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Resumen

Summary

El metapneumovirus humano (hMPV) constituye una
importante causa de infecciones respiratorias agudas
(IRAs) en nifos hospitalizados. En Paraguay, las IRAs
estan entre las primeras causas de hospitalizacién
durante la infancia, siendo los virus los principales
agentes causales. Sin embargo, atin persiste una alta
proporcién de casos sin etiologia identificada. La
pandemia de influenza en el afio 2009, condujo a una
intensificacion de la vigilancia de las infecciones
respiratorias, lo cual permitié al mismo tiempo la
busqueda de otros virus como el hMPV. Nuestro
objetivo fue detectar hMPV en nifios hospitalizados por
IRAs en Paraguay durante el afio 2009. Fueron
estudiadas 240 muestras respiratorias de nifios <5
anos internados por IRAs en Paraguay durante el afio
2009, que habian resultado negativas para otros virus
respiratorios. Fue utilizado el reactivo LightMix Kit
human MPV de TIBMOLBIOL, para la deteccién del
gen N de hMPV por PCR en tiempo real, siguiendo el
procedimiento indicado por el fabricante. De las 240
muestras estudiadas, 29 (12%) resultaron positivas
para hMPV, con la mayor deteccion en julio y agosto;
predominando en mayores de 1 afio. Los principales
signos y sintomas fueron tos, fiebre y dificultad
respiratoria; y las complicaciones mas frecuentes
neumonia y bronquiolitis. Estos resultados proveen las
primeras evidencias en Salud Publica, de la
importancia del hMPV asociado a nifios hospitalizados
por IRAs en Paraguay.

Palabras clave: METAPNEUMOVIRUS HUMANO, HMPV,
INFECCIONES RESPIRATORIAS
AGUDAS, IRAS, NINOS HOSPITALIZADOS.

Human metapneumovirus (hMPV) is a significant cause
of acute respiratory infection (ARI) in hospitalized
children. In Paraguay, ARl is one of the leading causes
of childhood hospitalization, with viruses being the
primary causal agents. However, a large number of
cases of unknown etiology remain. The influenza
pandemic of 2009 led to intensified vigilance
concerning respiratory infections and more thorough
efforts to confirm the presence of viruses such as
hMPV. Our objective was to detect h(MPV in children
hospitalized for ARl in Paraguay during 2009. We
studied respiratory samples from 240 children age <5
years hospitalized for IRAs in Paraguay during 2009
who had tested negative for other respiratory viruses.
We used the hMPV-reactive LightMix® kit from TIB
MOLBIOL for the detection of the nucleoprotein (N)
gene by real-time PCR according to
manufacturer-specified procedures. Of the 240
samples studied, 29 (12%) were positive for hAMPV,
with the highest rates detected in July and August
(winter) predominating in children over 1 year of age.
The most common signs and symptoms were cough,
fever, and respiratory distress; while the most common
complications were pneumonia and bronchiolitis.
These results provide the first evidence concerning the
prevalence of hMPV in children hospitalized for AR in
Paraguay.

Key words: HUMAN METAPNEUMOVIRUS, HMPYV,
ACUTE RESPIRATORY INFECTION, ARI,

HOSPITALIZED CHILDREN.
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Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs), son una
importante causa de morbimortalidad en el mundo'.
En nifios pequefios, el virus respiratorio sincicial huma-
no (VRS), es el agente causal mas frecuente en
IRAs". Un pneumovirus, anteriormente desconocido,
fue aislado en muestras de aspirado nasofaringeo de ni-
fios, hace una década .

Este virus, denominado metapneumovirus faringeo,
fue recolectado en medio de transporte viral comercial,
conservados a 4°C y remitidas en forma refrigerada al
LCSP dentro de las 72 horas después de su humano
(hMPV), al igual que el VRS, se ha clasificado en la fa-
milia Paramixoviridae, subfamilia Pneumovirinae, pe-
ro en un género diferente, metapneumovirus “7. Las
manifestaciones clinicas asociadas a este virus, varian
desde sintomas respiratorios leves, hasta infeccion res-
piratoria aguda baja, como neumonia y bronquiolitis; a
menudo acompaiiada de fiebre, mialgia y vomitos.

Desde su descubrimiento en Holanda, el hMPV se ha
detectado en diversos paises, con incidencias variables
dependiendo de las condiciones de estudio ®'". En Sud-
américa, se ha publicado la deteccion en Brasil, Argenti-
nay Chile, con incidencias de 11%, 17%, y 5,4% respec-
tivamente '*'?. En Paraguay, las IRAs estan entre las
primeras causas de consulta y hospitalizacion durante la
infancia (Anuario 2009 DGEEC), siendo los virus los
principales agentes causales. Sin embargo, aiin persiste
una alta proporcion de casos sin etiologia identifica-
da"?. La emergencia de un nuevo virus pandémico de
influenza en el afio 2009, condujo a una intensificacion
de lavigilancia de las infecciones respiratorias, asi como
al incremento de la demanda de atencién en los servicios
de salud con el consecuente aumento en la toma de
muestras respiratorias. Esto contribuy6, al mismo
tiempo, a la investigacion de otros agentes no incluidos
en la vigilancia regular de virus respiratorios, como el
hMPV.

Objetivo

Nuestro objetivo fue detectar hMPV en nifios menores
de 5 afios hospitalizados por IRAs en distintas regiones
del Paraguay durante el afio 2009.

Materiales y métodos

En el marco de la Vigilancia Nacional de influenza y
otros virus respiratorios, fueron recibidas durante el afio
2009 en el Laboratorio Central de Salud Publica, 367
muestras respiratorias de nifios menores de 5 afios hos-
pitalizados por IRAs en servicios de salud de todas las
regiones Sanitarias del Paraguay. Las muestras fueron
procesadas por diferentes métodos para el diagndstico
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viroldgico de influenza A y B (IAV, IBV), asi como de
VRS, parainfluenza (PIV), y adenovirus (AdV). En las
muestras negativas para todos estos virus regularmente
incluidos en la vigilancia, se investigoé la presencia de
hMPV.

Tipo de estudio: fue realizado un estudio retrospec-
tivo, observacional, descriptivo de corte transverso.

Colecta de muestras: muestras de hisopado nasal y
faringeo, fueron recolectados en medio de transporte vi-
ral comercial, conservados a4°Cy emitidas en formare-
frigerada al LCSP dentro de las 72 horas después de su
recoleccion. En pacientes hospitalizados en unidades de
cuidados intensivos, se recolectaron otros tipos de
muestras, como aspirados nasofaringeos, aspirados tra-
queales y lavados bronquioalveolares. Posteriormente,
estas muestras son fraccionadas en alicuotas para la
realizacion de inmunofluorescencia, cultivo celular y
pruebas moleculares.

Extraccion de ARN viral: el ARN viral fue extrai-
do a partir de 200 pL de la suspension de cada muestra
clinica, utilizandose el método de extraccion automati-
zado de acidos nucleicos con el equipo MagNa Pure
Compact Instrument, utilizando el kit de aislamiento de
RNA Roche MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isola-
tion, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Diagnéstico molecular de influenza: la deteccion
de influenza tipo A y B y la subtipificacion de las mues-
tras positivas para IAV fueron realizadas siguiendo el
protocolo no publicado de transcripcion reversa y reac-
cion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qQRT-PCR) de los Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades Atlanta/GA/USA (CDC), para los virus
estacionales (A/H1, A/H3); y el protocolo publicado por
CDC en abril del 2009 para el virus pandémico A/H1
2009 9. Fue utilizado un termociclador Stepone de
Applied Biosystem.

Deteccion de virus respiratorios por inmunofluo-
rescencia Indirecta (IFI): se realiz6 mediante la detec-
cion de antigenos de PIV 1/2/3, VRS y AdV en las secre-
ciones respiratorias por la técnica de inmunofluorescen-
ciaindirecta, utilizando anticuerpos monoclonales espe-
cificos disponibles comercialmente (Respiratory Panel,
Milipore, USA). La lectura se realizé con microscopio
de epi-iluminacion Nikkon con lampara de halégeno, y
se consider6 un resultado positivo cuando se observaron
por lo menos 2 células con inclusiones fluorescentes ca-
racteristicas en todo el pocillo"'®).

Deteccion de hMPV: fue utilizado el reactivo Ligh-
tMix Kit human MPV de TIBMOLBIOL, para la detec-
cion del gen N de hMPV por PCR en Tiempo Real, si-
guiendo el procedimiento indicado por el fabricante, uti-
lizando un termociclador LightCycler 2.0 (Roche,
Alemania).
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Figura 1. Distribucion de agentes virales detectados por grupos de edades. Paraguay 2009.

Datos clinico-epidemiolégicos: fueron obtenidos
mediante el llenado por el médico tratante, de un formu-
lario con datos demograficos (edad, sexo y procedencia
del paciente), servicio de consulta, fechas de inicio de
los sintomas y de toma de muestra, tipo de muestra reco-
lectada, signos/sintomas clinicos y sospecha diagnosti-
ca del médico tratante.

Analisis estadistico: los resultados obtenidos y los
datos de las fichas clinico-epidemioldgicas fueron car-
gados en una hoja de calculo del programa Microsoft
Excel. Posteriormente fueron analizados con herra-
mientas de Estadistica Descriptiva y fue aplicado el test
de chi- cuadrado para analisis de significancia estadisti-
cautilizando el paquete computacional SPSS para Win-
dows, considerando estadisticamente significante un
valor P igual o menor que 0,05.

Resultados

De enero a diciembre del afio 2009, un total de 367 es-
pecimenes de nifios menores de 5 afios fueron testados
para la deteccion de influenza y otros virus respiratorios
comunes, resultando el 34% (127) de ellos positivos
para al menos uno de los virus estudiados: 54 IAV
(15%), 50 VRS (14%), 22 PIV (6%) y 1 AdV8 (0,3%).
Se realizo la busqueda de hMNV en las 240 muestras
restantes, de las cuales 29 (12%), resultaron positivas
para el virus investigado.

La distribucion de los casos positivos por edad se
muestra en la figura 1; los virus influenza y hMPV, fue-
ron significativamente mas frecuentes en el grupo de 1
aflo y mayores (p <0,05), mientras que con el VRS ocu-
rrid a la inversa encontrandose la mayor prevalencia en
los menores de un afio (p <0,05). ELhMPV fue el segun-
do en frecuencia en los mayores de 1 afo después, del
virus pandémico de influenza (figura 1).

La etiologia viral en funcién a las semanas epide-
miologicas (SE), se muestra en la figura 2. El primer ca-
so de hMPV fue detectado en la SE 24, coincidiendo con
el pico de deteccion de influenza durante la pandemia.
Lamayoria de los casos de hMPV se encontro en los me-
ses invernales de julio y agosto, mientras que el VRS
predomino en la primavera aunque fue detectado practi-
camente durante todo el afio al igual que el PIV.

Los signos y sintomas mas frecuentes en los casos
positivos se resumen en la tabla 1. Entre las complica-
ciones clinicas resaltantes, la neumonia fue significati-
vamente mas frecuente en los casos de influenza, mien-
tras que la bronquiolitis tuvo correlacidon significativa
con el VRS. El andlisis estadistico no demostrd correla-
cion significativa entre alguna complicacion clinicay la
positividad para hMPV.

El mayor nimero de casos de hMPV provino del De-
partamento Central (19) y de la Capital (6), aunque tam-
bién fueron detectados casos en Alto Parand (2), Para-
guari (1) y Guaira (1). No se observo diferencia signifi-
cativa de positividad para los virus respiratorios entre
los pacientes de sexo masculino y femenino en ningin
grupo de edad. En la tabla 2 se resumen las caracteristi-
cas demograficas de los pacientes cuyas muestras
fueron analizadas para hMPV.

Discusion

El metapneumovirus humano es el agente causal de una
proporcion significativa de IRAs en nifios hospitaliza-
dos a nivel mundial "2 En este estudio, detectamos
hMPYV en 12% de nifios menores de 5 afios hospitaliza-
dos por IRAs en Paraguay durante el afio 2009, en quie-
nes no se detectaron otros virus respiratorios. Sin em-
bargo, considerando que se investigd la presencia de
hMPYV solamente en las muestras negativas para los de-
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Figura 2. Frecuencia de agentes virales en menores de 5 afos por semana epidemiolégica. Paraguay 2009.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas por agente viral detectado en menores de 5 afos hospitalizados.
Paraguay 2009.
Agente Viral
Variable hMNV (n=29) VRS (n=30) IV({n=54) PIV({n=22) AdV (n=1)
Signos y Sintomas
Tos 97% 8% 83% 86% 100%
Ficbre 86% 68% 83% 73% 100%
Disnca 55% 52% 67% 50% 100%
QObstruccion Nasal 52% 68% 52% 55% 100%
Dolor de Garganta 45% 12% 30% 9% 100%
Sibilancias 21% 18% 6% W 0
Mialgias 17% 0 15% 14% 0
Dolor de oido T%a 0 4% 0] 4]
Diarrea %% 4% % 5% 0
Vomitos 1% 2% 4% Q 0
Complicaciones
Neumonia 24% 28% 54% 14% 0
Bronquiolitis 14% 24% 15% 5% 0
hMNV: metapneumovirus; 1V : influenza virus; vV RS: virus respiratorio sincicial; Ad V: adenovirus; P1V: parainfluenza virus.

mas virus estudiados, estimamos que la prevalencia
podria ser mayor si se incluyeran las coinfecciones.
Eneste estudio ladeteccion de hMPV fue significati-
vamente mayor en nifios mayores de 1 afio, mientras que
el VRS afect6 significativamente mas a los menores de 1
aflo, en concordancia con investigaciones pre-
vias!"*!1*?D_No obstante otros autores presentan hallaz-
gos opuestos?>*?, con mayor prevalencia en nifios mas
pequeios, consideramos que esta diferencia podria estar
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dada por las coinfecciones con VRS, las cuales no han
sido analizadas en este trabajo.

La variacién estacional en la prevalencia del
hMPV ha sido demostrada en varias investigacio-
nes®**, sin embargo aunque en este estudio se obser-
v6 una mayor deteccion viral durante el invierno, ne-
cesitamos realizar un seguimiento mas prolongado en
el tiempo para estimar la estacionalidad del virus en el
Paraguay.
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas de pacientes
analizados y positivos para hMPV
MUESTRAS hiiFV FOSITIVOS
ANALIZADAS N (%)
REGION
SANITARIA
| ] 0 -
I 9 0 -
m 5 0 -
v 2 1 {3,5)
v 6 0 -
Vil 7 0 -
vin 4 0 -
IX 8 1 (3.5)
X ] 2 {6,9)
Xi 122 19 {65,5)
Xl 10 0 -
XIv 2 0 -
XVl 3 0 -
Xvill 54 6 {20,6)
EDAD
<1 afio 138 10 (34,5)
1 afio a1 6 {20,7)
2 afios 20 2 6,9)
3 afios 21 2 i6,9)
4 afios 20 9 (31,0}
SEXO
Masculing 131 17 [59)
Femenino 109 12 {41)

La Influenza A/H12009, fue el virus mas prevalente
mundialmente durante el afio 2009%, lo cual condujo a
subdiagnosticar otras etiologias virales que pesan en la
demanda de atencion médica y hospitalizaciones, pu-
diendo llevar a sobrestimar las tasas de infeccion por in-
fluenza, asi como a la prescripcion inapropiada de anti-
bioticos en los casos de etiologia no identificada. En el
periodo de tiempo y rango de edad estudiados, el h(MPV
ocupo el tercer lugar en cuanto a frecuencia después de
IAV y VRS. Teniendo en cuenta que el afio 2009 fue un
aflo atipico por la circulacion de un virus pandémico,
que predominé en casi todos los grupos de edades des-
plazando a los demas virus; estimamos que en afios no
pandémicos el hMPV podria encontrarse entre los dos
mas frecuentes (en el panel de virus estudiados) junto
con el VRS, que normalmente es el de mayor prevalen-
cia en menores de 5 afios ', y atin mas si incluyéramos
la investigacion de coinfecciones por estos dos virus.

Esta prevalencia de hMPV en nifios hospitalizados,
en nuestro conocimiento no reportada previamente en
Paraguay, apunta a la potencial severidad de la enferme-
dad respiratoria relacionada a este virus, el cual podria
ser responsable de una mayor proporcion de las hospita-
lizaciones por IRAs, que lo previamente sospechado por

los médicos. En nuestra opiniéon el hMPV deberia ser
considerado en la lista de posibles causas de hospitaliza-
ciones por IRAs y su deteccion implementada en forma
regular para disminuir los casos con etiologia descono-
cida.

En conclusion, este trabajo provee evidencias con-
cretas de la relevancia del hMPV en niflos paraguayos
hospitalizados por IRAs; asi como informacion util
acerca del comportamiento clinico-epidemiologico del
virus en nuestro pais. Esperamos que estos resultados
ayuden a definir localmente la importancia de hMPV co-
mo una posible causa de IRA grave en este grupo de pa-
cientesy a extender las investigaciones a otros grupos de
riesgo, especialmente ancianos e inmunocomprometi-
dos.
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