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1 Resumen

Las infecciones respiratorias agudas, IRA, son causa de miles de muertes
anualmente alrededor del mundo, por lo que estudiar a los patdogenos
responsables de ellas es de gran importancia. Los rinovirus (RV) son patdégenos
gue recientemente se han encontrado en enfermedades mas severas a las que se
tenia reportado. Existen datos limitados sobre la etiologia viral de las infecciones
del tracto respiratorio en los paises en desarrollo, y la mayoria de los estudios
realizados en otras partes del mundo, que han estudiado especificamente la
incidencia de RV, se han llevado a cabo en nifios hospitalizados. En algunos de
esos estudios, la especie C de RV se ha asociado con infecciones de las vias
respiratorias mas graves que las especies Ay B.

Este estudio se realizd con el objetivo de buscar si existe una relacién especie-
severidad y determinar la frecuencia y diversidad de cepas de RV asociados con
infecciones del tracto respiratorio superior e inferior (IRTS, IRTI) en nifios
mexicanos, asi como describir las caracteristicas clinicas de la enfermedad
asociada con diferentes especies de RV.

El estudio fue de vigilancia de nifios con IRTS en 5 ciudades del estado de
Veracruz y nifios con IRTI de 6 hospitales en diversas regiones de México. Las
muestras fueron procesadas por un PCR mdltiplex que detecta 15 virus
respiratorios. En las muestras positivas para RV se amplific6 una parte de la
region 5’ no traducida (5-UTR) del genoma y se secuencié por el método de
Sanger.

Se analizaron 776 muestras de nifios con infecciones de las vias respiratorias: 526
nifios con IRTS y 250 nifios con IRTI. Se detectaron uno 0 varios virus
respiratorios en 71% IRTS y 77% en IRTI. En las IRTS, 17,5% fueron positivas
para RV, mientras que este virus se encontré en 24,8% de IRTI. En 73 nifios con
IRTS con RV asociado se determind la especie del virus: 61,6% RV-A, 37% RV-C
s6lo uno RV-B (1,4%). De los 43 nifios con IRTI y RV asociado encontramos
51.2% RV-A, 418% RV-C, y 7% RV-B. No se encontraron diferencias

significativas en las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccion por RV-



A o0 RV-C. Se encontr6é una alta diversidad genética de cepas de RV tanto en las
IRTS como en IRTI.

Concluimos que la severidad de la enfermedad puede estar dada a nivel
serotipo/genotipo de RV méas que por la especie en si (A o C), los RV son un
patdgeno respiratorio frecuente en nifios mexicanos con IRTS y IRTI. Las especies
RV-A y RV-C se encontraron con mucha frecuencia, tanto en los nifios
hospitalizados como ambulatorios. Se destaca la alta prevalencia de RV y de la

diversidad genética de las cepas circulantes en México.



2 Introduccioén

Todos los seres vivos sirven como hospederos de innumerables microbios y

parasitos; coexistimos pacificamente con algunos, combatimos a muerte contra
otros y compartimos todo ya sea bueno o malo con todos los que conocemos.
Muchas veces la coexistencia e interaccion con ciertos agentes tiene resultados
fatales. Esto provoca que las diferentes disciplinas que estudian la salud muevan
su frontera rapidamente [1]. Las enfermedades infecciosas han sido causa de
millones de muertes a nivel mundial desde tiempos antiguos; en la antigua Grecia
y Egipto se reportaron epidemias de viruela, lepra, tuberculosis, infecciones en las
meninges y difteria [2]. En tiempos mas recientes algunas de las pandemias mas
famosas han sido la plaga de Justiniano, entre los afios 541-750 que causé la
muerte del 50 al 60% de la poblacion europea [1]; la peste negra de 1347-1352
gue causo la muerte a millones de personas en Europa a lo largo de 5 afios [3];
otra fue la primera epidemia de gripe europea que se produjo entre 1556 y 1560
con una tasa estimada de mortalidad de 20% de la poblacion [4]. La gran peste de
Marsella en 1720 que matdé a 100,000 personas en la ciudad y las provincias
circundantes [5]. La llegada de los exploradores europeos al centro y sur de
América trajo consigo nuevos patdgenos como la viruela, el sarampion y el tifo.
Estos nuevos patdgenos y las enfermedades asociadas causaron pandemias
entre los nativos durante los siglos XV y XVI [4].
La viruela mat6 a aproximadamente 60 millones de europeos durante el siglo XVl
(aprox. 400,000 personas por afo) [6]. El 30% de los infectados, incluyendo el
80% de los nifios menores a 5 afios de edad, murié de la enfermedad, y un tercio
de los supervivientes quedo ciego [7]. En el siglo XVIII en Europa Occidental, la
tuberculosis alcanz6 una incidencia de hasta 900 muertes por cada 100,000 [8] en
1918 una de cada seis muertes en Francia todavia fueron causadas por la
tuberculosis. La pandemia de influenza de 1918 provoc6 de 25 a 50 millones de
muertes [9]. Hoy en dia la influenza, cada afio, provoca la muerte de alrededor de
250,000 a 500,000 en todo el mundo [10].



Con esto queda claro que las enfermedades infecciosas han sido de gran
importancia desde la antigledad y representan actualmente una gran
preocupacion para los sistemas de salud a nivel mundial.

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), han sido y contindan siendo
particularmente importantes. Estas se clasifican como infecciones respiratorias del
tracto superior (IRTS) o inferior (IRTI). El tracto respiratorio superior comprende la
nariz, la cavidad nasal, la boca, la garganta (faringe) y la laringe. Por otra parte el
tracto respiratorio inferior incluye la traquea y, dentro de los pulmones, los
bronquios, los bronquiolos y los alvéolos.

La proporcion de las IRAs, moderadas o severas, varia entre paises dependiendo
de su economia, lo que afecta directamente a la infraestructura de los sistemas de
salud. Las IRTI en nifios menores de cinco afios son mas graves en los paises en
desarrollo debido a las diferencias en las etiologias especificas y factores de
riesgo, lo que resulta en una mayor tasa de mortalidad. Aunque, en cierta medida,
la atencién médica puede disminuir la severidad y mas aun la fatalidad, muchos de
los pacientes con IRTI graves no responden a la terapia, en parte por la escasez o
ausencia de medicamentos efectivos para combatirlas. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 10 millones de nifios
menores de 5 afios mueren cada afio [11]; en el 2012 se reportaron 6.6 millones
de muertes de nifios menores a 5 afos, de las cuales 15% fueron a causa de
neumonia [12].

Las IRTS son las enfermedades infecciosas mas comunes, dentro de ellas estan
incluidas la rinitis (catarro comun), sinusitis, infecciones del oido, faringitis aguda o
faringoamigdalitis, epiglotitis y laringitis. De éstas, las infecciones de oido y
faringitis tienen las complicaciones mas graves (sordera y fiebre reumatica aguda,
respectivamente). La gran mayoria de las IRTS tiene una etiologia viral, donde los
rinovirus (RV) representan del 25 a 30% de los casos; los virus sincicial
respiratorio (RSV), parainfluenza (PIV), influenza, metapneumovirus humano
(hMPV), adenovirus (AdV) del 25 al 30% de los casos y coronavirus (hCoV)
causan el 10% [13]. Los otros casos pueden ser a causa de bacterias o
posiblemente por virus no frecuentemente asociados a problemas respiratorios,
como herpes simple, varicella-zoster, Hantavirus, Parechovirus, virus de Epstein-

Bar, Mycoplasma pneumoniae, Legionella penumophila, Streptococcus



penumoniae, Hemophilus influenzae. Ya que la mayoria de las IRTS son auto-
limitadas, las complicaciones pueden ser mas importantes que las mismas

infecciones, ya que éstas predisponen a los pacientes a IRTI [14].

La neumonia es la IRTI mas comun y continta siendo la principal causa de muerte
entre los nifos menores a 5 afos en los paises en desarrollo y de las personas
mayores en los paises desarrollados. La neumonia puede ser causada tanto por
bacterias como por virus. Los virus son responsables del 40 al 50% de las
infecciones en los lactantes y nifios hospitalizados por neumonia en los paises en
desarrollo [15, 16, 17]. En estos paises, la tasa de mortalidad en nifios con
neumonia viral varia de 1 a 7.3% [16, 18], con neumonia bacteriana del 10 al 14%
y con infecciones virales y bacterianas mixtas del 16 al 18% [19, 20]. Las bacterias
mas comunmente asociadas a cuadros clinicos de neumonia son Streptococcus
pneumoniae (neumococo), Haemophilus influenzae, en su mayoria de tipo b (Hib),
y con menor frecuencia Mycoplasma pneumoniae, Legionella penumophila,
Bordetella pertussis, Chlamydophila peneumoniae, Moraxella catarrhalis, vy
ocasionalmente por Staphylococcus aureus o por otros estreptococos.

Los virus mas frecuentemente asociados a casos de neumonia son: RSV, RV,
influenza A, By C, hMPV y PIV tipos 1, 2, 3, y 4. En menor frecuencia HCoV tipos
229E, OC43, NL63, HKU1, SARS, AdV, Enterovirus (HEV). Aunque también se
encuentran bocavirus de humano (HBoV), varicella-zoster, Hantavirus,
parechovirus, virus de Epstein-Bar, herpesvirus humano 6 y 7, virus de herpes
simplex, mimivirus, citomegalovirus y el virus de sarampioén [21]. Los virus
respiratorios suelen presentarse en ciertas estaciones durante el afio y en estas
temporadas son mas propensos a causar neumonia. Las epidemias de RSV se
presentan cada uno o dos afios normalmente a finales de otofio, los brotes
epidémicos de RV surgen en otofio y primavera, mientras que influenza presenta
picos a finales de otofio y principios del invierno. Se ha observado que varios virus
pueden co-circular en diferentes meses del afio.

El presente trabajo se centra en el papel que tienen los rinovirus en las infecciones
respiratorias agudas de los tractos superior e inferior. A continuacién se describira

de manera detallada a estos virus.



2.1 Rinovirus (RV)

Los RV pertenecen al género enterovirus dentro la familia Picornaviridae.
Son virus que no contienen una cubierta lipidica y poseen un genoma de RNA de
polaridad positiva con una longitud aproximada de 7.2kb. Una vez que el virus
entra a la célula a través de endocitosis mediada por receptor (ICAM-1 o LDLR), el
genoma es traducido de una manera independiente de CAP con ayuda de la
secuencia interna de union a ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés) localizada
en la region 5” no traducida (UTR por sus siglas en inglés) del genoma viral. Como
resultado de la traduccion se obtienen cuatro proteinas estructurales (VP1-4), las
cuales forman la capside, y siete no estructurales (2A-C y 3A-D; Fig. 1) [65].
Estudios seroldgicos revelaron que existen mas de 100 serotipos de RV
determinados por ensayos de neutralizacion. La neutralizacion de un virus se
define como la pérdida de la infectividad a través de la reaccién del virus con un
anticuerpo especifico. La dificultad de realizar estos ensayos con mas de 100
virus, y los avances logrados en los métodos de secuenciacion y bioinformética,
han llevado a basar la clasificacion de estos virus en la secuencia parcial y/o
completa del genoma viral. El andlisis de la secuencia completa del genoma de
virus pertenecientes a 99 serotipos permitid clasificarlos en dos especies, la
especie A representada por 74 de los serotipos y la especie B, compuesta por
virus pertenecientes a 25 serotipos [22]. Estas especies se determinaron con base
en el grado de identidad de la secuencia del genoma (ver adelante).
La diversidad genética de los serotipos de RV se debe principalmente a su alta
frecuencia de mutacion, resultado de la falta de actividad 3’25’ exonucleasa de la
RNA polimerasa viral y a eventos de recombinacién que pueden ocurrir entre dos

genomas de cepas distintas cuando infectan y se replican en la misma célula [23].
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Figura 1. Esquema que muestra los componentes del genoma de los rinovirus y la
organizacion estructural de las proteinas VP1-4. Modificado de
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html.

La clasificacion taxondmica actual de los picornavirus estd basada en las
proteinas de la cédpside, en especial de la region del genoma que codifica para la
proteina VP1. Los porcentajes de identidad de aminoacidos mas bajos, dentro de
la misma especie en VP1 son: 57.7% y 68.3% en RV-A y RV-B, respectivamente.
Entre especies los porcentajes de identidad de aminoacidos de VP1 estan entre
35.1-43.6% [24]. El analisis de la secuencia que codifica para VP1 es poco
practico de realizar debido a que muiltiples oligonucleétidos son requeridos para
realizar la PCR debido a la alta variabilidad de esta regién entre diferentes virus.
Debido a lo anterior se han desarrollado analisis filogenéticos basados en la
secuencia que codifica para las proteinas virales VP4/VP2, para la cual el 10% de
divergencia asigna la especie [19] (Fig. 2A) y en la secuencia de un fragmento de
400 nucledtidos ubicado en la regiéon hipervariable 5"UTR del genoma viral (Fig.
2B). Estas secuencias han mostrado ser Utiles para la clasificacion e identificacion

de estos virus [25].



Figura 2.
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Fig.2 A) Arbol filogenético basado en la secuencia VP4/VP2 de RV. Realizado bajo el
algoritmo de Neighbor Joining, en el cual se observa que los genotipos Ay C comparten un
ancestro comun, el cual es hermano del ancestro de la especie B. [Tomado de Fuji N et al.
2011] B) Regién 5'UTR (650nt), en la cual se puede observar la region de 400pb amplificada
por los oligonucleétidos DK001 y DK004.

Los RV han sido asociados generalmente a enfermedades respiratorias leves, sin
embargo, han sido detectados en pacientes con infecciones mas severas, como
neumonia y bronquiolitis [26]. Estudios epidemiolégicos han revelado que las
infecciones por RV se producen durante todo el afio alrededor del mundo, con
brotes mas fuertes a principios de otofio y finales de primavera en las regiones
templadas [27]. En 2006 se reportaron algunas cepas de RV que presentaron en
la region VP4/VP2 una divergencia mayor al 13% con respecto a la especie A, la
cual es la mas cercana. Estas cepas fueron incluidas en una nueva especie
denominada RV-C [22]. Los porcentajes de identidad nucleotidica a nivel

genomico reportados para las tres especies se muestran en la tabla 1 (izquierda).



Se puede observar que las especies A y C presentan mayor similitud de secuencia
(48-51%), mientras que los mas distantes son la especie B y C (36-43%) [28]. Los
porcentajes de identidad a nivel secuencia de la region 5’UTR se muestran en la
tabla 1 (derecha).

Con base en estos métodos de clasificacion se han realizado estudios en los
cuales se reporta la incidencia de las diferentes especies de RV en pacientes con
enfermedad respiratoria, siendo el de mayor frecuencia la especie A, seguida por
la especie C y por ultimo la B [29, 30, 31, 32]. La mayoria de los estudios
realizados reportan que de las muestras positivas a RV, la especie C se presenta
con una incidencia del 1.4 al 30.9%, dependiendo del grupo estudiado y los
meétodos de deteccion empleados [25]. Con base en estos datos, se ha concluido
que la especie RV-C contribuye con una proporcién significativa de las IRAs.
Como se menciond anteriormente RV ha sido asociado a enfermedades
respiratorias leves, sin embargo la especie C se ha encontrado en pacientes con
viremia, otitis, bronquiolitis, exacerbaciones de asma y neumonia [29, 30, 33, 34].
En estos estudios se ha sugerido que puede existir una relacién entre la severidad
de la enfermedad y la especie de RV que infecta, aunque la literatura es
contradictoria en este aspecto ya que se reporta a esta especie tanto en pacientes

con sintomas graves como leves [35].

Tabla 1.
Genoma completo Region 5'UTR
Especie A B C Especie A B C
A 64% A 70.2%
B 45-50%  75% B 65% 67.70%
C 48-51%  36-43%  68% C 63.10% 64.10% 66%

Tabla 1. Porcentajes de identidad de secuencia nucleotidica del genoma completo
(izquierda) y region 5"UTR (derecha) paralos genotipos A, By C de rinovirus.

La mayoria de los estudios han descrito la frecuencia de las especies de RV en
pacientes hospitalizados con enfermedad respiratoria grave, y pocos estudios han
descrito la prevalencia de las especies del virus en IRTS por lo que la posible
asociacion de alguna especie o serotipo a la severidad de la enfermedad puede

verse sesgada.



En México se ha realizado solamente un estudio sobre la abundancia de las
diferentes especies de RV, las cuales se determinaron mediante un analisis
filogenético basado en su mayoria en la secuencia 5’"UTR. En este trabajo se
detect6 RV en 17% de la poblacion. Se analizaron 124 muestras nasales de
pacientes menores a 6 afos, con enfermedad respiratoria leve o moderada [36]. El
analisis mostré que las tres especies de RV circulan en la poblacion infantil
estudiada, coincidiendo con la incidencia reportada en otros estudios.

En el presente trabajo de tesis, se realiz6 un estudio de dos poblaciones
pediatricas en México, la primera conformada por nifios con IRTS en 5 ciudades
del estado de Veracruz, México, y una segunda poblacion compuesta de nifios con
un diagndstico clinico sugerente de neumonia (IRTI) de 6 hospitales en diversas

regiones del pais.
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3 Hipotesis
La especie C de rinovirus causa enfermedades méas severas que las
especies Ay B, por lo que la frecuencia de RV-C sera mayor en los pacientes con

infecciones del tracto respiratorio inferior, mientras las especies A y B seran mas

frecuentes en los nifios con infecciones del tracto respiratorio superior.
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4 Objetivos

e Determinar la frecuencia y diversidad de las cepas de RV asociadas con
IRTS e IRTI que circulan en las poblaciones de niflos mexicanos
estudiadas.

e Describir las caracteristicas clinicas de la enfermedad asociada a la

presencia de diferentes especies de RV.

5 Metodologia

5.1 Poblaciones de estudio.

En este estudio se incluyeron dos poblaciones de pacientes pediatricos. La
primera se compone de pacientes que acudieron a consulta privada en cinco
ciudades del estado de Veracruz (Cordoba, Minatitlan, Poza Rica, Tierra Blanca y
Veracruz). Se obtuvieron hisopados nasofaringeos (rayon-tipped, BD BBL) de 526
nifos con IRTS de septiembre de 2011 a abril de 2012. Las muestras
nasofaringeas se colocaron en frascos con medio de transporte viral (Microtest
M4- RT, Remel) y se trasladaron al Instituto de Biotecnologia en Cuernavaca, en
donde se almacenaron a -70°C hasta su analisis.

La segunda poblacion se compone de nifios que fueron ingresados al hospital con
diagnéstico sugerente de neumonia. Las muestras fueron tomadas en seis
hospitales situados en cuatro ciudades en diferentes estados de la republica
(Guadalajara, Ciudad de México, San Luis Potosi y Durango). Se obtuvieron
lavados nasales de 250 nifios hospitalizados entre marzo de 2010 y abril de 2011.
Los lavados se colocaron en medio de transporte viral y se enviaron a la Facultad
de Medicina de la UNAM en la Ciudad de México y posteriormente fueron
trasladadas al IBt Cuernavaca, en donde se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Se colect6 informacién demogréfica y clinica para cada muestra de ambas
poblaciones. El estudio fue aprobado por los comités de revision institucional de la
Facultad de Medicina y el Instituto de Biotecnologia de la UNAM y por la junta de
revision institucional y el comité ético de cada hospital participante. Se obtuvo el

consentimiento firmado del padre o tutor antes de la inscripcion.
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5.2 Extraccion de material genético y deteccion viral

El material genético fue extraido con el kit comercial PureLink Viral RNA/DNA
mini kit (Invitrogen) basado en un método de adsorcion-desorcion bajo las
condiciones del fabricante. Para detectar la presencia de virus, las muestras se
analizaron mediante PCR multiplex (RV15 Seegene). El ensayo RV15 es capaz de
detectar, mediante tres reacciones de PCR, 15 virus causantes de enfermedades
respiratorias. En la primer reaccion (A) puede ser detectada la presencia de los
virus AdV, HCoV 229E/NL63, y PIV 1-3. La segunda reacciéon (B) es de especial
interés para nuestros fines, ya que en ésta se detecta la presencia de RV sin
discriminar entre las especies A, B y C. Ademas, detecta la presencia de HCoV
0OC43, RSV-A, Flu-A y RSV-B. La reacciéon C detecta la presencia de HBoV, Flu-B,
MPV, PIV-4 y HEV.

5.3 Clasificacion de RV

Una vez que la muestra resultdé positiva a RV, se sintetizO cDNA con la
enzima SuperScript® 1l (Invitrogen) transcriptasa reversa a partir de los acidos
nucleicos  totales  extraidos, utiizando el  oligonucleétido DKO004
(5"CACGGACACCCAAAGTAGT?R) especifico para la secuencia 5’"UTR o usando
hexameros al azar bajo las siguientes condiciones: 5 minutos 25°C, una hora 50°C
y 20 minutos 80°C. El cDNA obtenido se amplificé con la enzima Klentaq (Sigma)
o Taq polimerasa (New England BioLabs), por PCR con los oligonucle6tidos
DK004 y DKO00O1 (5"CAAGCACTTCTGTTTCCC3"), bajo las condiciones que se

muestran en la tabla 2 [37]. El amplicon esperado es de 400 pb.

Tabla 2.
Ciclos | (°C) tiempo

1 95° 5'
95° 15”7
40 55° 15"
72° 60~

1 72° 5'

1 4° c0

Tabla 2. Condiciones de RT-PCR para laregién 5’UTR.
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5.4 Purificacion y secuenciacion

La purificacion de productos de PCR se llevé a cabo mediante el uso del kit
comercial High Pure PCR Product Purification kit (Roche), el cual se basa en un
método de adsorcion-desorcion. Una vez purificados, los productos de PCR se
secuenciaron en un secuenciador automatico de DNA (Applied Biosystems,
modelo 3130xI) en la Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon de Macromoléculas del
IBt.

5.5 Designacion de genotipo y filogenias

Las secuencias obtenidas se alinearon mediante BLAST contra la base de
datos existente del NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando
los parametros por defecto. Se tomaron los cinco mejores hits para catalogar a un
RV dentro de una especie. Los alineamientos mudltiples se realizaron con el
algoritmo MUSCLE [38] incluido en la paqueteria MEGA. Los arboles filogenéticos
se realizaron con el algoritmo de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones
(bootstrap) utilizando el programa MEGA 5.2.2. La agrupacion para determinar los
genotipos-5’ se realizo utilizando la prueba cd-hit al 87% de identidad.

5.6 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el software estadistico PASW
version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las diferencias significativas entre los
grupos se evaluaron, cuando fue posible, mediante pruebas de chi-cuadrado, o
cuando los valores fueron menores a 25 con la prueba exacta de Fisher. Las
asociaciones de caracteristicas demogréficas y clinicas de los nifios con: a)
Deteccion de RV frente a otros virus respiratorios y b) RV-A frente a RV-C se
examinaron mediante regresion logistica. La probabilidad de seleccionar
aleatoriamente diferentes cepas virales en cada genotipo-5 se calculé por un
enfoque combinatorio, con el objetivo de determinar los genotipos-5’ que fueron
enriquecidos significativamente para RV-A o RV-C. En todos los andlisis
estadisticos se consideraron estadisticamente significativos los valores de p<0.05.

Este andlisis fue realizado por la Dra. Blanca I. Taboada.
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5.7 Colaboradores
Los doctores: Rosa Maria Wong-Chew y José |. Santos-Preciado de la
Facultad de Medicina, UNAM, fueron el contacto directo con los médicos de los

hospitales participantes, ademas de facilitar materiales para el andlisis.

Los siguientes médicos colaboraron en este estudio:

Colegio de Pediatria del Estado de Veracruz:

Maria A. Arias-Ortiz, Jesus Monge-Martinez, Rubén Rodriguez-Vazquez, Fidel
Diaz-Hernandez, Fernando Zarate-Vidal.

Hospital General de México.

Verodnica Firo-Reyes.

Hospital Pediatirco de Coyoacéan:

Carlos N. del Rio-Almendarez.

Hospital Civil de Guadalajara "Dr. Juan |. Menchaca":

Jesus Gaitan-Meza del Nuevo.

Centro Médico Nacional de Occidente, IMSS Guadalajara:
Alberto Villasefior-Sierra.

Hospital General de Durango:

Gerardo Martinez-Aguilar y Maricela Garcia-Borjas.

Universidad Autonoma de San Luis Potosi:

Daniel E. Noyola.

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi:

Luis F. Pérez-Go6nzalez.

El M.C. Marco Antonio Espinoza, del IBt realizé parte del analisis experimental.

Las bases de datos fueron capturadas por la Lic. Arely Garcia Botello.
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6 Resultados

6.1 Deteccion de RV

Se analizaron 726 muestras de pacientes pediatricos con IRTS y IRTI. La
poblacion de niflos con IRTS se integr6 por 526 pacientes (proporcion
mujer/hombre de 1.27; mediana de edad 19 meses y; edad promedio de 39
meses; rango de 0 a 191 meses). De éstas, 376 muestras resultaron positivas a
virus (datos no mostrados) y 92 (17.5%) de ellas fueron positivas a RV. De los
nifios positivos a RV 47 fueron varones y 45 mujeres, en un rango de edad de 0 a
175 meses. Se observo que existe una mayor frecuencia de RV en niflos menores
de 24 meses y mayores a 72 meses de edad (p = 0.035) (Fig. 3A).
De las 92 muestras positivas a RV, se pudo obtener la especie de 73 (80.2%) por
secuenciacion de la region 5-UTR del genoma viral. De éstas, 45 (61.6%)
pertenecen a la especie RV-A, 27 (37%) de la especie RV-C, y solamente 1 (1.4%)
a la RV-B (Fig. 3A). La frecuencia de RV-A fue significativamente mayor que RV-C
en nifios menores de 24 meses de edad y en el grupo mayor a 120 meses (Fig.
3A). La diferencia en la incidencia de RV-A y RV-C en la poblacién entre 24 y 120
meses no presentd diferencias estadisticamente significativas. El andlisis de las
muestras por ciudad mostré que la poblacién positiva a RV proveniente de Tierra
Blanca fue significativamente menor en comparacion con las otras ciudades
incluidas en el estudio. No se encontraron diferencias significativas de género en
los diferentes grupos de edad o entre los nifios infectados con RV u otro virus
respiratorio, o entre las especies A y C. La incidencia de infeccion por RV se
presentdé con mayor frecuencia durante los meses de septiembre y noviembre de
2011, asi como en abril de 2012, con el 24.4%, 27.1% y 30.3% del total de las
muestras obtenidas, respectivamente. En contraste, sélo represent6 el 3.1% vy el
6.7% en febrero y marzo de 2012, respectivamente (Fig. 3B). Solo durante abril la

especie A se encontrd con mayor frecuencia que RV-C (p=0.041).
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Figura 3. Gréfica que muestra la frecuencia de infeccion de RV en IRTS. En A se muestra la frecuencia
encontrada de RV-A y RV-C por intervalos de edad, en infeccion simple y coinfeccidn con otros virus
respiratorios. En B se muestra la distribucidon de muestras totales y RV- ABC positivas por mes. Datos

en ANEXO 1.
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De las 250 muestras de pacientes hospitalizados con IRTI, se tuvo una proporcion
mujer/hnombre de 1.43, con una mediana de edad de 10 meses y una edad
promedio de 16 meses en un rango de edad de 1 a 76 meses. De las 191
muestras positivas a los virus buscados, 62 fueron positivos a RV (24.8%); de los
cuales 41 fueron varones y 21 mujeres.

Se determind la especie de 43 (69.4%) de estos RV por el método antes descrito,
obteniéndose 22 (51.2%) RV de la especie A, 18 (41.8%) RV-Cy 3 (7%) RV-B. La
diferencia en la incidencia de RV-A y RV-C no fue estadisticamente significativa.
El andlisis de los diferentes grupos de edades mostré que RV se presento con
mayor frecuencia en nifios de entre 24 y 36 meses (p<0.0001), s6lo uno nifio
mayor de 36 meses se encontrd positivo para RV-C (Fig. 4A). Al igual que la
poblacion de pacientes con IRTS, en los pacientes con IRTI no hubo diferencia
significativa en el género de los diferentes grupos de edad o entre los nifios
infectados con RV u otro virus respiratorio. No se encontré diferencia significativa
entre la frecuencia de RV-A y RV-C. La hospitalizacion por RV fue
significativamente mayor (p<0.0001) durante los meses de primavera, en

comparacion con otras estaciones (Fig. 4B).
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Figura 4. Gréfica que muestra la frecuencia de infeccion por RV en IRTI. En A se muestra la frecuencia
encontrada de RV-A y RV-C por intervalos de edad, en infeccion simple y coinfeccidon con otros virus
respiratorios. En B se observa la distribucion de muestras totales y RV positivas por mes. Datos en
ANEXO 2.
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6.2 Coinfeccidén de RV con otros virus respiratorios
Se encontrd al menos un virus respiratorio adicional en el 30% (28/92) de las
IRTS y en el 37% de las IRTI (23/62) de los pacientes positivos a RV. De los 28
RV en coinfeccidon en IRTS, se determinoé la especie en 19 (14 RV-Ay 5 RV-C). En
las infecciones multiples de los casos con IRTI se asigné la especie a 14 de 23
RV, de éstas 7 se asignaron a la especie RV-A, 1 a RV-By 6 a RV-C [Fig. 5].
Figura 5.
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Figura 5. Se muestra la frecuencia de infecciones simples y coinfecciones de RV con al menos otro
virus respiratorio. En los pacientes con IRTS las coinfecciones de RV-A con otros virus respiratorios
fueron mas frecuentes que las de RV-C (p=0.025). Datos en ANEXOS 1y 2.

Se buscé la asociacion de alguna de las especies de RV con algun o algunos
otros virus respiratorios ya sea en IRTS o IRTI, pero en la poblacion estudiada no
se encontraron asociaciones estadisticamente significativas. Sin embargo, si se
observo que en la poblacion de pacientes con IRTS hubo mayor frecuencia de RV-
A en infecciones multiples que RV-C (p=0.025) [Fig. 5]. Se observé también que
en las muestras positivas a RV con infeccibn mixta, es mas frecuente la
coinfeccién con un solo virus: 20/28 en las IRTS y 21/23 en las IRTI, que con otros
2 virus: 8/28 en IRTS y 2/23 en IRTI (IRTS p=0.014, IRTI p<0.0001).

El virus mas frecuentemente asociado en coinfeccion con RV en IRTS fue
adenovirus (8/92), seguido por: RSV-A (5), HCoV 229E/NL63/0C43 (5), PIV-1 (4),
PIV-4 (4), PIV-3 (3), HEV (3), influenza A (2), MPV (2), RSV-B (1), y PIV-2 (1).

En el caso de IRTI, el virus mas frecuentemente asociado con RV fue PIV-3 (8/62),
seguido por RSV-A (6), MPV (3), AdV (2), HBoV (2), HEV(1), el HCoV OC43 (1),
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PIV-1 (1) y PIV-4 (1) [Fig. 6]. No se encontr6 diferencia estadistica de infecciones

mixtas entre los diferentes grupos de edad en IRTS ni en IRTI.

Figura 6
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Figura 6. NUmero de muestras que presentan coinfeccién de RV mas el virus mostrado (muestras en
coinfeccién con RV mas virus respiratorio especificado / total de muestras positivas a ese virus).
Datos en ANEXOS 1y 2.

6.3 Caracteristicas clinicas de los nifios positivos a RV

Los principales sintomas y signos observados en nifios con IRTS y con RV
asociado a infecciones simples o mixtas fueron: tos y rinorrea. Sin embargo, la
rinorrea fue el Unico sintoma significativamente mayor en los nifios positivos a RV
en comparacién con pacientes que presentaron infecciones causadas por otros
virus respiratorios (p=0.05). De hecho, en los nifios positivos a RV la disfagia,
vomitos, dolor de cabeza, mialgias/artralgias y fiebre >38°C fueron
significativamente menos frecuentes en comparaciébn con los nifios que
presentaron infeccion por otros virus (Fig. 7). EI aumento en la frecuencia
respiratoria se encontr6 en mas de una tercera parte de los pacientes con una
infeccion simple o en coinfeccién con RV. Los nifios que presentaron infeccién
simple o mudltiple por RV no presentaron diferencia significativa en las
caracteristicas clinicas. Ademas no se encontraron diferencias significativas entre
los pacientes infectados con las especies RV-A o C. La especie B no fue tomada

en cuenta para el andlisis debido a que solo se encontrd un nifio con este virus.
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Figura 7. Signos y sintomas contra nimero de muestras de pacientes con IRTS. El * indica diferentes
significativamente siendo menores en muestras RV positivas. Los ** indican mayor en pacientes RV
positivos. Datos en ANEXO 3

La mayoria de los nifios hospitalizados con IRTI tuvieron un diagndstico clinico
sugestivo de neumonia. Este diagnostico se confirmé en el 92.7% de los pacientes
positivos a RV; asimismo se confirmo en el 94.5% de los nifios positivos para otros
virus respiratorios.

Los nifios con infecciones simples y mixtas por RV presentaron fiebre >38°C vy
aumento de la frecuencia respiratoria con mayor frecuencia que los nifios con
cualquier otro virus respiratorio. Otros signos importantes detectados en el
examen de los pacientes positivos a RV fueron disociacién toracicoabdominal y
retraccion intercostal [Fig. 8], los cuales son evaluados medicamente para dar la
puntuacion de Silverman-Anderson para la cual no se encontraron diferencias
entre los niflos con RV o con cualquier otro virus, esta escala clasifica los puntajes
de la siguiente manera: de 1-3 puntos dificultad respiratoria leve, de 4 a 6 puntos
moderada y de 7 a 10 puntos severa. El 76.4% de los pacientes con coinfecciones
de RV y 82.3% de las infecciones simples de RV tuvieron una puntuacién
Silverman-Anderson entre 1 y 3. En el examen de rayos X de torax, el 54.5% de
los pacientes positivos a RV tenian signos de neumonia intersticial, mientras que

el 23.6% mostro un patrén radiolégico micro y/o macro nodular. No se encontraron
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diferencias entre los signos clinicos observados en nifios infectados con RV-A o

RV-C.

Figura 8
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Figura 8. Signos y sintomas contra nimero de muestras de pacientes con IRTI. El * indica diferencia

estadisticamente significativa. Datos en ANEXO 4
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6.4 Diversidad genética de los RV encontrados

Como podemos observar en los arboles filogenéticos de la figura 9, las
especies de RV-A y C, de pacientes con IRTS e IRTI estan representadas por una
amplia variabilidad de secuencias 5'-UTR. Las 112 cepas caracterizadas en este
estudio como RV-A o RV-C se clasificaron en 35 genotipos diferentes basados en
las secuencias del 5'-UTR a los cuales llamamos genotipos-5’. Dos genotipos-5’ se
consideraron como diferentes cuando la identidad de la secuencia 5’UTR era igual
o menor al 87% de manera similar al umbral empleado para definir a los genotipos
basados en la secuencia de nucleotidos de VP1 por Mcintyre [39]. Al comparar los
genotipos-5 de RV-A obtenidos en este estudio con los grupos obtenidos por
Palmenberg [40], se observd que mas del 80% de las secuencias de referencia,
utilizando solo 400nt, son agrupadas en los mismos clados finales formados con
las secuencias de genomas completos (ver figura 9).
De la especie RV-A se formaron 17 genotipos-5’ y de la especie RV-C 18, estos
genotipos-5’ incluyen desde 1 hasta 14 secuencias diferentes. Es de interés que
existen genotipos-5’ de la especie RV-A que estan compuestos en su mayoria por
secuencias pertenecientes a pacientes con IRTI y en menor numero de IRTS,
como el genotipo-5’ 2 (p<0.001). Algunos de estos genotipos-5’ estdn compuestos
preferentemente por secuencias pertenecientes a IRTS, como el genotipo-5’ 6
(p<0.001).
Para la especie C podemos observar que algunos genotipos-5’ estan formados por
secuencias pertenecientes ya sea s6lo a IRTS o a IRTI como el genotipo-5 18
(p=0.03) y el genotipo-5’ 6 (p<0.01), y otros como el genotipo-5’ 2 que se compone
preferentemente de secuencias de IRTS (p<0.001). Estudios posteriores son
necesarios con el objetivo de determinar si la asociacion entre las IRTS o IRTI y
los genotipos-5' de RV observada en este trabajo es representativa y se mantiene,
0 si es debido a que tipos gendmicos determinados de RV circularon con mayor

frecuencia en los afos y lugares en que se colectaron las muestras.
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Figura 9: Arboles filogenéticos realizados por maxima verosimilitud basados en la region 5°UTR. El color de la
rama indica genotipos-5’ de RV-A y RV-C diferentes (véase guia). La numeracion del genotipo-5’ comienza a
la derecha del circulo y avanza en sentido de las manecillas del reloj. Los "gi" corresponden a cepas de
referencia y se representan con tridngulos de color gris. Los cuadros azules representan IRTS (CO, Cérdoba;
MI, Minatitlan; PR, Poza Rica; TB, Tierra Blanca; VE, Veracruz). Los circulos rojos indican IRTI (DGO,
Hospital General de Durango; HCGDL, Hospital Civil de Guadalajara; HGMDF, Hospital General de México,
D.F.; HpCDF, Hospital Pediatrico de Coyoacéan, del Distrito Federal; GDL, Hospital de Pediatria, del IMSS
(Instituto Mexicano del Seguro Social); SLP, Hospital Central de San Luis Potosi). La base de datos usada
consta solo de secuencias pertenecientes a genomas completos. En A podemos ver las secuencias
pertenecientes a la especie RV-A las elipses grises indican los clados finales que coinciden con los formados
por genomas completos (véase texto), los 6valos grises representan los clados finales que agruparon igual
realizando el arbol con 400nt o con el genoma completo. En B se muestran secuencias pertenecientes a la
especie RV-C.
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7 Discusion

En este trabajo se determind la frecuencia de RV, en pacientes pediatricos con
IRTS y IRTI en diferentes regiones de México. Las frecuencias observadas en este
trabajo estan de acuerdo con las reportadas en otros estudios, en los cuales se
han encontrado incidencias de RV del 16% al 37% en nifios, ya sea con IRTS o
con IRTI. El analisis demografico indic6 que RV se encuentra con mayor
frecuencia en niflos ambulatorios menores de 24 o mayores de 72 meses, esto
puede atribuirse a la mayor incidencia de RV-A en estos grupos de edad, ya que
esta fue la especie mas frecuente en el estudio. En contraste, RV se observé con
mayor frecuencia en nifios hospitalizados en el rango de 24 a 36 meses de edad.
En general, estas observaciones estan de acuerdo con reportes anteriores que
indican que las infecciones por RV son mas frecuentes en los recién nacidos y
durante la infancia temprana [41]. Las infecciones por RV se asociaron con mayor
frecuencia a IRTS en el otofio y la primavera, como ya ha sido reportado [42],
mientras que se observo un claro aumento de la prevalencia del virus en IRTI sélo
durante la primavera.

En mas del 30% de los pacientes positivos a RV, ya sea con IRTS o IRTI, se
encontré al menos un virus respiratorio adicional. La deteccion de mdltiples virus
en un alto porcentaje de los casos es comun en los estudios de infecciones
respiratorias en los que se utiliza un método de diagndstico basado en la PCR. En
particular, RV se ha encontrado en infecciones mixtas con otro virus respiratorio
en un rango del 26% al 63% de los casos [43, 44, 45]. Sin embargo, no se ha
definido que las infecciones mudltiples influyan en la severidad de la enfermedad
[46, 47, 48, 49].

Como ya se mencion0, la neumonia puede ser multifactorial, y a pesar de los
avances en los métodos diagndsticos, sigue siendo un reto establecer su etiologia
[50]. La deteccién de un virus en el tracto respiratorio superior podria representar
una infeccion coincidente, la presencia asintomatica del virus, o un patégeno que
realmente sea causante de neumonia. Esto representa una de las limitaciones de
este estudio, ya que el diagnostico de la neumonia viral basado en muestras

nasofaringeas podria llevar a un diagnostico errneo. El estudio de la frecuencia
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de infecciones virales en muestras de pacientes sanos o0 con infecciones
asintométicas, en comparacion con la frecuencia en pacientes con enfermedad de
leve a grave, puede ayudar a hacer mas clara la relevancia de este problema en el
diagnoéstico de virus asociados a IRTI [49]. Varios estudios han comparado la
frecuencia de deteccién de RV en pacientes hospitalizados [51, 52; 53,54, 55] o0 en
pacientes ambulatorios con enfermedad de vias respiratorias inferiores [56, 57,58,
59], con la deteccion de RV en controles sin sintomas respiratorios. En la mayoria,
pero no en todos los estudios, se observé una mayor deteccion de RV entre los
participantes que presentan la enfermedad.

La identificacién de RV en este trabajo fue similar, pero estadisticamente diferente,
entre los dos grupos de pacientes estudiados. Los nifios con IRTS tuvieron una
tasa de RV de 17.5% en comparacion con 24.5% en pacientes con IRTI (p<0.017).
Es intrigante la observacion de que la frecuencia de asociacion de RV con
enfermedad respiratoria grave es similar a la observada en la enfermedad de leve
a moderada, o incluso en casos asintomaticos observada tanto en este como en
otros estudios [31, 35, 59]. En este contexto, se podria pensar que si la
enfermedad respiratoria causada por RV fuera mas severa que la causada por
otros patdgenos, el porcentaje de nifios hospitalizados positivos para RV deberia
ser significativamente mayor que el encontrado en pacientes ambulatorios o0 en
nifios sanos, como se observa por ejemplo, en infecciones por rotavirus [60]. Por
el contrario, la incidencia de RV tendria que ser significativamente menor en IRTI
en comparacion con IRTS si la infeccién por el virus causara una enfermedad leve,
como se planteo en la hip6tesis de este trabajo. ¢Por qué entonces en muchos
estudios de infecciones respiratorias con diferentes grados de gravedad se
encuentran incidencias muy similares de RV? Es tentador hipotetizar que los
serotipos/genotipos especificos del virus y no la especie, se asocian
preferentemente con sintomas clinicos graves o leves, los que pueden estar
presentes con mayor frecuencia en los nifios hospitalizados o ambulatorios,
respectivamente. Esta potencial asociacién podria ser enmascarada por una
amplia diversidad de serotipos/genotipos circulantes de RV, que potencialmente,

podrian tener diferentes niveles de virulencia intrinseca, de tal manera que en una
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poblacién determinada de nifios (asintomaticos, con IRTS o IRTI) podria haber
una frecuencia similar de infecciones por RV, pero con resultados clinicos muy
diferentes, dependiendo del genotipo/serotipo viral infectante. Para probar esta
hipotesis seria importante, determinar la diversidad de los genotipos de RV que
circulan en diferentes partes del mundo con el objetivo de determinar si los virus
mas frecuentes varian entre las regiones y el tiempo y si se asocian con diferentes
niveles de gravedad de la enfermedad. No puede descartarse, sin embargo, que
las infecciones mixtas con bacterias (que no se buscaron en este trabajo) o bien
diferentes factores del huésped pueden influir en la gravedad clinica de
infecciones de RV, como ya ha sido reportado [61]. En este trabajo, la incidencia
de las especies RV-A y RV-C, ya sea en nifios hospitalizados o ambulatorios no
fue estadisticamente diferente invalidando la hipotesis planteada. Estos resultados
indican que ambas especies de RV pueden asociarse a una enfermedad grave, y
por lo tanto no se debe descartar a RV-A como una causa potencial de IRTI.

Encontramos una considerable diversidad de genotipos de RV en la poblacion,
como se ha reportado en otros trabajos [34, 39, 62]. Es interesante observar que
algunos de los genotipos-5’ definidos en este trabajo se constituyeron por RV
detectados sélo en nifios hospitalizados o solo en ambulatorios. En este contexto
se ha sugerido ya, desde los primeros estudios epidemiolégicos de RV la posible
variacion de la virulencia entre los diferentes serotipos de RV [63,64]. Estas
observaciones refuerzan la idea de que se necesitan mas estudios que
correlacionen los resultados clinicos de los pacientes pediatricos con los genotipos
de RV. La identificacion potencial de las asociaciones entre los genotipos de virus
especificos y caracteristicas clinicas particulares tendria un impacto muy
importante en el desarrollo de medidas profilacticas para controlar la infeccién de
este patdgeno. En conclusion, este estudio resalta la alta exposicion y diversidad
de las cepas de RV que circulan en México y la posible gravedad de la
enfermedad asociada a infecciones tanto por la especie A como por la especie C

de rinovirus.
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8 Conclusiones

En México las tres especies de rinovirus se presentan en la misma frecuencia que
la reportada en otras partes del mundo, siguiendo el mismo patrén de distribucion
estacional.

Como en otros estudios la especie A se encontrd6 con mayor frecuencia en los
pacientes con infecciones respiratorias del tracto superior. En la poblacién de
pacientes con infeccion respiratoria del tracto inferior, RV provoco la mayoria de
las hospitalizaciones por neumonia durante la primavera.

La presencia de al menos otro virus respiratorio en las muestras positivas a RV se
vio en mas del 30% de la poblacion analizada.

La identificacidbn de RV en este trabajo fue similar en ambos tipos de infeccion
(IRTS e IRTI) por lo que el serotipo mas que la especie podria estar asociado a la
severidad de la enfermedad.
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10 Anexos

10.1Anexo 1

Tabla 1. Frecuencia de infeccién de RV en nifios con IRTS.

RV-positivo RV-A? RV-B® RV-C?
Total (%)b Infeccion Coinfeccion Total Infeccion Coinfeccion Total Total In;‘;an:;ilc'em Coinfeccion prvalue
simple (%) (%) (%) simple (%) (%) (%) (%) (%) (%) RV-A vs.RV-C
M”ej”asszt;ta'es 92(175)  64(122)  28(5.3) 45 (8.6) 31 (5.9) 14 (2.7) 1(0.2) 27(5.1) 22(42)  5(0.9) 0.027°
n:
Edad (meses)

<24 (n=240) 50 (20.8) 33(13.8) 17 (7.1) 26 (10.8) 18 (7.5) 8 (3.3) 1(0.4) 14 (5.8) 11 (4.5) 3(1.2) 0.048
25-48 (n=93) 11 (11.8) 9(9.7) 2(2.2) 4 (4.3) 2(2.2) 2(2.2) 0 5(54) 5(5.4) 0 0.733
49-72 (n=68) 9(13.2) 5 (7.4) 4 (5.9) 2(2.9) 1(1.5) 1(1.5) 0 3(44)  2(2.9) 1(1.5) 0.163
73-120 (n=69) 12 (17.4) 10 (14.5) 2(2.9) 5(9.8) 5(9.8) 0 0 4(78) 3(43) 1(1.4) 0.73
>120 (n=51) 10 (19.6) 7 (13.7) 3(5.9) 8 (15.7) 5(9.8) 3(5.9) 0 1(20) 1(2.0) 0 0.015

% La incidencia y porcentaje de genotipos RV A, B, y C en la poblacién son una subestimacion, ya que se pudo determinar el
genotipo de sélo 73 (80%) de las 92 muestras RV positivas.

®E| porcentaje en todos los casos es en referencia al numero total de muestras.
°En negritas se muestra lo estadisticamente significativo.
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10.2 Anexo 2.
Tabla 2. Frecuencia de infeccién de RV en nifios con IRTI.

RV-positivo RV-A? RV-B? RV-C?
p-value
Total Infeccion  coinfeccion Total Infeccion  coinfeccion Total Total Infeccion  coinfeccion
(%)° simple (%) (%) (%)°  simple (%) ®) (%) (%)° simple (%) *) RV-A vs RV-C
Muestras totales
(n=250) 62 (24.8) 39 (15.6) 23(9.2) 22(8.0) 15(6.1) 7 (2.8) 3(1.2) 18 (7.2) 12 (4.8) 6 (2.4) 0.509
n=
Edad (meses)
<12 (n=132) 22 (16.7) 12 (9.1) 10 (7.6) 9 (6.8) 5(3.8) 4 (3.0) 2(1.5) 4 (3.0) 2(1.5) 2(1.5) 0.51
13-24 (n=41) 8 (19.5) 6 (14.6) 2 (4.9) 2 (4.9) 1(2.4) 1(2.4) 0 3(7.3) 3(7.3) 0 0.642
25-36 (n=35) 20 (57.1) 12 (34.3) 8 (22.9) 5 (14.3) 3(8.6) 2(5.7) 1(2.9) 9 (25.7) 5 (14.3) 4 (11.4) 0.101
37-48 (n=12) 3(25.0) 3(25.0) 0 1(8.3) 1(8.3) 0 0 1(8.3) 1(8.3) 0 > 0.999
>48 (n=13) 2 (15.4) 1(7.7) 1(7.7) 1(7.7) 1(7.7) 0 0 0 0 0 >0.999

% La incidencia y porcentaje de genotipos RV A, B, y C en la poblacién son una subestimacion, ya que
genotipo de sélo 73 (80%) de las 92 muestras RV positivas.
® E| porcentaje en todos los casos es en referencia al numero total de muestras.

se pudo determinar el
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10.3Anexo 3.

Tabla 3. Observaciones clinicas en nifios positivos a RV con IRTS.

) i Otros virus (% RV-positivo Infeccién por RV simple
Sigho/sintoma (n=284) (%) %) (1=92) p-value* (%) (n=64) p-value*
Asma** 50 (17.6) 19 (20.7) 0.512 14 (21.9) 0.426
Rinitis alérgica** 68 (23.9) 29 (31.5) 0.149 22 (34.4) 0.085
Rinorrea 232 (81.7) 83(90.2) 0.05 57 (89.1) 0.156
Disfagia 187 (65.8) 50 (55.3) 0.047 34 (53.1) 0.049
Tos 253 (89.1) 84 (91.3) 0.544 58 (90.6) 0.718
Nausea 66 (23.2) 13 (14.1) 0.062 10 (15.6) 0.183
Vomito 74 (26.1) 12 (13.3) 0.01 7 (10.9) 0.01
Diarrea 29 (10.2) 7 (7.6) 0.461 4 (6.3) 0.328
Cefalea 114 (41.5) 20 (21.7) 0.001 14 (21.9) 0.006
|\/|ia|gia/Artra|gia 85 (29.9) 11 (12.0) 0.001 9(14.1) 0.01
Disfonia 40 (14.1) 14 (15.2) 0.788 11 (17.2) 0.526
Aleteo nasal 11 (3.9) 4 (4.3) 0.84 4 (6.3) 0.398
Retraccion intercostal 36 (12.7) 10 (109) 0.646 9 (14.1) 0.765
Conjuntivitis 24 (8.5) 8 (8.7) 0.942 5(7.8) 0.867
Retraccién xifoidea 10 (2.5) 3(3.3) 0.905 3(4.7) 0.657
Disociacién toracoabdominal 11 (3.9) 2(2.2) 0.438 2(3.1) 0.776
Disnea 38 (13.4) 11 (12.0) 0.724 10 (15.6) 0.638
Sibilancia 53 (18.7) 14 (15.2) 0.453 12 (18.8) 0.987
Fiebre >=38 146 (51.4) 28 (29.3) 0.0001 17 (26.6) 0.0001
Frec. cardiaca incrementada*** 25(8.8) 3(3.7) 0.078 2(3.1) 0.125
Frec. respiratoria incrementada*** 148 (52.1) 39 (42.4) 0.105 28 (43.8) 0.227

*Valores de p se encuentran entre las infecciones generales RV o RV en infeccién simple y coinfeccidn con otros virus respiratorios. En negrita se
muestran diferencias estadisticamente significativas.

**Condicion previa.
***Ajustado por rango de edades.
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10.4Anexo 4

Infeccion simple

Sigho/sintoma Otro(illllrzu; (%)  RV-positivos p-value* por RV p-value®
~ (%) (n=55) (%) (n=34)
Neumonia 120 (94.5) 51 (92.7) 0.488 30 (88.32 0.131
Tos 121 (96.0) 50 (90.9) 0.165 32 (94.1) 0.628
Aleteo nasal 65 (51.6) 19 (34.5) 0.034 10 (29.4) 0.047
Ruido al exhalar 29 (23.0) 8 (14.5) 0.194 6 (17.6) 0.502
Retraccién intercostal 111 (88.1) 45 (81.8) 0.26 28 (82.4) 0.378
Retraccion xifoidea 68 (54.0) 14 (25.5) 0.0001 10 (29.4) 0.011
Disociacion toracoabdominal 51 (40.5) 24 (43.6) 0.691 12 (35.3) 0.583
Fiebre >=38 37 (29.4) 25 (45.5) 0.036 17 (50.1) 0.024
Frec. respiratoria incrementada** 94 (75.2) 49 (89.1) 0.037 32 (94.1) 0.0001

*Valores de p se encuentran entre las infecciones generales RV o RV en infeccién simple y coinfeccién con otros virus respiratorios. En negrita se
muestran diferencias estadisticamente significativas.

**Ajustado por rango de edades.
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