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Resumen La infeccion respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuente a lo largo de la vida de una
persona y es la causa mas comun de morbi-motalidad en menores de 5 afnos. El objetivo de este
trabajo fue determinar la frecuencia de bocavirus (BoV) en pacientes menores de 5 afios con diagndstico pre-
suntivo de IRA en una ciudad capital del norte argentino (Resistencia, Chaco). Se analizaron aspirados naso-
faringeos correspondientes a 488 nifios durante el afio 2014. Los mismos fueron testeados por PCR en tiempo
real hallandose BoV en 36 casos (7.4%), de los cuales 26 (72.2%) fueron infantes de 6-18 meses de vida. La
mayor concentracion de positivos se registré en el periodo junio-septiembre con un total de 28 pacientes (77.8%).
Los casos positivos para BoV se observaron como infeccién unica en el 50% de los mismos y el resto como
infecciones concomitantes con otros microorganismos. No conocemos que haya otro estudio de epidemiologia
molecular de BoV en el norte argentino y destacamos la importancia de investigar los nuevos virus capaces de
generar infeccién respiratoria aguda, y difundir el conocimiento de su circulacién en la comunidad.
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Abstract Bocavirus in infants under 5 years with acute respiratory infection. Chaco Province, Ar-
gentina, 2014. Acute respiratory infection (ARI) is the most frequent pathology along human life,
being the most common cause of morbidity and mortality in children under 5 years. The aim of this study was to
determine the frequency of bocavirus (BoV) in infants under 5 years with symptoms of ARI from north Argentina
(Chaco province). The study was performed on nasopharyngeal aspirates from 488 patients, in the period of
January-December 2014. The samples were tested by real time PCR and 36 positive BoV cases (7.4%) were
detected. The period with the highest detection rate was June-September with 28 cases (77.8%), of which 26
(72.2%) were infants between 6-18 moths of life. In half of BoV positive cases this virus was detected as single
infection of the upper respiratory tract, and in the remaining 50%, as concomitant infection with other microorgan-
isms. To our knowledge, this would be the first study on molecular epidemiology of BoV in northern Argentina.
We emphasize the importance of investigating these new viruses capable of generating acute respiratory disease
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and also to disseminate awareness on their circulation within the community.

Key-words: Human bocavirus, upper respiratory infections, hospitalized children

La infeccion respiratoria aguda (IRA) es la enfermedad
mas frecuente a lo largo de la vida del ser humano y es
la causa mas comun de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de 5 anos, generando un aumento importante
de las consultas externas y las hospitalizaciones en el
periodo invernal.

Dentro de esta poblacion, los diagndsticos principales
son la neumonia y la enfermedad tipo influenza, seguidas
de bronquitis y bronquiolitis® 2. El 60% de los menores de
un afo y el 50% de los menores de 5 afios padecen al
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menos un episodio respiratorio agudo anual. Por su fre-
cuencia, gravedad y costo en salud es un tema de claro
interés prioritario?.

De los multiples agentes infecciosos involucrados en
las IRA, los virus son sin duda, los principales responsa-
bles* ®. Los agentes virales mas comunes son: el virus
sincicial respiratorio (VSR), los virus de la influenza A
(FluA) y B (FluB), los virus parainfluenza 1,2,y 3 (PIV 1, 2,
3), el adenovirus (AdV) y el rinovirus (RV)%7. Segun datos
del Ministerio de Salud de Argentina, el VSR es el agente
predominante en menores de 5 afios (~75%) seguido
por los PIV (~10%). En lactantes y menores de 2 afos
el principal agente involucrado es claramente el VSR2.

La vigilancia epidemioldgica es un instrumento esencial
para una adecuada planificacion de estrategias de preven-
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cion y control, para detectar epidemias, para determinar
la frecuencia y distribucion de los agentes responsables
y para la evaluacion antigénica y genética de nuevas ce-
pas'. El despliegue de la ciencia en el area de la biologia
moleculary la utilizacién de sus herramientas en la detec-
cion de virus respiratorios, permiten actualmente realizar
un trabajo epidemioldgico mas ajustado y completo®!.
Ademas, posibilita identificar agentes virales nuevos,
como ocurriera en 2001 con el metapneumovirus (MPV)
y en 2005 con el bocavirus (BoV)?3 12,

Desde su identificacion, los trabajos epidemiolégicos
relacionados al BoV han ido en aumento y se lo ha de-
tectado en todo el mundo en muestras nasofaringeas,
suero y heces'" 3. Si bien actualmente esta muy discutido
el verdadero rol de este virus en las IRA, consideramos
importante conocer su circulaciéon en distintas regiones
del pais para luego evaluar la necesidad de profundizar
el conocimiento de su real implicancia. En la Argentina
se publicaron algunos trabajos en el centro del pais que
sefalan frecuencias de deteccion de alrededor del 10-
20%'+'6. Hasta 2014, se desconoce su comportamiento
epidemioldgico en el norte argentino.

El presente trabajo tiene como objetivo principal el es-
tudio de la frecuencia y estacionalidad de las infecciones
por BoV en menores de 5 afos de la Provincia del Chaco
con diagndstico clinico presuntivo de IRA.

Materiales y métodos

Se estudiaron 488 muestras de aspirados nasofaringeos (ANF)
de menores de 5 afos con diagndstico presuntivo de IRA de
la ciudad de Resistencia, Chaco, Argentina, en el periodo de
enero a diciembre de 2014. Las muestras fueron obtenidas de
pacientes que concurrieron a una de las principales clinicas
de atencion pediatrica privada de la ciudad. Cada muestra
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se correspondié con un paciente y se utilizé6 para nuestra
investigacion una fraccion del material obtenido para realizar
el estudio viroldgico de rutina solicitado por el médico tratante.
Esta fraccion del ANS destinada al estudio de BoV en el Labo-
ratorio de Aplicaciones Moleculares (LAM) de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE), fue
cedida con la autorizacién explicita y firmada de los padres y/o
tutores de los nifios, previa explicacion de los fines y objetivos
del estudio. Este trabajo fue aprobado por la Comisién de Etica
del Instituto de Medicina Regional de la UNNE.

La deteccion de BoV en los ANF se realizé mediante PCR
en tiempo real (QPCR) empleando sondas de hidrdlisis (Tag-
Man). Para esto, se utilizé una técnica de deteccion cualitativa
en formato de paneles multiplex de desarrollo in-house tomada
de varios autores, que permite detectar diversos agentes
productores de patologias respiratorias y evaluar si el BoV se
presenta solo o en forma conjunta con otros agentes poten-
cialmente causantes de IRA'2%°, En la Tabla 1 se presentan
los distintos paneles virales y de Mycoplasma penumoniae
(My pn) que se testearon para cada paciente. Los acidos
nucleicos (ARN y ADN) de los ANF se extrajeron mediante
kit comercial de columnas (High Pure Viral Nucleic Acid kit®,
Roche)siguiendo las especificaciones del fabricante. La retro-
transcripcion se realizé en dos pasos con retrotranscriptasa
reversa de PROMEGA (IMPROM®), segun especificaciones
del fabricante. Para la qPCR se empled mix de reaccion de
cinética rapida de Kapa Biosystems (KAPA Universal Probe
Fast qPCR) en un equipo ECO® lllumina de 4 canales. Las
reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final de
10 pl con el siguiente protocolo: 3 minutos a 95 °C para ac-
tivacion de la Taq polimerasa, luego 40 ciclos de 95 °C por
5 segundos y 60 °C por 30 segundos. Se utilizaron controles
positivos secundarios para todos los agentes estudiados por
cada ensayo realizado y se monitored que entre las distintas
tandas procesadas los CT (ciclo de la gPCR en que la curva
de amplificacion corta la linea umbral establecida) de los
controles no difirieran en = 1.5 ciclos. Todas las muestras
fueron testeadas a fin de evaluar la integridad de los &acidos
nucleicos (RNAsa-P). La informacion epidemiolégica de los
casos estudiados se volco, junto con los resultados obtenidos,
en una planilla de calculo confeccionada para ese fin. Una
vez finalizada la recoleccién y estudio de las muestras se
procedio a exportar dicha planilla al programa PAWS Statistics

TABLA 1.— Detalle de los paneles virales y de Mycoplasma pneumoniae utilizados en
este trabajo para la deteccion de los principales agentes involucrados en las IRA de
menores de 5 afios

Agente respiratorio detectado Fluoréforo/ Paneles
Quencher

Virus influenza A (todos los subtipos) (FIuA) FAM/BHQ1 Panel 1 (DUPLEX)16

Virus influenza B (FluB) HEX/BHQ1

Virus sincicial respiratorio genotipo A (VSR-A) HEX/BHQ1 Panel 2 (DUPLEX)17

Virus sincicial respiratorio genotipo B (VSR-B) FAM/BHQ1

Rinovirus (RV) Cy5/BHQ2 Panel 317

Mycoplasma pneumoniae (My pn) HEX/BHQ1 Panel 418

Virus parainfluenza 1 (PIV1) Cy5/BHQ2 Panel 5 (TRIPLEX)17

Virus parainfluenza 2 (PI1V2) HEX/BHQ1

Virus parainfluenza 3 (PIV3) FAM/BHQ1

Adenovirus(AdV) FAM/BHQ1 Panel 6 (DUPLEX)19

Bocavirus (BoV) VIC/BHQ1

RNAsa-p (Control Genémico) FAM/BHQ1 Panel 716
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(version 18.0.0, IBM 2009) para realizar el andlisis estadistico
correspondiente.

Resultados

Se recolectaron y procesaron muestras viables de ANF
de 488 menores de 5 afios con diagndstico clinico de IRA,
entre los meses de enero a diciembre de 2014, siguiendo
un muestreo prospectivo no probabilistico de convenien-
cia. El periodo de mayor actividad muestral comprendio
los meses de mayo-octubre, en el que se recolectd y
proceso el 81% del total de los ANF analizados. El 60%
de las muestras correspondieron a nifios que requirieron
internacion debido a su compromiso respiratorio.

Se observé la presencia de BoV en 36 muestras de las
estudiadas (7.4%). Del total de casos positivos, 34 (94.4%)
se detectaron en pacientes menores de 2 afios y 26 (72.2%)
correspondieron a nifios de 6-18 meses de vida. En el perio-
do junio-septiembre se registrd la mayor deteccion de casos
positivos en un total de 28 pacientes (77.8%).

La infeccion por BoV se presenté como una infeccion
Unica en 18 casos (50.0%), acompafiada por alguno de
los otros agentes evaluados en 14 (38.9%) y en infec-
ciones con dos microorganismos asociados en cuatro
(11.1%). Epidemiolégicamente, las mas importantes de
estas infecciones mixtas fueron la de BoV y VSR en siete
pacientes (19.4%) y la de BoV y RVen cuatro pacientes
(11.1%). Estas asociaciones pueden verse en la Fig. 1.

Discusion

En este estudio se hace un primer abordaje de deteccién
sistematica de un afio calendario completo de BoV en

BoV+RV+VSR

BoVRVFIUA BoV+PIV3 1 caso (2.8%)

1 caso (2.8%){50(2.8%)’ I
BoV+VSR+My pn

1 caso (2.8%)

BoV+RV+PIV3
1 caso (2.8%)

BoV+FluB
2 casos (5.6%)

BoV
infecciones simples

BoV+VSR 18 casos (50.0%)

7 casos (19.4%)

Fig. 1.— Infecciones por bocavirus en 488 pacientes menores
de 5 afos de la provincia de Chaco, Argentina. Detalle
de las infecciones simples y concomitantes con otros
microorganismos.
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menores de 5 afos en el norte argentino. Poco se conoce
sobre su circulacién en esta regién del pais, por lo que
consideramos importante el aporte epidemiolégico ge-
nerado a partir de estudios exploratorios de frecuencia y
estacionalidad, que permitan en un futuro préximo avanzar
con investigaciones mas especificas'.

Seguramente, una de las causas que ha ralentizado
el estudio de este virus en la regiéon es que implica ne-
cesariamente la existencia de laboratorios debidamente
equipados para la aplicacion de técnicas de deteccién
molecular, dado que no existen en el mercado local kits
diagndsticos serolégicos o de deteccién de antigenos
en ANF#6 11,

Sin duda, los estudios epidemioldgicos y el diagndstico
de las infecciones respiratorias de origen virico, han dado
un giro rotundo a partir del desarrollo de las metodologias
moleculares de deteccién gendmica® & '* 2!, Hasta hace
pocos anos, la gran mayoria de las infecciones virales del
tracto respiratorio eran frecuentemente diagnosticadas
solo por la clinica®8 '". Actualmente, el hecho de diferen-
ciar adecuadamente una infeccion viral de una bacteriana
tiene un gran valor agregado, y esto solo pensando en el
uso racional de los antibioticos” 23,

Este trabajo muestra una frecuencia de infeccion por
BoV de alrededor del 8% en menores de 5 afios con
diagndstico presuntivo de IRA, un porcentaje similar al
hallado por otros trabajos en el centro del pais y que avala
la hipétesis de una infeccion relativamente frecuente en
determinadas épocas del afno' ' 24 Ademas, observa-
mos una clara estacionalidad entre los meses de junio y
septiembre para el afio analizado, con proporciones de
infeccion por este virus de entre 10 y 20% del total de
casos positivos. También se desprende de este primer
analisis estadistico que podria existir un segmento etario,
entre los 6-24 meses de vida, en el que las infecciones
por BoV tendrian mayor importancia®-2é. Esta informacion
es consistente con otros estudios realizados en el mundo,
pero en nuestro caso particular no deja de ser una hipo-
tesis que debiéramos confirmar cuando introduzcamos
mas afios epidemioldgicos en el analisis?.

En nuestra serie, el BoV se presenté como una infec-
cion aparentemente unica solo en la mitad de los casos,
estando en la otra mitad acompafado por uno o dos agen-
tes mas, particularmente por VSR y RV. Y nos referimos
a infecciones aparentemente unicas, porque existen virus
productores de IRA que no fueron evaluados en nuestros
paneles respiratorios. La infeccién mixta por BoV + VSR
estq ampliamente documentada por otros estudios, no
habiendo certeza hasta el momento sobre si la presencia
del BoV agravaria el cuadro por VSR. En relacion con la
infeccion de BoV + RV, tampoco hay claridad sobre cudl
seria el responsable primario de la IRA. Ciertamente, un
punto importante a destacar es la observacion generali-
zada de que las infecciones virales respiratorias cursan
frecuentemente como infecciones mixtas, lo cual también
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complica el estudio del rol de BoV como agente etiolégico
primario de las IRA%,

Finalmente, podemos concluir que existen todavia

puntos que dilucidar respecto de la infeccién por este
agente, y describir su circulacion en distintas regiones de
nuestro pais es un primer paso hacia el objetivo de lograr
mayor claridad sobre su rol patogénico.
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