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Infecciones respiratorias
agudas en ninos menores de
5 anos hospitalizados

Estudio etioldgico prospectivo

Dra. Maria Hortal de Peluffo ’ y col.

RESUMEN

Como parte de un programa prospectivo de estudio
de Infecciones Respiratorias Agudas en nifios
hospitalizados, se estudid a 449 enfermos mayores
de un mes y menores de 5 afios, internados en
servicios pedidtricos de Montevideo entre mayo de
1983 y agosto de 1985.

Se investigd la etiologia viral en aspirados
nasofaringeos por inmunofluorescencia y por
aislamiento en cultivos celulares. También se
determiné la frecuencia de colonizacion por
bacterigs potencialmente patégenas de fas vias
respiratorias altas de los nifios, tratdndese de
emplear técnicas que permjtan distinguir los agentes
etiolégicos aislados de los integrantes de la flora,

£l diagnostico de infecciones virales alcanzé 41,4 %
(67 neumopatias agudas y 119 bronquiolitis). La
informacién se analizé segin sexo y edad de los
pacientes y se reconocieron diferentes patrones
epidemiol dgicos para los virus RS, adenovirus,
influenza A y B, parainfluenza 1, 2y 3,

De 69 de los pacientes de los que se aislaron
bacterias (sobre todo S. pneumoniae, Hemophilus, o
ambos) un 28,5% correspondié a casos de
bronguiolitis y 26,5% a neumopatias agudas.

PALABRAS CLAVE:

Infecciones del tracto respiratorio
Virus Respiratorio Sincicial
Brongquiolitis viral

Pneumonias

infeccion pneumococcica

Infeccion a hemophilus
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INTRODUCCION

En 1979 la OMS (1) decidié promover los estudios
sobre las infeccioneés respiratorias agudas (IRA), por-
que conjuntamente con las diarreas constituyen los
problemas niis importantes de Salud Publica que
afectan ala poblacion infantil.

A nivel mundial !a mortalidad infantil por IRA regis-
tra tasas elevadas, con marcadas diferencias entre los
pafses desarrollados y aquellos en desarrollo (2). Asi
por ejemplo en algunos paises latinoamericanos, el
riesgo de morir por esta causa en el primer afo de vi-
da puede llegar a ser hasta 30 veces mayor que en
USA (3). Se calcula que en los pafses desarrollados
muere ¢l 2% de los niflos que padecen neumonia, en
tanto que en los pafses con escasos recursos, la leta-
lidad oscila entre 10y 209%.

(*) Trabajo realizado en el Dpto. de Laboratorios de Salud
Publica, M.S.P. y en el lLaboratorio de Bacteriologia del
Instituto de Pediatria, Facultad de Medicina, subvencio-
nado por la Oficina Sanitaria Panamericana desde mayo
de 1984, y distinguido con el Primer Premio de la Aso-
ciacibn Médica del Uruguay (Premio Glaxo de Pediatria)

(1) Prof. Agd. de Bacteriologia y Virologra, Prof. Adj. La-
boratorio de Bacteriologia de la Clinica Pedidtrica “A"’,
y Jefe de Ia Unidad de Microbiologia, Dpto. de Labora-
torios de Salud Publica, M S.P.

(2) Jefe del Laboratorio de Virotogia, Dpto. Laboratorios
de Salud Publica.

(3) Asistentes Dpto, de Laboratorios de Salud PUblica.

(4) Asistente Lab. Bacteriologia Hospital Pereira Rossell y
Asistente Dpto, Bacteriologia v Virologia.

(5) Ayudante de Clase Dpto. Bacteriglogia y Virologia.

(6) Jefe de Microbiologia Soc. Espafiola la. de Socorros
Mutuos.

(7) Colaboradoras del plan de investigacién O.P.S.
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En un estudio realizado por {a OPS sobre {a mortali-
dad infantil por influenza y neumonia en América
Latina en menores de 5 afos, se compara las defun-
ciones en la década del 60 con las del 70 (4); se per-
cibe un descenso de la mortalidad entre un decenio
y otro, pero persisten en 1977 tasas de 1.419 (por
100.000) en Guatemalay de 1.718 ¢n Perd. En el
Uruguay, en la misma fecha, la tasa de mortalidad
por iguales causas en menores de un afo es de 241
por 100.000 nacidos vivos, y para menores de 5 anos
es de 67.8.

Aungue la tasa de mortalidad infantil en el pafs es
de 37.6 para mil nacidos vivos en 1980, v que la
mortalidad especifica es baja, no debe olvidarse que
esas cifras quedan diluidas al relacionarseles con la
poblacion general, pero que si se analiza la informa-
Cidn, se nota que existen grupos especiales de riesgo
en donde se concentran las muertes infantiles.

En un estudio realizado por la Divisién Estadfstica
del Ministerio de Salud Pdblica (MSP), se evidenci
las diferencias en decesos registrados entre |os nifios
de la poblacion general y la de los usuarios del MSP.
Algo similar ocurre con las internaciones: el ndmero
proporcional de internaciones y su severidad evalua-
da por ¢l ndmero de dfas de estadfa en ef hospital es
mucho mayor en los servicios del MSP que en una
mutualista, lo que indica que deben de existir facto-
res de riesgo socio-econémico-culturales y ambienta-
les que es preciso determinar y corregir.

Los datos de morbilidad en muchos pafses son im-
precisos o inexistentes. L.as fuentes de informacion
son en general 10s servicios de salud; su andlisis per-
mite establecer tendencias, pero la informacion estd
desvirtuada en parte por no emplearse criterios uni-
formes en la designacion de los cuadros clinicos.

Una de las mejores fuentes de informacion son los
egresos hospitalarios. Asf por ejemplo, los egresos
por IRA durante 20 afios (1960-80) en un hospital
pedidtrico de Montevideo, indican que tanto en el
grupo de menores de un afo como en el grupo de 1
a 4 afos las IRA van en aumento (5).

En este dltimo grupo, en la década del 60, las IRA
superaron en frecuencia 2 las diarreas infecciosas.
Por tratarse de poblacion hospitalaria es posible que
esta informacion vy el ascenso consignado sufra la in-
fluencia de diferentes variables que es dificil medir.

El tema IRA integra la ndmina de actividades inme-
diatas y prioritarias que se ha fijado el MSP para
cumplir en 1985-86. Es imperioso abatir [a mortali-
dad; para ello es menester recabar datos confiables
sobre la incidencia de las IRA, sus etiologfas y facto-
res predisponentes, estableciendo las edades de ma-
yor riesgo y los grupos de poblacién mds expuestos.

En el Uruguay se presume que la epidemiologfa de
las infecciones respiratorias y sus etiologfas, tienen

214

{os mismos patrones y agentes que los reconocidos
en otros paises. La mayoria de los estudios prospec-
tivos a nivel hospitalario y en comunidad proviene
de paifses anglosajones, o de palses cxtremadamente
subdesarroflados; en ambos casos la situacidn es ra-
dicalmente diferente ala nuestra. Por lo tanto se ne-
cesita disponer de informacion nacional para tomar
decisiones, para planificar acciones de salud tanto en
los aspectos preventivos como asistenciales.

En la década del 60, algunos de los autores iniciaron
el estudio etiologico de las IRA en Uruguay, sobre
todo realizando encuestas o diagndsticos serolégicos
{6-7). Esa primera etapa quedd trunca en los aRos
70. Este trabajo prospectivo en nifios hospitalizados
viene a continuar y a ampliar los estudios iniciados
entonces, atendiendo a ia necesidad de lograr un co-
nocimiento global de o que sucede con las IRA en
el pais.

La informacion presentada debe completarse y habra
de complementarse en el futuro con estudios pros-
pectivos a nivel comunitario.

En conocimiento de! interés por el tema y de lain-
formacion lograda al respecto con recursos propios
en 1983 (8), la Oficina Sanitaria Panamericana ha
brindado apoyo financiero a este programa a partir
de mayo de 1984.

Ademds del objetivo de recabar informacidn sobre la
relacion clinico-etiolégica de las IRA en nifos hospi-
talizados menores de 5 afios, el trabajo tiene otros
objetivos complementarios. Estos son de tanta im-
portancia como el principal, ya que propenden al
desarrollo de recursos materiales y humanos aptos
para seguir este tipo de estudios, brindando apoyo a
inte(rv)enciones futuras y a la evaluacién de su efica-
cia (9).

MATERIAL Y METODO
Poblacion estudiada

Entre mayo de 1983 y marzo de 1984 ingresaron al
estudio 194 nifios mayores de un mesy menores de
5 afios, que fueron internados en la Clinica Pedidtri-
ca “A” del Hospital Pereira Rossell por IRA intrato-
ricica. En todos los casos, al ingreso se registré el
diagnéstico clfnico y se obtuvo un aspirado nasofa-
ringeo para estudio viroldgico.

Desde el 2 de mayo de 1984 al 31 de agosto de 1985
se incorporé al estudio, esta vez subvencionado por
la OPS, 255 pacientes dentro del mismo rango de
edades que el grupo anterior, los que fueron interna-
dos en las Clinicas Pedidtricas “A”" y “C" del mismo
hospital v en la Sociedad Espafnola Primera de Soco-
rros Mutuos. Los dias previos de evolucion de fa en-
fermedad, que primeramente se habfan fijado en 7

Revista Médica del Uruguay



Infecciones respiratorias agudas en nifios menores de 5 afios hospitalizados

dias, se extendieron a 10. De ninguno de los dos
grupos se excluyé a los pacientes que hubiesen reci-
bido antibioticoterapia previa a la internacién. En el
grupo captado desde mayo de 1984, se registré la
historia clinica completa en una ficha especialmente
disefiada, antecedentes familiares y ambientales; se
procedid a tomar muestras con el fin de efectuar si-
multdneamente el estudio etioldgico para virus y
bacterias.

En el cuadro 1 se aprecia la distribucién por edades
de la poblacién de nifios estudiada y los controles
sanos que fueron captados durante el mismo lapso,
en el momento de su ingreso al servicio de cirugfa
del mismo Hospital.

Los aspirados nasofaringeos (ANF), y los exudados
faringeos de los pacientes y de los controfes sanos
fueron procesados simultdneamente y con la misma
metodologfa.

CUADRO |

Poblacién estudiada
Distribucién por edades

EDAD (meses) TOTAL
1- 2 59
3- 4 77
5- 6 71
7- 8 54
9-10 40
11-12 32
13-24 65
)25 29
Total 427

Recoleccion de muestras para microbiologia (10)

Ei ANF se obtuvo con una sonda de alimentacion
nasogrdstrica, conectada a un tubo colector al que se
le aplicé succion con un aspirador. La sonda se in-
trodujo por cada una de las narinas hasta el cavum y
se aspird unos pocos segundos. Una vez extraida ia
muestra, la tubuladura fue lavada con medio de
transporte especial para virologia (PBS con 0,5% de
gelatina), Un isopo estéril fue sumergido entonces en
el tubo con la muestra (Fig. 1), retirdndose ensegui-
da e insertindose en un tubo con medio de transpor-
te para bacteriologfa (Stuart). La muestra destinada
a virologia se transporté refrigerada, en tanto que la
de bacteriologfa se conservé a temperatura ambien-
te.

En un ndmero limitado de casos se hizo ademds exu-
dado faringeo. A los nifios con neumopatia aguda,
ademds del ANF, antes de empezar la terapia anti-
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bidtica, se les extrajo sangre {2-5 ml) para hacer un
hemocultivo {frascos pedidtricos con TSB con 5% de
sangre). También se recogid orina para investigacion
de antigenuria; esta fue centrifugada y se guardd
congelada hasta el momento de su procesamiento.
Se hizo lo mismo con el suero del periodo agudo de
la enfermedad, y con el del periodo de convalescen-
cia. Unicamente en 12 casos se consiguid la segunda
muestra de suero, ya que los pacientes no fueron
traidos para su control en policlinica, o concurrie-
ron a otro servicio.

Estudios bacteriologicos (11)

A partir del tubo para virologfa (a), se tomé material
para confeccionar un frotis con tincién de Gram, el
que permite hacer un control de calidad de la mues-
tra mediante la relacién leucocitos células planas
(12), y para una muy primaria orientacion diagnésti-
ca en base a las morfologias bacterianas predomi-
nantes (13).

La muestra del hisopo (14) se cultivé en agar con
sangre ovina y en agar chocolate enriquecido; los cul-
tivos se incubaron 24-48 hs. a 370C en atmosfera de
CO?7. La siembra se realizé en cuadrantes (15) de
manera que la lectura del crecimiento bacteriano se
realizé con criterio semicuantitativo (16), segtn el
cual solo se toman en cuenta y se identifican los po-
tenciales patégenos que desarrollan en las dreas 3 y
4 con un ndmero de colonias igual o mayor de 5.
Los agentes tenidos primariamente en cuenta son:
Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.

La identificacién de S. pneumoniae se hizo por inhi-
bicion del crecimiento por la optoquina (drea de in-
hibicién ¥ de 14 mm, con discos de 6 mm ¢ incuba-
cién a 370C en atmésfera con CO7) y la prueba de
susceptibilidad a las penicilinas se realizé con discos
de 1 vg de oxacilina (halo de inhibicién de 20 mm o
mds con discos de 16 mm).

El reconocimiento de Hemophilus se hizo fundamen-
talmente por la presencia de satelitismo en agar san-
gre, aspecto colonial en agar chocolate y morfologia
microscépica observada en frotis de las colonias, te-
fiidos con Gram. Todos los ANF, calentados un mi-
nuto a 1009C, se probaron por coaglutinacién para
pesquisar antigeno polisacdrido correspondiente a
H. influenzae tipo b, asi como las cepas aisladas de
las neumopatfas (17).

S. aureus se identificé por la morfologfa colonial y
prueba de la coagulasa en ldmina, y en casos negati-
vos en tubo,

Se registré los potenciales patogenos aislados de las
4reas 3 y 4 de los cultivos semicuantitativos de ANF;
del mismo modo se anoté el resuitado de los exuda-
dos faringeos. Los resultados de los hemocultivos se
consignaron negativos aguellos sin desarrollo alos 7
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FIGURA 1
Secuencia de estudios microbiolégicos

dras de incubacidén; contaminados aquellos en los
que desarrollé un contaminante obvio como micro-
coccus, bacillus, P. Acnes; en caso de crecimiento de
S. viridans, o S. epidermidis, se informd probable
contaminante, resultado ininterpretable.

Estudios virologicos (18)

Al llegar al laboratorio, el tbo (a) con el ANF en
medio de transporte se centrifugd y el sobrenadante
se dividid en 2 alfcuotas que se trataron con antibié-
ticos (penicilina y estreptomicina). Una de las ali-
cuotas se guardé congelada a -800C, en tanto que la
otra se utilizd para inocular cultivos celulares (Hep-2,
LLC-MK 2, MDCK) y huevos de gallina embrionados
por vfa intraamnidtica. El sedimento remanente de
fa centrifugacién inicial, rico en células del ANF,
(19) se pipete6 suavemente para disgregar el mucus
contenido en la muestray se lavé con PBS, repitién-
dose la centrifugacion; con el sedimento resuspendi-
do en un pequefio volumen de PBS, se confecciond
frotis (una gota de suspension en cada uno delos seis
hoyos de ldminas especiales para fluorescencia, 2 fro-
tis por material), que se secaron al aire y se fijaron
con acetona en frfo durante 5 minutos. Excepcio-
nalmente se les colore enseguida; en general se les
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guardd congelados a -200C hasta el momento de su
tincién dentro del mes de preparados. Los duplica-
dos fueron guardados hasta 18 meses.

Investigacion de antigenos virales: En todos los ca-
sos se empled técnica de inmunofluorescencia indi-
recta; con reactivos comerciales de la firma Welico-
me de lotes previamente sometidos a control de cali-
dad en un Centro de Referencia y distribuidos por la
OMS (19).

Se dispuso de sueros monoespecificos, anti-influen-
za A, anti-RSV*, y anti-parainfluenza 3, preparados
en bovino y el correspondiente conjugado antibovi-
no; también se usaron inmunoglobulinas anti-influen-
za B, anti-parainfluenza 1 y anti-adenovirus, extrai-
das de yema de huevo (28), con las que se uso un
conjugado anti-lgG de pollo. Para tincién de contras-
te se empled azul de Evans al 0,01 9%,

La lectura de los preparados montados en glicerol
tamponado {pH 7.6), se hizo en microscopio Will,
con epiiluminacidn, provisto de una ldmpara de va-
por de mercurio (OSRAM-50), filtros que trabajan

(*) RSV: virus respiratorio sincicial
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en la banda del azul, con objetivo de 40 aumentos

€en seco.

Se consideraron positivas aquellas 1dminas en que se
evidencié células con fluorescencia: que reacciona-
ban con uno solo de los sueros monoespecificos;
ademds, la distribucién y caracteristicas de fos ant!'-
genos intracelulares eran compatibles con la modali-
dad de replicacién del virus identificado {ej. en RS_V,
granulaciones intracitoplasmaticas de tamafio varia-
ble, influenza, granulaciones intracitoplasmdticas e
intranucleares, etc.)(21).

Periddicamente s envid a Suecia duplicados de los
frotis para corroborar los resuttados.

Aislamiento viral (22): Se utilizaron tres |(neas celu-
lares: Hep-2, LLC-MK2 y MDCK. Se empled para
su crecimiento medio mfnimo esencial de Eagle con
sales de Hanks y 10% de suero fetal de bovino; para
mantenimiento se uso el mismo medio con sales de
Earle y con suero fetal al 2% para las Hep-2, y sin
suero para las otras 2 fneas pero con un agregado de
un microgramo/ml de tripsina cristalina; cada mate-
rial clinico fue inoculado en 2 tubos de cada una de
fas lineas celulares a razén de 0,1 ml por tubo.

En las células Hep-2 los respiropatbgenos de interés
que se aislaron en estas células son RSV y adenovi-
rus; ambos virus producen modificaciones en la mo-
nocapacelular (accién citopdtica = ACP), para cuya
visualizacion los tubos fueron observados diariamen-
te al microscopio. Enlos casos que aparecid ACP en
las células, se les lavo vy confecciond un frotis para
proceder a la identificacion de los antfgenos virales
por fluorescencia con los antisueros especificos.

Las células LLC-MK2 mantenidas en medio con trip-
sina son sensibles a los virus parainfluenza; la presen-
cia de estos virus se puso de manifiesto por he-
madsorcién con glébulos rojos de cobayoalos3y 7
dfas de inoculados los cultivos (23).

Las células MDCK son sobre todo aptas para el aisla-
miento de los virus gripales; |a presencia viral pudo
reconocerse por ACP, pero rutinariamente se emple6
como indicador mds fiel la hemaglutinacién que re-
vela la presencia de virus y/o sus hemaglutininas en
el medio de cultivo. Frente a una hemaglutinacion
positiva se procedid, como en el caso anterior, acon-
feccionar frotis con las células y se identificé el virus
por inmunofluorescencia.

También para el aislamiento del virus gripal se em-
pleé como biosustrato los huevos embrionados de
gallina, los que se inocularon por via amnidticay se
incubaron a 330C. La presencia del virus gripal se
investigd por hemaglutinacion en ef 1fquido amniéti-
co o alantoideo cosechados a las 72 horas posterio-
res a la inoculacion. La identificacion de las cepas
aisladas se hizo primariamente por inhibicion de la
hemaglutinacién con antisueros de referencia o por

Voi. 2 - N°3 (2% época) - Noviembre 1986

inmunofluorescencia sobre frotis confeccionados
con las células descamadas de la membrana alantoi-
dea.

Los tiempos de observacion de los cultivos variaron
entre un minimo de 7 dfas y un maximo de 10. En
cultivos cefulares no se realizaron pasajes ciegos, de
modo que al finalizar el periodo de observacion, de
no mediar indicios de replicacion viral seglin uno de
los indicadores antes aludidos, los cultivos fueron
descartados y el material se informé Negative, Uni-
camente en los cultivos en huevos se hizo un segun-
do pasaje.

RESULTADOS
Virologfa

De los pacientes captados, se estudié un total de 449
muestras de ANF; se evidencid la presencia de un
agente viral en 186 casos (41.4%), los que se discri-
minan en 49.6% de positivos en las bronguiolitis y
32.1% de positivos en las neumopatfas agudas,

En el cuadro Il se aprecia los resultados obtenidos
por inmunofluorescencia y/o por cultivos celulares a
partir del ANF, paralos 7 virus investigados, a la vez
que se les discrimina por el cuadro clinico al que se
asocian. Tanto en las neumopatifas como enlas bron-
quiolitis la maxima frecuencia correspondi6 al virus
respiratorio sincicial (RS); adenovirus e influenza A
figuran en segundo y tercer término respectivamen-
te, y también se les encontré asociados a ambos sfn-
dromes. Influenza By para-influenza 1y 2 no tuvie-
ron asociados a ningtin caso de bronquiolitis.

Todos los materiales consignados fueron procesados

CUADRO I

Agentes virales asociados a neumopatias
agudas= y bronquiolitisa

1983-1985%
NA= Bo Total
1A 15/ 7,2 9/ 3,8 24/ 5,3
18 2/ 1 0 2/ 04
RS 28/13,4 94/39,2 122/27,2
P1 2/ 1 0 2/ 04
P2 1/ 0,5 0 1/ 0,2
P3 5/24 5/ 2,1 10/ 2,2
Ad 14/ 6,7 11/ 4,6 25/ 5,6
Total positivos 67/32,1 119/496 186/41,4
Total negativos 142/67.9 121/50,4 263/58,6

* Diagnésticos realizados por aislamiento en cultivoscelula-
res y huevos embrionados y/o investigacidon de antigenos
virales por inmunofluorescencia.
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por inmunofluorescencia; se anoté el resultado de
los cultivos celulares tnicamente cuando se comple-
té el periodo de observacion estipulado para cada li-
nea. Existio pérdida de pasajes por contaminacién
accidental de los cultivos, contaminacién bacteriana
de la muestra no controlable por el tratamiento con
antibiodticos, o por deterioro precoz de las células de
cultivo.

La evaluacidn de la inmunofluorescencia versus los
cultivos celulares para el diagndstico del virus RS se
aprecia en el cuadro H1. De acuerdo con este cuadro
el rendimiento de la fluorescencia es ostensiblemen-
te mayor que el de los cultivos celulares. Una com-
paracién similar entre la inmunofluorescencia para
diagnosticar el virus de influenza A, versus el cultivo
en células y en huevos {cuadro V), muestra la supe-
rioridad de la suma de los dos sistemas bioldgicos
(huevos y cultivos celulares) en cuanto a sensibilidad
y la elevada especificidad de la inmunofluorescencia.

En el cuadro V se presentan los resultados distribui-
dos por la edad de los pacientes € identificacidn vi-
ral. El virus RS predominé francamente en los pri-
meros meses de la vida, siendo fa media para las
bronquiolitis en el primer aho de 5.6, y para las neu-
mopatfas agudas 5.1; pero también se registré casos
en mayores de un afo. La infeccién por adenovirus
predominé igualmente en fos primeros meses de la
vida tanto en bronquiolitis como en neumopatias
agudas. Las bronquiolitis en las que se diagnosticé
influenza A se distribuyeron indistintamente en los
menores de un afio, pero las neumopatias agudas
predominaron en los niflos de un afio y mds, aunque

también se les encontrd desde la edad de 3 meses,

Sise considera una submuestra de los pacientes estu-
diados, extraida de un periodo de tiempo determina-
do, y se analizan aquellos en gue se identificé al vi-
rus RS, relacionando proceso, edad y sexo (cuadro
VI) se ve que hubo el doble de bronguiolitis en los
varones; esa diferencia fue mids acentuada en log me-
nores de 6 meses con brongquiolitis por virus RS. Las
neumopatias se distribuyeron homogéneamente en
ambos sexos en los menores de un afio.

La distribucién mensual de los casos estudiados se
consigna en el grifico 1; se observa ademds la distri-
bucion mensual de cada uno de los agentes y sus per-

files epidemiol 6gicos.

El virus RS dio picos epidémicos de hasta 5 meses
de duracién en los inviernos. El virus de la influenza
A en 1983 precedié y acompaié a la actividad del
virus RS, en tanto que en 1984 y 1985 actuaron si-
multineamente en el otofo, desapareciendo [uego el
virus gripal para reaparecer a fin del invierno. En
1985 se demostré que la circulacién de virus gripa-
les: a una cepa H3 N2 similar a A/Philippines/2/82y
otra cepa distinta de virus gripal, H1 N1, andloga a
A/Chile/1/83.

L.os adenovirus en 1983 y 1984 tuvieron mayor acti-
vidad a fines del invierno y primavera; en lo gue va
de 1985 aln no se manifest6 la circulacion de este
virus.

CUADRO HiI
Inmunofluorescencia en células de aspirado
nasofaringeo y aislamiento en cultivos celulares

CUADRO IV

Inmunofluorescencia en células de aspirado
nasofaringeo y aislamiento en cultivos celulares

AISLAMIENTO CULTIVOS
CELULARES

ANF POSITIVO NEGATIVO TOTAL

AISLAMIENTO VIRAL *
ANF POSITIVO NEGATIVO TOTAL

< P
< p g 9]
(&
z g w ? 2 3 5
O T 0 I
w
a I x Vv
ooy o_0
o_© 2 N
3 -t
7 N L E
L E o &
zZ
°S A 2 65 67 5 T 2 34 36
5> T 2 \I/
s Z o
Z o) -
= TOTAL 4 37 41
TOTAL 15 88 103 -
* Realizado en células MDCK y en huevos embrionados
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CUADRO V
Distribucién por edad de los pacientes, cuadro clinico e identificacién de virus

MESES 1.2 34 5-6 7-8 9-10 11-12 1324 225 TOTAL
RS 17 19 14 13 9 3 3 - 78
1A 1 1 1 1 1 — 1 — 6
B Adeno 3 1 3 — 1 — 1 — 10
Para l - - - - — - - - -
Para 3 1 2 — — - 1 - —_ a4
Total Positivo 22 23 18 14 11 5 5 — 98
Total Negativo 17 33 28 15 14 7 11 — 125
RS 6 2 8 1 1 2 4 2 26
1A — 2 - 3 — 2 5 2 14
1B — — - - 1 — 1 - 2
N.A. Adeno 1 3 3 1 1 1 1 1 12
Paral - — —_ 1 — - - — 1
Para 2 - — - - - — 1 - 1
Para 3 - - — - 1 — 3 - 4
Total Positivo 7 7 11 6 4 5 15 5 60
Total Negativo 13 14 14 19 11 15 34 24 144

En el grifico 2 se aprecia la distribucién de os casos
de IRA captados durante todoel periodo que abarcé
el estudio (3 inviernos) y también la variacién esta-
cional de {as bronquiolitis y de las neumopatfas agu-
das. Al pie del mismo grdfico se registra el porcenta-
je de casos positivos para el virus RS (bronguiolitis y
neumopatias) también distribuidos por mes, [0 que
permite establecer la correlacién existente entre esta
etiologia y la variaci6n estacional de la totalidad de

CUADRO Vi
RSV: Neumopatias Agudas y Bronquiolitis
Relacion Edad/Sexo/Etiologra

BRONQ. NA
Edad RSV RSV

(meses} — + % - o+ %

M {6 27 12 444 19 3 158

)6 27 11 407 35 4 114

O total 54 23 426 54 7 129
X
wl

o F (6 10 0 o0 12 2 166

> 6 15 5 333 29 3 103

Total 25 5 20.0 41 5 122
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los casos de IRA. Se nota correspondencia en los
periodos de mdxima actividad de RS, pero hay pe-
riodos, sobre todo en verano, en que aumentan las
neimopatfas sin que exista una etiologfa viral reco-
nocida. Los picos epidémicos del virus RS alcanza-
ron niveles mdximos en junio de 1985; en 1983 la
actividad epidémica fue también considerabie, Ile-
gando al mdximo porcentaje recién en agosto; en
1984 la actividad fue de menor intensidad.

Doce sueros pareados procesados por fijacion de
complemento y por inhibicién dela hemaglutinacién
no arrojaron ningtn resultado positivo.

En tres ocasiones se enviaron duplicados de frotis de
inmunofluorescencia a un centro de referencia (Bac-
terioliska Institut, Estocolmo, Suecia) para control
de calidad. Hubo un 90% de concordancia enlos 20
preparados remitidos, atribuyéndose las diferencias
a falsos negativos por deterioro de los antigenos viTi-
cos durante ¢l transporte.

Bacteriologia

Los resultados de los cultivos semicuantitativos per-
mitieron establecer que un 55% de los pacientes te-
nfan en su nasofaringe un potencial patégeno bacte-
riano. En el cuadro VIl se muestra [a frecuencia de
los diferentes agentes, su relacién con el cuadro clf-
nico v la presencia concomitante del virus. En el

H

36% de los casos se estableci6 una buena correspon-
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GRAFICO 1
Distribucion mensual de Respivirus asociados a
neumopatias agudas y bronquiolitis,
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GRAFICO 2
Virus RS. Neumopatfas y bronquiolitis.
Variacion estacional.
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CUADRO VII
Presencia de Bacterias* y virus en ANF

Bronquiolitis Neumonias

RSV + Bacterias 51,2% 21, 4%
Otros V. + Bacterias 20% 22%
Solo Bacterias 24,3% 41,6%

* 5, pneumoniae, Hemophilus, o ambos.

CUADRO Vill

Resultados de cultivos semi<cuantitativos
en pacientes y controles

Pacientes Controles
1584 T/+ % T/+ %
Mayo 20/5 25 5/0 —
Junio 17/5 29/4 5/2 40
Julio 14/6 42/8 9/4 44,4
Agosto 20/2 10 1/1 25
Setiembre 19/4 21 5/2 40
Octubre 20/4 20 8/4 50
Noviembre 8/3 37,5 5/1 20

CUADRO X

Cultivos semicuantitativos de ANF
Potenciales patégenos bacterianos en dreas 3y 4

S. pneum. Hemoph.
Pacientes
* n =66 4 (61%) 7 (10.6%)
Controles
n=32 4 (12.5%) 4 (12.5%)

* 1/3 tratado con ATB?

dencia entre la morfologra predominante al examen
directo vy el ulterior desarrollo en los cultivos semi-
cuantitativos.

Durante 1984 se estudi6 a los pacientes versus con-
troles sanos reclutados durante el mismo periodo
(cuadro VIH); los cultivos no revelaron diferencias
entre [os patogenos hallados en pacientes y controles
(cuadro IX). Los mismos 66 pacientes y 32 contro-
les sirvieron para comparar los resultados del ANF y
dei exudado farfngeo. En el cuadro X se ve que en ei
exudado faringeo la densidad de desarrollo es mucho
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rayor y que existe razonable correlacion solo para
Hemophilus. A todas las cepas de S.Pneumoniae ais-
ladas del ANF se les estudid la sensibilidad a |2 oxa-
cilina: todas las cepas ensayadas se mostraron sensi-
bles al antibiotico.

De los 98 hemocultivos realizados, ninguno fue posi-
tivo. Dieciseis estaban contaminados; en 7 se aisid
un probable contaminante (S. epidermidis) y 75 fue-
ron negativos,

De 25 orinas correspondientes a heumopat(as, segun
un screening realizado con iatex sensibilizado para
H. influenzae tipo b, 3 muestras resultaron positivas.

DISCUSION

Por primera vez en el Uruguay se emprendid un es-
tudio prospectivo en nifios hospitalizados, investi-
gando la frecuencia relativa de los diferentes agentes
virales, y simultineamente reconociendo la presen-
cia de los patdgenos bacterianos potenciales en las
vfas respiratorias altas de los pacientes con IRA in-
tratordcica, comparados con controles sanos.

Los trabajos realizados sobre el tema en {a década
del 60 (24), brindaron informacioén respecto ala pre-
valencia de anticuerpos para diferentes respiropat6-
genos en nifios, y analizaron la asociacion entre dife-
rentes virus y casos seleccionados de IRA, pero no
se planificé un seguimiento que permitiese estable-
cer patrones de comportamiento de todos los virus
en el tiempo.

Como se sefialara previamente, uno de los principa-
les objetivos de los programas de estudio de las IRA,
promovidos por los organismos internacionales para
la salud, es la reduccién de [a morbimortalidad in-
fantil por esas causas. Para planificar acciones ten-
dientes al control de las IRA, es preciso conocer la
frecuencia de los agentes, virales y bacterianos, y so-
bre todo la eticlogia de las neumopatias agudas.
Dentro de este grupo resulta crucial aclarar la causa
de las muertes: tratando de establecer si ellas son
causadas por una infeccidn bacteriana primaria o si
?on)debidas a una complicacion de la patologra viral
25).

Los porcentajes de diagnosticos viroldgicos docu-
mentados en el presente trabajo se inscriben dentro
del rango establecido en otros pafses (26), asi como
su vinculacién con los diferentes sindromes.

La frecuencia del virus RS, que supera por lejos a los
demds, surgid evidente en este estudio, confirmando
asi los resultados de estudios similares (27); también
la circulacion del virus RS se correlaciona con un au-

Ener)lto muy notorio de los casos de bronquiolitis
28).
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CUADRO X
Comparacion de resultados de cultivos semicuantitativos de ANF y de exudado faringeo

Paciente n =66 ANF

EX.F

tlora S.

Flora S

Total pneu. Hemoph. Gm-b aur. Total pneu. Hemoph. Gm-b aur.

Crecimiento solo en drea 1 14 3 1 — 1 6 1 - - —
“ o w218 1 — 2 — 16 1 — 2 —
“ e | 3 1 1 — — 2] — — 1 —
H weow g 17 3 6 - — 32 — 6 — 1

Sin desarrolio 14 — — — — 4 - — — —

Controles: n =32

Crecimiento solo en drea 1 15 2 — 1 1 — — — — —
H w2 3 - — — - 2 — — — -
e o w3 2 3 — — — 4 — - — -
“ o g 7 1 4 — — 24 — — 2 -

Sin desarrollo 5 — - - — 2 - - — —

Los adenovirus siguen en frecuencia al virus RS. Es
preciso profundizar més en cl estudio de esta etiolo-
gia: los serotipos mds frecuentes, descritos por mu-
chos autores, producen cuadros respiratorios benig-
nos, pero otros tipos, de menor frecuencia, son res-
;()on)sables de secuelas y tienen considerable letalidad
29).

Se dice que los nifios son una poblaciéon “centinela”
para los virus gripales, pues son muy receptivos, por
lo que resultan apropiados para la vigilancia epide-
mioldgica de la influenza, aunque en [a mayoria de
los casos estos virus producen cuadros indiferenicia-
bles de los causados por otros agentes. Algunos au-
tores han observado un aumento del ndmero de con-
sultas por convulsiones febriles cuando circula el vi-
rus gripal en una comunidad (30).

Se reconocid un nimero de casos de parainfluenza.
El hecho tiene varias explicaciones posibles, no ex-
cluyentes entre sf. Son virus de menor frecuencia,
sobre todo el 1y el 2. Para la técnica de inmuno-
fluorescencia nose dispuso de suero anti-influenza 2,
de modo que este virus se investigd solamente en
cultivos celulares, aislandosele una Gnica vez durante
el periodo considerado. Este virus, asi como parain-
fluenza 1, produce sobre todo cuadros de crup, enti-
dad clinica que cuando se interna, va a servicios de
otorrinolaringologfa, no cubiertos por este trabajo.
Parainfluenza 3 también causa crup, pero se le en-
cuentra involucrado er bronquialitis y neumopatias
agudas mucho mas frecuentemente que los otros vi-
rus del grupo (31), lo que coincide con las observa-
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ciones documentadas en este trabajo.

La dificultad en lograr segundas muestras de suero
limité mucho la posibilidad de pesquizar seroconver-
siones, lo gque podria haber incrementado el porcen-
taje de diagndsticos positivos. Sin embargo, tanto la
fijacién de complemento como la inhibicion de la
hemaglutinacion son técnicas seroldgicas cuyo rendi-
miento es bajo cuando se les usa para estudiar la res-
puesta de lactantes tiernos, pues muchas veces su
reactividad inmunoldgica es pobre por interferencia
de anticuerpos maternos o por propia inmadurez in-
munoldgica.

La distribucion por edades de los ninos en relacién
con los virus encontrados cae dentro de los |fmites
esperados. El virus RS se encontré sobre todo en los
lactantes; la media de edades oscila entre los 5y 6
meses segtin |os sindromes considerados, lo que coin-
cide con lo observado por Kim y col. en un estudio
Eeal;zado en el Hospital de Nifios de Washington DC
32).

El predominio del sexo masculino en las bronquioli-
tis ha sido senalado, y también se ve que ocurre en
los casos en gue se diagnostica virus RS, de manera
gue no puede concluirse si se debe a una mayor re-
actividad de los varones en general, independiente
de ta infeccidn o si se lavincula también a ella.

Reviste particular interés el andlisis de los patrones

epidemiologicos perfilados en fos 28 meses de segui-
miento realizado en este trabajo.
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El patrén epidemiol6gico adoptado por el virus RS
se asemeja al observado por Ostavik y col. en Oslo
en los inviernos de 1979-81. Sin embargo, la activi-
dad de los virus influenza de fos mismos afios en No-
ruega difiere de los documentados en 1983-85 en
Uruguay. La alternancia de los brotes epidémicos
del virus RS durante el trienio estudiado no debe to-
marse como un antecedente, ya que la periodicidad
de la actividad del virus no es previsible (33).

Resulta llamativa 1a ausencia de diagnésticos de ade-
novirus en los meses corridos de 1985. Este hecho
no parece atribuible a fallas en el diagnéstico, ya que
se estdn usando concomitantemente dos técnicas
que tendrfan que relevarlo (inmunofluorescencia y
cultivos celulares); tampoco clfhicamente se ha sos-
pechado esta etiologra.

La distribucion enel tiempo de los virus parainfluen-
za ha cardo dentro de lo esperado. Parainfluenza 3
se manifest6 con una endemia de escasa intensidad.

Es imperioso mejorar los recursos de diagndstico
bacteriol dgico.

De acuerdo con }a informacién surgida de cultivos
realizados en diferentes paises a partir de materiales
obtenidos por punciones pulmonares en casos de
neumonias adquiridas en la comunidad, se sabe que
los agentes mds frecuentes en los grupos de edad
considerados son S. pneumoniae y, H. influenzae
(34). A pesar de la certeza que proporcionan los re-
sultados procurados a partir de este tipo de mues-
tras, estas no son admisibles mds que en casos muy
especiales. Entonces se plantea la limitacion que pre-
sentan las muestras obtenidas por métodos no inva-
sivos, como los utilizados en este estudio, los que fa-
talmente deben de extraerse de dreas donde existe
flora propia del drbol respiratorio superiory que es-
td integrada, 2 menudo, por varios de los potenciales
patdgenos.

El Comité de Expertos en Enfermedades Respirato-
rias de la OMS, en 1981 admitié que no existe nin-
guna muestra ideal para el estudio etiolégico de las
neumopatfas del nifio menor de 5 afios, apta para
usarse en la prdctica diaria, y gue las mdas aconseja-
bles podrian ser el isopo tosido y el ANF.

Ante estas opciones se prefirié el ANF porque esla
muestra recomendada por Gardner y col. (35) para
estudios virol6gicos. Diversas muestras son adecua-
das para el aislamiento viral, pero el ANF oftece ven-
tajas para la inmunofluorescencia, ya que su riqueza
celular posibilita la confeccién de los frotis necesa-
rios para investigar antfgenos de varios virus (6 en
este caso). Washington Il (36) en su manual de la-

boratorio de la Clinica Mayo indica ¢l ANF para el

estudio bacteriologico de neumonias en nifios peque-
fios.

Kalin y col. (36) proponen cultivos semicuantitati-
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vos para mejorar el diagnoéstico bacterioldgico de la
expectoracion, logrando una lectura mds objetiva de
la densidad del crecimiento bacteriano. L.a Sociedad
de Microbidlogos Americanos {ASM), propone un
criterio similar (37). El mismo criterio ha sido apli-
cado para el procesamiento de otros materiales que
provienen del arbol respiratorio, el cual hasido adop-
tado en este trabajo. Sin embargo, para valorar los
resuftados obtenidos aplicando el referido criterio,
hubijese sido necesario contar con la confirmacion
de la etiologfa del proceso cotejando con el resulta-
do del hemocultivo, lo que no fue posible por ser es-
tos negativos. En su defecto, un riguroso andlisis de
la correlacidn entre la presencia de patdgenos poten-
ciales en cantidades significativas y del aspecto clini-
co-radiolégico del caso podria proporcionar una ra-
zonable aproximacion (38).

Otra opcidn es la ofrecida por la investigacion de an-
tfgenos polisacdridos de S. pneumoniae y de H. in-
fluenzae tipo b, en el suero y en la orina de los pa-
cientes con neumopatfas agudas. Ambas posibilida-
des seran exploradas en un estudio complementario
del presente que estd en desarrollo.

En el cuadro X se vio que los pacientes y los corres-
pondientes controles sanos tenfan porcentajes simi-
lares de S. pneumonhiae, H. influenzae o de ambos.
Estos datos pueden estar desvirtuados por el hecho
de que los pacientes con neumopatias agudas muy
frecuentemente reciben antibioticoterapia previa a
su ingreso al hospital. Este escollo no solo dificulta la
comparacion planteada, por resultar diffcil la depu-
racion de los datos, sino que interfiere con cualquier
tipo de metodologia diagnéstica, aGn aquella basada
en la bdsqueda de antigenos bacterianos, ya que al
enlentecerse ia multiplicacién estos disminuyen en
cantidad y se hacen mads dificilmente detectables.

Resulta curiosa la forma de asociarse bacterias y vi-
rus en [as bronquiolitis y neumopatias; también en
este caso el menor nimero de bacterias asociadas a
los virus en las neumonias podria deberse a terapias
previas.

La etiologfa bacteriana de las IRA estudiadas sigue
sin aclararse. A lo sumo se puede hablar de coloni-
zacién por patdgenos bacterianos potenciales, docu-
mentando los hallazgos. Por ahora ninguna de las
técnicas bacteriolégicas y de inmunodiagnéstico en
uso corriente permiten reconocer el agente etiol 6gi-
co entre los componentes de la flora normal de las
vfas respiratorias superiores,

Serd necesario determinar cudles son los métodos no
invasivos més eficaces para la obtencion de materia-
les para exdmenes bacteriol dgicos, asf como realizar
un monitoreo continuo de los agentes de IRA y de
su susceptibilidad a las drogas antimicrobianas.

Para lograr los resultados objeto de esta discusién ha
sido necesario incrementar los recursos materiales de
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laboratorio y entrenar personal en técnicas de viro-
logfa y bacteriologfia (39). Envirologiala experien-
cia lograda con inmunofluorescencia deja como sal-
do favorable para el futuro la disponibilidad de una
técnica agil y fiel, particularmente ajustada para el
diagnéstico rapido de las infecciones por virus RS,
Para la vigilancia de la influenza, donde es preciso
recuperar 1as ¢opas v para diagnosticar otras virosis,
inclusive algunas no‘reconocidas atn, es conveniente
proseguir con las técnicas convencionales conjunta-
mente con las rdpidas.

En el futuro el pronto reconocimiento de los respivi-
rus sera fundamental para la utilizacion de drogas
antivirales actualmente en desarrollo.

CONCLUSIONES

Del estudio realizado surge claramente la importan-
cia de la etiologra viral en las infecciones respirato-
rias agudas intratordcicas delos nifos hospitalizados.
En el primer afio de vida, son frecuentes las bron-
guiolitis y neumopatias agudas, siendo el virus RS
el agente predominante en esos cuadros clfnicos.

Los restantes respivirus investigados no alcanzan, en
su conjunto, a tener la jerarqufa del virus RS. Las
técnicas de diagndstico de este, estdn perfectamente
ajustadas y, segln la experiencia adquirida, es posi-
ble proponer el uso de técnicas rdpidas para su iden-
tifi. acién; la inmunofluorescencia, empleada por
personas adecuadamente entrenadas, usando reacti-
vos de calidad certificada, permiten sustituir a las
técnicas tradicionales que requieren el aislamiento
viral. No obstante, cabe sefialar {a conveniencia de
disponer de una segunda técnica para el diagnostico
de esta infeccion: técnicas inmunoenzimdticas pare-
cen ser las mds adecuadas.

Se recordard que la serologfa no es una técnica de
primera-eléccion para el diagnéstico de las infeccio-
nes del lactante, tanto por RS como por otros respi-
virus.

Persiste como un problema no resuelto el diagnosti-
co de ias neumonias agudas bacterianas. E} empleo
de métodos invasivos (puncién pulmonar) solo pue-
de plantearse muy excepcionalmente, de modo tal
que es preciso interpretar {os hallazgos obtenidos a

partir de muestras de vfas respiratorias altas, apoya-
dos en la recuperacién del agente por hemocultivo o
por cultivo de exudado pleural. Lamentablemente,
los porcentajes de resultados positivos de estos cuiti-
vos son sumamente bajos, y en nuestro caso inexis-
tentes, ya que’la antibjoterapia previa a la interna-
¢ién reduce mds atn las posibilidades.

Como posible solucion de este problema crucial se
plantea la investigacion de antfgenos especificos co-
rrespondientes a los agentes més frecuentemente in-
volucrados en las neumopatias agudas: S. pneumo-
niae y H. influenzae, Sus polisacdridos se encuentran
en diferentes fiuidos orgdnicos (orina, suero, exuda-
do pleural) y pueden ser investigados por diferentes
técnicas que se hallan adn en evaluaci6n,

Es preciso continuar y ampliar {os estudios etiol &gi-
cos, en general, y en particular !os de las neumopa-
tfas agudas de verano.
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Résumé

Pour un programme prospectif d’ étude des Infections Respiratoires Aigues chez des enfants hospitalisés, on
a étudié 449 malades Ggés de plus d’ un mois et de moins de 5 ans, installés aux services pediatriques de
Montevideo entre mai 1983 et aoiit 1985.

On a analysé I’ étiologie virale des aspirés nasopharyngiens par immunofijuorescence et par isolement dans
des cultures cellulaires. On g tout de méme déterminé la fréquence de colonisation par des bactéries patho-
génes des voies respiratoires hautes des enfants, tout en essayant d' employer des techniques qui permettent
de distinguer les agents étiologiques, isolés des intégrants de la flore.

Le diagnostic des infections virales a atteint 41,4% (67 pneumopathies aigues et 119 bronchiolites). L’ ana-
lyse a tenu compte du sexe et de |’ dge des patients et on y areconnu de différents modeéles épidémiologi-
ques par les virus RS, adénovirus, influenza A et B, parainfluenza 1, 2 et 3.

De 69 patients, dont on a isolé des bactéries (surtout S. pneumoniae, Hemophilus, ou toutes les deux),
28, 5% correspondait d des bronchiolites et 26,5% d des pneumopathies aigues.

Summary

As part of a prospective program involving the study of acute respiratory infections in hospitalized children,
a survey was carried out of 449 patients older than one month and younger than 5 year, hospitalized at pe-
diatric departments of Montevideo, between May 1983 and August 1985,

An investigation was performed of the viral etiology of aspirates by immunoflurescence and by isolation of
cell cultures, Also determined was the rate of colonization by bacteria potentially pathogenic of the upper
respiratory passages of children, an attempt being made at using techniques enabling the distinction of isola-
ted etiologic agents from flora components.

The diagnosis of viral infections involved a 41.4% rate (67 pneumopathies and 119 bronchiolitis). This in-
formation was analyzed according to the patients’ sex and age, there being established different epidemiolo-
gic patterns for viruses RS, adenovirus, influenza A and B, and para influenza 1, 2 and 3.

Of the 69 patients from whom bacteria were recovered (particularly S. pneumoniae, Hemophilus, or both),
28, 5% corresponded to cases of bronchiolitis and 26,5% to acute pneumopathies.
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