asocié el grupo etario GR2, el sexo masculino y el
resultado positivo del virus, indicando que los pacientes con estas condiciones desarrollaron

cuadros de IRAG con un 82% de probabilidad (Tabla 24).
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Tabla 23 Reglas de asociacion que dan como consecuente resultado positivo de VSR

Antecedente Consecuente | Soporte | Confianza
Regla % %

117044 TOS =SI, TIPO INFECCION RESPIRATORIA = IRAG, resultado VSR =
DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, DEPARTAMENTO = POSITIVO
BOGOTA, CLASIFICACION MANEJO =
HOSPITALIZACION

257270 TIPO INFECCION RESPIRATORIA = IRAG, DIFICULTAD resultado VSR= 10 70
RESPIRATORIA = SI, GRUPO ETARIO = GR1 POSITIVO

221966 TIPO INFECCION RESPIRATORIA = IRAG, resultado VSR= 10 70
DEPARTAMENTO = BOGOTA, SEMANA POSITIVO

EPIDEMIOLOGICA = range2 [14,500 - 22,500]

246436 TOS = S|, TIPO INFECCION RESPIRATORIA = IRAG, resultado VSR= 10 70
GRUPO ETARIO = GR1 POSITIVO

216789 DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, BRONQUIOLITIS=SI  resultado VSR= 10 70

POSITIVO

121270 TOS = SI, FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S|,  resultadoVSR= 10 60
DEPARTAMENTO = BOGOTA, CLASIFICACION MANEJO ~ POSITIVO
= HOSPITALIZACION

121443 TOS = SI, FIEBRE = SI, TIPO INFECCION RESPIRATORIA  resultado VSR = 10 60
= IRAG, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S|, POSITIVO
DEPARTAMENTO = BOGOTA, CLASIFICACION MANEJO
= HOSPITALIZACION

Para IRA, sélo hubo una regla con significancia, en la cual se evidencié que los pacientes con
fiebre, tos y manejo ambulatorio de la enfermedad respiratoria, con una confianza del 66%

presentaron este tipo de infeccién (Tabla 25).

La dificultad respiratoria se relaciond con el manejo intrahospitalario de la infeccion, y en este
caso estuvo muy ligada a la presencia de VSR, con valores de confianza estadisticamente
significativos. Por otra parte, algunas reglas cuyo consecuente es la Hospitalizacién, refirieron
los dos factores nombrados anteriormente presentandose a la mismo tiempo con otros como
pertenecer al grupo etario GR2, al sexo masculino, provenir de Bogotd, y la presencia de
manifestaciones clinicas como tos, rinorrea y fiebre, valores de confianza mayores a 74% (Tabla

26).
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Tabla 24 Reglas de asociacion que dan como consecuente IRAG

559792 TOS =SI, FIEBRE = S|, DIFICULTAD RESPIRATORIA = IRAG 37% 99%
Sl

551272 TOS =S|, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO IRAG 31% 98%
ETARIO = GR2

550455 DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, resultado VSR = IRAG 31% 98%
POSITIVO

557896 TOS =SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, resultado IRAG 29% 98%
VSR = POSITIVO

561056 FIEBRE =SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO IRAG 27% 100%
ETARIO = GR2

561057 FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =SI, IRAG 23% 100%
resultado VSR = POSITIVO

561109 RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S, IRAG 22% 100%
resultado VSR = POSITIVO

563047 TOS =SI, RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA IRAG 22% 100%
=Sl, resultado VSR = POSITIVO

562996 TOS =SlI, FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = IRAG 21% 100%
Sl, resultado VSR = POSITIVO

563827 FIEBRE = SI, RINORREA = SI, DIFICULTAD IRAG 17% 100%
RESPIRATORIA = SI, resultado VSR = POSITIVO

543434 DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO ETARIO = IRAG 18% 96%
GR2, resultado VSR = POSITIVO

563869 FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO IRAG 16% 100%
ETARIO = GR2, resultado VSR = POSITIVO

561165 DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, SEXO = FEMENINO, IRAG 13% 100%
resultado VSR = POSITIVO

568561  FIEBRE = SI, RINORREA = SI, DIFICULTAD IRAG 12% 100%

RESPIRATORIA = SI, GRUPO ETARIO = GR2,
resultado VSR = POSITIVO

485081 TOS =S|, resultado VSR = POSITIVO, SEMANA IRAG 13% 89%
EPIDEMIOLOGICA = range2 [14,500 - 22,500]

480040 RINORREA =S|, resultado VSR = POSITIVO, SEMANA IRAG 10% 88%
EPIDEMIOLOGICA = range2 [14,500 - 22,500]

420651 SEXO = MASCULINO, GRUPO ETARIO = GR2, IRAG 12% 82%

resultado VSR = POSITIVO

Tabla 25 Reglas de asociacion que dan como consecuente IRA

Antecedente Consecuente | Soporte | Confianza
Regla

141656 TOS = FIEBRE = SI, CLASIFICACION MANEJO = 10% 66%
AMBULATORIO



Tabla 26 Reglas de asociacion que dan como consecuente Hospitalizacion

417310 TOS =SI, RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = HOSPITALIZACION 18% 81%
Sl, resultado VSR = POSITIVO

396237 TOS =SI, FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S, HOSPITALIZACION 17% 80%
resultado VSR = POSITIVO

410196 RINORREA =SlI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =SI, HOSPITALIZACION 15% 81%
DEPARTAMENTO = BOGOTA, resultado VSR =
POSITIVO

400014 TOS = SI, RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = HOSPITALIZACION 15% 80%
SI, DEPARTAMENTO = BOGOTA, resultado VSR =
POSITIVO

408297 TOS = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO HOSPITALIZACION 14% 81%
ETARIO = GR2, resultado VSR = POSITIVO

432742 TOS =S|, RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = HOSPITALIZACION 11% 83%
Sl, SEXO = MASCULINO, resultado VSR = POSITIVO

385743 TOS =SI, FIEBRE =S|, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S, HOSPITALIZACION 13% 79%
DEPARTAMENTO = BOGOTA, resultado VSR =
POSITIVO

295625 TOS = SI, SEXO = MASCULINO, resultado VSR = HOSPITALIZACION 17% 74%
POSITIVO

365795 FIEBRE =SI, RINORREA = S|, DIFICULTAD RESPIRATORIA = HOSPITALIZACION 13% 78%
=Sl, resultado VSR = POSITIVO

419192 TOS =S|, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SlI, HOSPITALIZACION 11% 82%
DEPARTAMENTO = BOGOTA, SEXO = MASCULINO,
resultado VSR = POSITIVO

429131 TOS =SI, FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =SI, HOSPITALIZACION 10% 82%
SEXO = MASCULINO, resultado VSR = POSITIVO

333851 TOS = S|, FIEBRE = SI, DEPARTAMENTO = BOGOTA, HOSPITALIZACION 15% 76%
resultado VSR = POSITIVO

397141 TOS =SI, FIEBRE = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =S, HOSPITALIZACION 12% 80%
GRUPO ETARIO = GR2, resultado VSR = POSITIVO

356679 TOS =SI, FIEBRE = SI, RINORREA = S|, DIFICULTAD HOSPITALIZACION 13% 77%
RESPIRATORIA = SI, resultado VSR = POSITIVO

379316 DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, DEPARTAMENTO = HOSPITALIZACION 12% 79%
BOGOTA, SEXO = MASCULINO, resultado VSR =
POSITIVO

358655 TOS =S|, DEPARTAMENTO = BOGOTA, SEXO = HOSPITALIZACION 12% 77%
MASCULINO, resultado VSR = POSITIVO

391478 RINORREA = SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA =SI, HOSPITALIZACION 10% 80%
GRUPO ETARIO = GR2, resultado VSR = POSITIVO

353952 FIEBRE =SI, DIFICULTAD RESPIRATORIA = SI, GRUPO HOSPITALIZACION 12% 77%

ETARIO = GR2, resultado VSR = POSITIVO

Cuando se intentd relacionar de la misma forma, los signos y sintomas por separado para ver
gué tan asociados podian estar estos con la posibilidad de obtener un resultado positivo de VSR,

no se obtuvieron resultados contundentes, debido al bajo soporte que se encontrd,
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principalmente por la ausencia de informacion clinica de los pacientes evaluados en el estudio.
Sin embargo, los resultados del valor de confianza tienden a asociar el resultado positivo de VSR
con la presencia de hipoxia, taquipnea, infiltrados radiograficos, tiraje tordcico y estridor ya que
las probabilidades de ocurrencia de estos eventos fueron mayores de 52%. En manifestaciones
clinicas como cefalea, mialgia y dolor de garganta, se observé una tendencia de estos factores
con la presencia del virus hacia una relacion negativa es decir los valores de confianza para un
resultado negativo del virus dada la presencia de estos sintomas, fueron estadisticamente
significativos a excepcién de dolor de garganta donde la prueba Chi? arrojo un p-valor de 0.08.
Por otra parte, se observd que los valores de confianza para el resultado negativo del virus dada
la ausencia de tos, vomito, rinorrea, coriza y postracion fueron mayores del 58%, sugiriendo la
ausencia de infeccidon por VSR dado que estos sintomas no estan presentes. Se ha reportado
qgue las infecciones respiratorias causadas por patdgenos virales presentan sintomas muy
similares (Kim et al., 2011, Yuen et al., 1994) y por tanto no se puede distinguir una de otra. A
pesar de haberse encontrado asociaciones entre algunas caracteristicas clinicas y la presencia
del VSR, es necesario realizar los mismos analisis con otros virus para poder presentar como

concluyente la asociacidon exclusiva o no de estos aspectos clinicos y la infeccidon por VSR.

Nasreen et al. (2014), se describieron que las infecciones respiratorias que necesitaron manejo
intrahospitalario con mayor frecuencia se debieron a la presencia de VSR. Los signos clinicos
mas frecuentes para las infecciones respiratorias fueron taquipnea, crepitaciones, sibilancias, y
tiraje tordcico, y fueron muy similares a los presentados por los pacientes con manejo
ambulatorio de la infeccién, la diferencia entre ambos grupos fue que pesar que todos eran
menores de 5 anos, los pacientes que requirieron hospitalizacién fueron menos de 6 meses de
edad (Nasreen et al.,, 2014). En el presente estudio como en otros no se encontré una
asociacién contundente entre la presencia del virus y la aparicion de signos clinicos que en
general son muy comunes para todas las enfermedades respiratorias causadas por los
diferentes agentes patogenos (Piferos et al.,, 2013; Naseen et al., 2014). Otro estudio realizado
para evaluar el perfil clinico de infecciones respiratorias presentes en adulto debidas a

diferentes agentes etioldgicos como VSR, AdV, IV-B e IV-B, entre otros mostré que el perfil
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clinico de los pacientes estuvo constituido en mas del 80% por fiebre, congestién faringea, tos y
signos de obstruccién bronquial, pero no se evidenciaron diferencias entre los casos causados

por los diferentes agentes etiolégicos (Rabagliati et al., 2007).

5.3.6 Descripcion de las infecciones por hMPV encontradas en el estudio

Para el caso de hMPV debido a la baja frecuencia relativa de positividad con que se presentd en
este grupo de muestras, no fue posible establecer valores de soporte ni confianza robustos para
relacionarlos con las diferentes variables evaluadas, por tanto solo fue posible realizar una
descripcién del comportamiento de este virus en relacién con las variables; de estos casos 9
pertenecieron al grupo etario GR2 (57.1%). Los dias de evolucidn que se relacionaron con mayor
frecuencia con los casos positivos fueron el dia 1y 2 (42.8%). De los pacientes con presencia de
este virus 9 pertenecieron al sexo femenino (64.2%). De la misma forma que el VSR, este virus
se asocid principalmente con IRAG en 9 /14 de los pacientes, 3 presentaron IRA, en 2 casos ho
pudo establecerse el tipo de infeccién respiratoria por falta de informacién. Los signos vy
sintomas que se presentaron con mayor frecuencia para estos casos fueron fiebre, rinorrea y
tos, presentandose estos en mas del 78% de los casos. Los diagndsticos consignados en la ficha
clinica, fueron enfermedad similar a influenza, IRA, sindrome bronquial obstructivo y neumonia.

De los pacientes positivos para este virus 8 requirieron hospitalizacidn para ser tratados.

Los hallazgos de este trabajo sugieren un comportamiento del hMPV similar al de VSR en cuanto
a la asociacién entre este virus y cuadros de IRAG, estos resultados concuerdan con la
descripcién que hace Espinal et al. (2012) en donde reporta los primeros casos de este virus en
el pais y la mayoria se relacionan infecciones graves de tracto respiratorio inferior, de la misma
forma, el 64.2% de los pacientes afectados por este tipo de virus fueron menores de 5 afios
apuntando hacia lo encontrado por Williams et al. (2004) quienes afirmaron que la presentacion
de este virus se da en su mayoria en los primeros afios de vida de los pacientes afectados por el
mismo. En este grupo de pacientes no hubo mayor predominancia de diagndsticos de infeccidn
de tracto respiratorio alto o bajo ya que de ambos cuadros se presentaron 6 pacientes y en 2 no

se reporté diagndstico, es importante considerar y evaluar este virus para establecer su
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participaciéon en infecciones respiratorias graves y definir si incluirlo o no en la vigilancia
epidemioldgica. En un estudio realizado en Chile con el objetivo de evaluar la tasa de circulacion
de hMPV durante 2 afos se observd que este virus fue detectado en una proporcion baja, de
229 pacientes evaluados se identificd en un 10.5%, 42% de los cuales fueron menores de 1 afioy
58% tenian al menos un factor de riesgo para presentar cuadros severos de la infeccidon
respiratoria, y en relacidon con lo que se encontrd en el presente estudio, este virus se asocio
con mayor frecuencia a neumonia (62.5%). Como se encontré en el presente trabajo, la
coinfeccién con otros virus respiratorios, para nuestro caso VSR no desencadend enfermedades

respiratorias mas graves clinicamente (Lozano et al., 2009).

En general se observd la tendecia de este virus a afectar principalmente personas del sexo
femenino, entre 2 meses y 5 afos de edad, causando IRAG de manejo intrahospitalario en su
mayoria, pero no se pudo determinar si este se asocid en mayor medida con cuadros de
infeccion de tracto respiratorio inferior porque solo 6 de estos casos la presentaron. En el
presente estudio se describio una prevalencia del 3.1%, este resultado se relaciona con lo
descrito por Williams et al. (2006), en donde de 2384 muestras evaluadas de secreciones de
pacientes con enfermedad respiratoria, el 5% (118 pacientes) presentaron el virus, aunque en
otros estudios describiendo lo mismo, la prevalencia ha llegado a ser del 10% (Bezerra et al.,

2001; Barenfanger et al., 2008).

5.3.7 Administracion de antibidticos a los pacientes del estudio

Debido a la imposibilidad de obtener diagnédsticos rapidos y precisos de la etiologia de las
infecciones respiratorias, en la mayoria de casos se comienza el tratamiento de dichas
alteraciones con la administracion empirica de antibidticos a los pacientes con enfermedad
respiratoria porque esta es la principal causa de hospitalizacién y muerte en la poblacion mas
susceptible como se ha mencionado a lo largo de este estudio, y se presenta fundamentalmente
en los meses frios o mas lluviosos, donde aumenta la demanda de los servicios de salud vy el
sistema se satura. Por tanto se toma la decisién de administrar este tipo de medicamentos para
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evitar exacerbacidn de las infecciones en caso que estas sean de origen bacteriano, pero no se
suspende su uso a pesar de no evidenciarse mejora en la sintomatologia del paciente, eso sin
mencionar los efectos secundarios como la toxicidad asociada a estos, alteracion en la flora
normal de los pacientes y generacion de resistencia bacteriana (Williams et al., 2002; Equipo

Funcional Inmunoprevenibles, 2012),

En lo relacionado con la administracién de antibiéticos, en el presente estudio solo se contd con
esta informacion en 170 de los pacientes, de estos al 23.5% se les administré antibidtico y de
este porcentaje el 4.6% fue positivo para alguno de los virus evaluados (1,17% hMPV y 3.5%
VSR) por tanto al hacer un diagndstico acertado del causante etioldgico de la enfermedad
respiratoria, puede manejarse mas acertadamente al paciente y evitarse el uso de antibidticos,
por lo menos en un 4.6%, esto ayudaria a evitar complicaciones como la resistencia bacteriana,
esto sin tener en cuenta los virus restantes que también pueden estar produciendo la
enfermedad en otros pacientes, lo que aumentaria la cifra de pacientes mal medicados. Por tal
razon, el uso indiscriminado de antibidticos es una medida que hay que controlar y puede
hacerse realizando un diagndstico preciso de la infeccidn respiratoria ya que al ser los virus una
de las principales causas de esta patologia, no se justifica la administraciéon de este tipo de
medicamentos a los pacientes con infecciones virales. En estudios anteriores también se ha
sefialado la importancia de reforzar el diagndstico por laboratorio de las infecciones debidas a

virus para evitar llevar a cabo malas medidas terapéuticas (Espinal et al., 2012).

En un estudio desarrollado en Colombia en 1994-1995, el manejo con antibidticos se hizo de la
siguiente forma, en el 39.4% de los pacientes con IRA cuyos signos y sintomas clinicos sugerian
infeccion viral no se administrdé ningun tipo de antibiodtico, el 27.9% de los pacientes recibieron
antibidtico de 1 a 3 dias pero cuando el resultado de IFI fue positivo para VSR este tratamiento
fue suspendido. La terapia antibidtica fue continuada en el 37.2% de los pacientes positivos para
VSR, ya fuera porque se hizo diagnodstico clinico de neumonia de etiologia mixta (viral y
bacteriana), porque los pacientes fueron menores de 2 meses, o porque los examenes

radioldgicos sugirieron neumonia de origen bacteriano (Bedoya et al., 1996).
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5.3.8 Comportamiento de IRA en Colombia durante el periodo de estudio

El nimero de casos de mortalidad por IRA notificados al sistema de vigilancia en salud publica
(SIVIGILA) desde el afio 2005 a 2009, fue evaluado para procurar relacionar estos hallazgos con
los encontrados en el presente estudio. Para este andlisis se tomd el acumulado de este tipo de
casos reportados para cada aiio que se consigna en el informe de la ultima semana y se publica
en los documentos de SIVIGILA en la pagina http://www.ins.gov.co/lineas-de-
accion/Subdireccion-Vigilancia/sivigila/Paginas/sivigila.aspx. En donde solo se reportan los casos
de IRA sin diferenciar los agentes etiolégicos de las enfermedades respiratorias. Los lugares con
mayor presencia de mortalidad asociada a esta enfermedad en este reporte, fueron Bogotd y
Valle, y los afios donde se presentaron mas casos fueron de 2005 a 2007. La informacién de
mortalidad por IRA de enero de 2000 a julio de 2001, fue obtenida del boletin SIVIGILA de la
semana epidemioldgica 30 del afio 2001 (SIVIGILA, 2001) (Tabla 27 y Figura 18 y 19), en donde
se evidencié un ascenso de muertes por IRA de 1996 a 2005 debido a que durante estos afos se
fortalecié el registro de este tipo de casos y después de 2005 se comenzd a observar una
disminucion en este tipo de eventos, posiblemente porque se mejord el manejo de estos
cuadros (SIVIGILA, 2001; Pifieros et al., 2013). Seria muy interesante conocer la relacién entre la
mortalidad debida a las infecciones respiratorias causadas por VSR y hMPV ya que al comparar
los hallazgos de casos con infeccidn de los virus evaluados encontrados en este trabajo con los
reportes de mortalidad, se observé que la mayoria infecciones se presentaron en la misma
ciudad y afios en que se encontré la mayor proporcidon de muertes por IRA en el pais,
sugiriéndose por la alta proporcidén de infecciones de tracto respiratorio inferior que causan
estos virus, podrian deberse a los mismos una cantidad significativa de muertes. Para el caso de
VSR, como se ha descrito previamente es la tercera causa de muerte en nifilos menores de 5
afos después de la infeccion por neumococo y Haemophilus influenza (Chalco & Bernaola,
2011). Se reportd que para 2005 a nivel mundial entre 66.000 y 199.000 nifios menores de 5
aflos murieron por infecciones de tracto respiratorio bajo debidas a VSR y que el 99% de estos

casos se presentaron en paises subdesarrollados, en Colombia se ha reportado una frecuencia

73


http://www.ins.gov.co/lineas-de-accion/Subdireccion-Vigilancia/sivigila/Paginas/sivigila.aspx
http://www.ins.gov.co/lineas-de-accion/Subdireccion-Vigilancia/sivigila/Paginas/sivigila.aspx

de hospitalizacién por infecciones graves de tracto respiratorio inferior causadas por VSR entre
el 41.7 y el 48% (Jaimes et al., 2003; Bedoya et al., 1996; Herrera et al., 2001).

El hMPV también ha sido descrito como un agente causal de infecciones de tracto respiratorio
bajo (Lozano et al., 2009). En Colombia se realizo el reporte de los primeros casos de este virus
en 6 pacientes que presentaban infecciones de tracto respiratorio inferior con sindrome de
dificultad respiratoria de leve a moderado pero hasta el momento no se conocen casos de
mortalidad asociados a este virus en el pais. El papel de este al provocar cuadros severos se
asocia principalmente con pacientes que presentan factores de riesgo como inmunosupresion y
en general se ha reportado que los casos fatales debidos a la infeccion por este virus son
excepcionales (Principi & Esposito, 2014).

Tabla 27. Reporte de casos de mortalidad por IRA dado el SIVIGILA

oooauon | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2005 | ToraL_
NR 1 2 4 0 2 9

ATLANTICO
BOGOTA 98 171 169 109 139 64 652
CALDAS 3 7 9 9 10 15 50
CUNDINAMARCA 16 34 13 13 3 65
GUAVIARE NR 0 7
HUILA NR 8 7 7 1 3 26
TOLIMA 9 8 17 9 12 5 51
VALLE 1 34 8 53 24 8 127
TOTAL 127 265 226 208 188 100 987
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Figura 18 Mortalidad de IRA en Colombia Figura 19 Mortalidad por IRA en Colombia 2000-
1996- 2000 (Boletin 30 SIVIGILA, 2001) 20089.
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5.4 Diferencias Encontradas en las Secuencias Evaluadas

5.4.1 Diferencias nucleotidicas
En este grupo de muestras, no se encontrd gran frecuencia de mutaciones y el grado de

identidad entre nucledtidos de las secuencias evaluadas fue en promedio 92.3%. Para el subtipo
A la identidad fue de 90% mientras que para el B fue de 94%. Se evalud el nimero de cambios
nucleotidicos encontrados en las secuencias de cada subtipo viral y se observé que el nimero
de transiciones fue mas frecuente que las transversiones en ambos casos. En los dos subtipos
del virus, se presentaron en total 22 sustituciones, para el subtipo A se presentaron 16
transiciones y 6 transversiones y para el subtipo B se presentaron 14 transiciones y 8
transversiones. El VSR-A presentd el mismo ndmeros de transiciones AG+GA y TC+CT, mientras
que para el VSR-B las transiciones mas frecuentes fueron TC+CT (Figura 20). Lo cual coincide con
lo reportado por Galiano et al (2005) respecto al andlisis de secuencias nucleotidicas. En dicho
estudio, se encontré una identidad de las secuencias de esta fraccion de la proteina G de 93.3%,
al igual que en el presente estudio, alli las transiciones fueron mas frecuentes que las
transversiones y dentro de estas las mas frecuentes para el subtipo A fue AG+GA mientras que

para el subtipo B fue TC+CT.
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Figura 20. Frecuencia de cambios nucleotidicos en las secuencias obtenidas de la sequnda region
hipervariable de la proteina G de VSR
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5.4.2 Diferencias en las secuencias de aminoacidos

Adicionalmente, se dedujo la secuencia de aminoacidos a partir de las 19 secuencias de VSR-A y
de las 15 de VSR-B usando el programa MEGA 6.06 (Tamura et al, 2013). En la las figurasFigura
21 yFigura 22 se muestra el alineamiento de aminoacidos obtenido para el subtipo A y B
respectivamente, el genotipo se indica al final de las secuencias. Los sitios variables estan
resaltados con amarillo y finalmente los codones de parada se indican en verde con un asterisco
(*). Se observaron diferencias en la longitud de este segmento de la proteina G evaluado para
ambos subtipos virales debido a que los codones de parada se ubicaron en diferentes
posiciones. En la mayoria de casos, el coddn de parada se encontré en dos posiciones diferentes
al final de las secuencias. Para ambos subtipos, las diferencias entre nucleétidos fueron mucho
menores que en las secuencias de aminodacidos al igual que se ha descrito en diferentes estudios

anteriores (Garcia et al, 1994, Galiano et al, 2005, Venter et al, 2001).

Los codones de parada alternativos han sido descritos en varios articulos relacionados con este
tema. Esta aparicion, fue observada por primera vez por Rueda et al. (1991) en donde se
evaluaron los mecanismos usados por el virus para evitar ser reconocido por el sistema inmune,
se realizd el aislamiento y caracterizacién de cepas que no podian ser reconocidas por
anticuerpos monoclonales contra VSR, se observd que estas cepas, contenian un
desplazamiento del marco abierto de lectura cerca del C-terminal de la proteina G de VSR
debido a la delecion en la secuencia de nucledtidos de una adenosina, lo cual produjo la
aparicion de codones de parada prematuros, por tal motivo, estas secuencias presentaron
longitudes mas cortas entre 11 a 42 aminoacidos en la segunda regidén hipervariable de la
proteina G. También se vio la directa repercusién sobre los sitios de glicosilacidn, lo que altera la
configuracion tridimensional de la proteina, pero no produce alteraciones en la infectividad del
virus, por tanto se mostré que esta region de la proteina G puede soportar muchos cambios sin
perder su funcién y juega un papel muy importante en la estructura antigénica de la molécula
(Rueda et al., 1991). Posteriores descripciones de esta aparicion de codones de parada
alternativos se han hecho en diferentes estudios, tanto en secuencias del subtipo A (Garcia et al,
1994), como del subtipo B de VSR (Martinez et al, 1999), evidencidandose por tanto que este es
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un mecanismo mediante el cual el virus genera diversidad genética y antigénica y pueden estar
influenciados por presidn selectiva hecha por parte del sistema inmune, también se ha descrito
gue estas alteraciones en la longitud de la proteina G son mds pronunciadas en el subtipo B que
en el A del virus. Después de su descripcion, se ha reportado esta misma caracteristica en las
secuencias de VSR (Trento et al, 2006; Venter et al, 2011). Esta aparicién de codones de parada
alternativos también ha sido demostrada para otros virus de RNA como el virus de
inmunodeficiencia en simios (SIV) que mostré este comportamiento mientras estaba siendo
adaptado a células humanas en cultivo (Hirsch et al, 1989), y en el virus de Influenza se ha
observado que mutaciones sin sentido afectan la longitud de la proteina NS1 sin afectar su
funcién, por tanto esta seccién de la proteina soporta multiples cambios al igual que el segunda

region hipervariable de la proteina G de VSR (Parvin et al, 1983; Yamashita et al, 1988).

5.4.3 Analisis de las mutaciones

Finalmente, se realizé un analisis de las mutaciones por medio de redes de haplotipos las cuales
se centran en las diferencias nucleotidicas que hay entre las secuencias evaluadas, pero por
medio de ellas no se pueden inferir distancias evolutivas, por tanto mediante la implementacién
de ellas unicamente se evaldan diferencias polimdrficas entre los aislamientos secuenciados. En
la interpretacion de estas redes, es importante ver el nimero vy sitios en que se presentan los
cambios nucleotidicos mediante las lineas entre haplotipos que representan la ganancia o
pérdida de un paso mutacional. El didmetro del circulo que simboliza cada haplotipo es
directamente proporcional a la frecuencia con que este se presenta, cuando hay haplotipos muy
frecuentes, se estima que esos son los mas ancestrales porque han tenido mayor tiempo para
dispersarse y por tanto pueden ser obtenidos de diferentes aislamientos, pero en este caso no
se observd este tipo de patrdn por tanto no se puede estimar ningln haplotipo como mas
ancestral que el otro. Como se dijo anteriormente, en este tipo de redes se indican los pasos
mutacionales que diferencian cada uno de los aislamientos evaluados, en ocasiones algunos se
consideran como haplotipos intermediarios ausentes, debido a que no se encuentran entre las
muestras aisladas, pero son inferidos por el programa en que se realizé el analisis (Vazquez et

al, 2009).
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Figura 21 Alineamiento de aminodcidos VSR-A. Los sitios variables de las secuencias se resaltan
con amarillo y los codones de parada alternativos se simbolizan con un cuadro verde y un
asterisco (*). Adicionalmente, los genotipos se indican al final de las secuencias.
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Figura 22 Alineamiento de aminodcidos VSR-B. Los sitios variables de las secuencias se resaltan
con amarillo y los codones de parada alternativos se simbolizan con un cuadro verde y un
asterisco (*). Adicionalmente, los genotipos se indican al final de las secuencias.
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Para poder realizar este analisis, las secuencias evaluadas fueron numeradas por genotipo (1-16
GA2, 1-10 GAS5, 1-18 BAy 1-3 URU1), esto se realizé tanto con las secuencias de referencia como
con las obtenidas durante el periodo de estudio, el nimero fue agregado al principio del
nombre de cada secuencia para poder distinguirlas entre ellas porque el programa solo reporta

los primeros 6 caracteres de cada haplotipo (Tabla 28).

Tabla 28 Nombre asignado a cada secuencia para el andlisis de redes de haplotipos

Nombre Genotipo | N° asignado a Nombre Genotipo | N° asignado a
secuencia la secuencia secuencia la secuencia

Bog/3440/02/A 1 AY114150-GA5 9
Bog/19748/07/A GA2 2 AF233909-GA5 GA5 10
Cun/20242/09/A  GA2 3 AY927408-BA BA 1
Cal/2569/00/A GA2 4 AY660681-BA BA 2
Cal/I8670/07/A GA2 5 AY751086-BA BA 3
Atl/17526/06/A GA2 6 4DQ270227-BA BA 4
Cal/I8381/07/A GA2 7 5DQ227395-BA BA 5
Bog/18729/07/A GA2 8 Bog/5820/05/B BA 6
Tol/I14505/09/A  GA2 9 Bog/6085/05/B BA 7
Bog/I8816/07/A GA2 10 Bog/5690/05/B BA 8
Cal/4434/04/A GA2 11 Bog/18078/07/B BA 9
Bog/I7302/06/A  GA2 12 Bog/18308/07/B BA 10
AB603450-GA2 GA2 13 Bog/18284/07/B BA 11
JF920048-GA2 GA2 14 Bog/111850/08/B BA 12
JF920049-GA2 GA2 15 Bog/112993/08/B BA 13
JF920056-GA2 GA2 16 Cal/l12553/08/B BA 14
Bog/3362/02/A GAS 1 Tol/114512/09/8B BA 15
Cal/7257/06/A GAS 2 Bog/5121/05/B BA 16
Bog/2960/01/A GAS 3 Cal/I111564/08/B BA 17
Cal/2425/00/A GAS 4 Bog/5712/05/4B 18
Bog/18791/07/A GAS 5 AY488804 URU1 1
Bog/4396/04/A GAS 6 Bog/3450/02/B URU1 2
Tol/4011/03/A GAS 7 Bog/3730/02/B URU1 3
Bog/4323/03/A GAS 8

Como se menciond anteriormente este andlisis evalla la variabilidad intraespecifica del virus,
observando las diferencias nucleotidicas que existen entre las secuencias obtenidas y las de
referencia, también se evalud la presencia de eventos de homoplasia entre dichas secuencias.

Estas redes fueron calculadas con Median Joining usando el programa Network 4.6.12
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(http://www.fluxus-engineering.com), es de anotar que este programa hace inferencia de
haplotipos faltantes para llegar de una secuencia a otra, y se muestran en las Figura 23, Figura
24,Figura 25 y Figura 26 como circulos rojos, mientras que las secuencias que se evaluaron en el

estudio, se observan como circulos amarillos.

En este orden de ideas, no se observaron eventos de homoplasia entre las secuencias
evaluadas. Respecto al genotipo GA2, se observa divergencia entre las secuencias evaluadas,
viéndose una disposicidon de la red en tres partes, presumiendo que una secuencia central sufrié
determinados pasos mutacionales y se diferencié en tres cepas distintas con las que se
agruparon las diferentes secuencias evaluadas, por un lado se agruparon las secuencias,
1Bog/3440/02/A, 8Bog/I8729/07/A, 5Cal/I8670/07/A, 6Atl/I7526/06/A, 7Cal/I8381/07/A,
10Bog/18816/07/A, 12Bog/17302/06/A, de las cuales la 1Bog/3440/02/A fue la mas cercana al
centro de la red, es decir que podria decirse que es la mas parecida a la secuencia central de
este grupo; por otro lado se agruparon las secuencias de referencia 13AB603450-
GA2,14JF920048-GA2 15JF920049-GA2, 16JF920056-GA2, debido a que el programa asume que
estas dos ultimas son iguales, las toma como una sola y asi, se observé 16JF920056-GA2 como la
mas frecuente, a partir de mutaciones presentes en estas secuencias originaron
2Bog/19748/07/A, 4Cal/2569/00/A y 11Cal/4434/04/A, finalmente se agruparon las secuencias
3Cun/20242/09/A y 9Tol/114505/09/A observandose que esta ultima fue la mas divergente de
este genotipo ya que presentd una mayor cantidad de cambios nucleotidicos respecto al resto

(Figura 23).

El genotipo GA5 de VSR-A, no mostré tanta diversidad en cuanto a la disposicidn de la red, sin
embargo, hubo una agrupaciéon que mostrd algunas secuencias mas cercanas a otras y de la
misma forma que para el genotipo GA2, parece que la red se divide en tres partes, en la
primera, hacia el centro se ubica la secuencia 7Tol/4011/03/A, la cual muestra un evento de
homoplasia con dos de las cepas inferidas por el programa con la cual se agrupan

3Bog/2960/01/A y 6Bog/4396/04/A.
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Figura 23 Red de haplotipos de genotipo GA2 de VSR-A

Por otra parte se asocian las secuencias 1Bog/3362/02/A y 2Cal/7257/06/A y finalmente se
agruparon 4Cal/2425/00/A, 8Bog/4323/03/A (que presenta un evento de homoplasia con dos
cepas inferidas por el programa) que se agrupa de igual manera con 5Bog/I8791/07/A vy las

secuencias de referencia AY114150-GA5 y AF233909-GAS5 (Figura 24).

A pesar que las secuencias pertenecientes al genotipo URU1 fueron solo 2, la red muestra como
un evento de homoplasia entre haplotipos faltantes dio origen por separado a las 3 secuencias
evaluadas, de las cuales 2 se obtuvieron durante el estudio y la otra fue la secuencia de
referencia, esta ultima fue la mas divergente porque presentd 13 cambios nucleotidicos (Figura

25).
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Figura 25 Red de haplotipos de genotipo URU1 de VSR-B
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El genotipo con secuencias mas divergentes fue el genotipo BA de VSR-B, de la misma forma
que en el anterior genotipo descrito, se observé en el centro de la red un evento de homoplasia
qgue al parecer dio origen por separado a 3 diferentes grupos de secuencias, en el primero se
agruparon del centro a la periferia de la red las secuencias 5Bog/I8308/07/B, DQ227395-BA,
AY751086-BA, DQ270227-BA, AY660681-BA de las cuales esta ultima fue la mas divergente. En
el siguiente grupo de secuencias se observaron muchas reticulaciones de las cuales se
originaron 8Bog/112993/08/B, 10Tol/114512/09/B, 1Bog/5820/05/B y 12Cal/111564/08/B,
siendo las dos ultimas las que presentaron mayor numero de cambios nucleotidicos.
Finalmente, el Ultimo grupo en el que se asociaron por una parte 11Bog/5121/05/B,
9Cal/112553/08/B y 7Bog/111850/08/B, y por la otra 2Bog/6085/05/B, 4Bog/I8078/07/B,
6Bog/18284/07/B, 13Bog/5712/05/4B, 3Bog/5690/05/B y AY927408-BA, observandose esta

ultima como la secuencia mas divergente del genotipo BA (Figura 26).

Se evidencia gran cantidad de mutaciones presentes en las secuencias pertenecientes a cada
genotipos del VSR. La alta diversidad genética observada en este grupo de muestras evaluada
por medio de redes de haplotipos y en las secuencias de aminodcidos predichas para la regiéon
secuenciada de la proteina G a partir de las secuencias, como se ha reportado anteriormente,
puede deberse a varios factores como propagacién del virus de un sitio a otro por el
desplazamiento continuo de personas entre los diferentes departamento del pais e inclusive por
el movimiento de las personas entre paises y por presién del sistema inmune sobre el virus que
desencadena presion selectiva (Garcia el al, 1994; Galiano et al, 2005; Tan et al, 2012), en este
estudio esto se evidencidé ya que no se encontrd ningun genotipo asociado exclusivamente a un
sitio geografico (a excepcién del URU1 que solo se encontrd en 2 muestras asociado a Bogota).

El genotipo que se encontré con mayor frecuencia en este grupo de secuencias fue el BA
(37.1%), la principal caracteristica descrita para este es la presencia de una duplicacién de 60
nucledtidos en la segunda regidn variable del extremo C terminal de la proteina G, la cual fue
reportada por primera vez en Argentina (Trento et al, 2006), esto aumenta la longitud de la

proteina en aproximadamente 20 aminodcidos.
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Figura 26. Red de haplotipos VSR-B genotipo BA

Se ha descrito que la tendencia que presenta la polimerasa viral de duplicar partes de la
secuencia del gen G como mecanismo de generacion de diversidad genética (Trento et al, 2006;
Galiano et al, 2005), lo que también se evidenciado en el caso de el genotipo URU1 descrito por
primera vez en muestras de 1999 y 2001 que presenta una insercion de 6 nucledtidos (AAGAAA)
(Blanc et al, 2005), no obstante, las secuencias Bog/3450/02/b y Bog/3730/02/B, que se
agruparon con la secuencia de referencia de este genotipo, no presentaron esta insercién, pero
se consideraron pertenecientes a este genotipo por el valor del bootstrap (94%) vy

adicionalmente por la similitud entre la topologia presente en el articulo de referencia (Blanc et

al, 2005) y la hallada en el arbol de este estudio.
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El conocimiento de epidemiologia molecular de este virus ha sido obtenido en su mayoria de
estudios realizados en paises desarrollados, y pocos reportes se han realizado basados en datos
de paises en vias de desarrollo como los de Suramérica. Los estudios en este lugar del
continente se han venido llevando a cabo en Argentina y Uruguay principalmente,
encontrandose un amplio grado de variabilidad tanto en la secuencia nucleotidica como
aminoacidica entre los dos subtipos del virus y han observado mas diferencias entre las
secuencias de aminoacidos que en lo relacionado con las secuencias nucleotidicas, hallazgos
que refuerzan lo reportado en el presente trabajo, variabilidad que ha sido asociada con presidn

selectiva del sistema inmune que actua sobre el virus (Baumeister et al, 2003; Garcia, 1994).
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6 CONCLUSIONES

Por los hallazgos de este trabajo se concluye en relacién con los virus evaluados (hMPV y VSR)
que el VSR fue mucho mas frecuentemente detectado que el hMPV en las muestras de
secreciones respiratorias recolectadas durante la vigilancia centinela en Colombia durante 2000
a 2009 (3.1% hMPV y 45.7% VSR del total de las muestras evaluadas).

a la circulacién de VSR en el tiempo de estudio, hubo una mayor prevalencia del subtipo A,
seguida por el subtipo B y un 20.9% de coinfecciones entre ambos subtipos, adicionalmente,

estos presentaron un comportamiento alternante en los aios del estudio.

Los genotipos de VSR circulantes en el pais durante el periodo de estudio fueron GA2, GAS5,

URU1 y BA, de los cuales este ultimo fue el mas frecuente.

En general el VSR se asocié a casos severos de la infeccion respiratoria, pero ninguno de sus

subtipos o genotipos mostré mayor relacion con estos cuados que los otros.

En los pacientes evaluados predominaron las IRAGs debidas a VSR sobretodo en menores de 5
aflos que requirieron manejo intrahospitalario de la enfermedad respiratoria, mientras que los
pacientes mayores de 5 afios presentaron en su mayoria resultado negativo de VSR con IRA
manejada ambulatoriamente. Asi se observé que la edad es un factor que influye en la
severidad de la enfermedad respiratoria, y al mismo tiempo se observd la mayor asociacion de

este tipo de infeccién con la presencia de VSR.

A pesar de la baja frecuencia con que se detectd el hMPV (14 de 448 muestras evaluadas), se
confirma la presencia de este virus en Colombia. La mayoria de casos detectados estuvo
relacionada con IRAG y se presenté en su mayoria en nifios mayores de 2 meses y menores de 5

afos, por tanto tuvo un comportamiento similar al VSR.

En el 5.4% de las muestras del grupo NO0O0-09, fueron positivas para hMPV, haciendose

importante incluirlo en la vigilancia centinela del pais. En general este virus mostré una
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tendencia al afectar principalmente personas del sexo femenino, entre 2 meses y 5 afios de
edad, causando IRAG de manejo intrahospitalario en su mayoria, pero no se pudo determinar
en qué medida se asocia con cuadros de infeccion de tracto respiratorio inferior porque solo 6

de estos casos la presentaron.

Ambos virus mostraron una dispersion tanto en espacio muestreado como en el tiempo de
estudio, de la misma forma que un comportamiento estacional asocidandose a Mayo, uno de los
meses con mayor presencia de precipitaciones en nuestro pais, por tanto es importante que
cada afio durante ese periodo se aumenten las medidas preventivas para evitar la dispersion de

la infeccion por estos virus en las poblaciones mas susceptibles.

Finalmente, en cuanto a las técnicas usadas para detectar el VSR se vio que la RT-PCR tiene un
mejor comportamiento a la hora de hacer diagnéstico de rutina de dicho virus, y se sugiere que
esta sea empleada para tal fin en el programa de vigilancia centinela en virus respiratorios del
pais para poseer informacién mas confiable y precisa en cuanto a los indicadores
epidemioldgicos de enfermedad respiratoria. De la misma manera se pudo observar que otra
ventaja al obtener un diagndstico preciso es disminuir el uso inadecuado de antibidticos en los
pacientes con cuadros respiratorios, para el caso de este estudio esta conducta terapéutica

pudo haberse evitado al menos en un 4.6% de los pacientes.
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7 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Es de vital importancia hacer consiente al personal de salud del valor que posee la informacion
epidemioldgica consignada en las fichas clinicas, porque de ahi parten los datos que serviran
para estudiar la situaciéon y tomar medidas que se encarguen del manejo en este caso de las
infecciones respiratorias, y con la informacidn incompleta, las decisiones en salud publica nunca

tendran el impacto requerido.

Es importante utilizar los datos que se recogen mediante el programa de vigilancia centinela,
para evaluar por ejemplo la severidad de las infecciones respiratorias asociadas a los demas
virus respiratorios, de la misma forma que es critico relacionar los casos de infecciones causadas

por virus respiratorios con la mortalidad por IRA en el pais.

Seria muy interesante realizar un estudio prospectivo para evaluar por RT-PCR muestras frescas
y poder hacer un seguimiento a los pacientes y sus enfermedades respiratorias para evaluar
mejor tanto los agentes etioldgicos como los signos y sintomas de severidad asociadas a cada
virus. Ademads de evaluar en comportamiento de la técnica en la deteccion de los otros virus
respiratorios para poder proponerla como herramienta para diagndstico de rutina en la

vigilancia centinela hecha en el pais
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