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RESUMEN

El Metapneumovirus humano (hMPV) constituye una
importante causa de Infecciones Respiratorias Agudas (IRAs) en
nifios hospitalizados. En Paraguay, las IRAs estan entre las
primeras causas de hospitalizacion durante la infancia, siendo
los virus los principales agentes causales. Sin embargo, atn
persiste una alta proporcion de casos sin etiologia identificada.
La pandemia de Influenza en el aflo 2009, condujo a una
intensificacion de la vigilancia de las infecciones respiratorias,
lo cual permiti6 al mismo tiempo la busqueda de otros virus
como el hMPV. Nuestro objetivo fue detectar h(MPV en nifios
hospitalizados por IRAs en Paraguay durante el afio 2009.
Fueron estudiadas 240 muestras respiratorias de nifios <5 afios
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 deteccion 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, hMPYV, Infecciones
Respiratorias Agudas, IRAs, Nifios hospitalizados.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs), son una
importante causa de morbi-mortalidad en el mundo"’. En

ABSTRACT

Human metapneumovirus (hMPV) is a significant cause of acute
respiratory infection (ARI) in hospitalized children. In
Paraguay, ARI 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 hMPV in children hospitalized for ARI 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 hMPV, 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 ARI in
Paraguay.

Keywords: Human metapneumovirus, hMPV, acute respiratory
infection, AR, hospitalized children.

nifios pequefios, el virus respiratorio sincicial humano
(VRS), es el agente causal mas frecuente en IRAs . Un
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pneumovirus anteriormente desconocido, fue aislado en
muestras de aspirado nasofaringeo de nifios, hace una
década “. Este virus, denominado metapneumovirus
humano (hMPV), al igual que el VRS, se ha clasificado en
la familia Paramixoviridae, subfamilia Pneumovirinae,
pero en un género diferente, Metapneumovirus “”. Las
manifestaciones clinicas asociadas a este virus, varian
desde sintomas respiratorios leves, hasta infeccion
respiratoria aguda baja, como neumonia y bronquiolitis; a
menudo acompafiada 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
Sudamérica, se ha publicado la deteccion en Brasil,
Argentina y Chile, con incidencias de 11%, 17%, y 5,4%
respectivamente "*'?. 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, atin persiste
una alta proporcion de casos sin etiologia identificada .
La emergencia de un nuevo virus pandémico de Influenza
en el ano 2009, condujo a una intensificacion de la
vigilancia de las infecciones respiratorias, asi como al
incremento de la demanda de atencion en los servicios de
salud con el consecuente aumento en la toma de muestras
respiratorias. Esto contribuyd al mismo tiempo, a la
investigacion de otros agentes no incluidos en la
vigilanciaregular de virus respiratorios, como el hMPV.

OBJETIVO

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

MATERIALESY METODOS

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 hospitalizados
por IRAs en servicios de salud de todas las regiones
Sanitarias del Paraguay. Las muestras fueron procesadas
por diferentes métodos para el diagndstico virologico 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
lavigilancia, se investigé la presencia de hMPV.

Tipo de estudio: Fue realizado un estudio retrospectivo,
observacional, descriptivo de corte transverso.

Colecta de Muestras: Muestras de hisopado nasal y

faringeo, fueron recolectados 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
recoleccion. En pacientes hospitalizados en unidades de
cuidados intensivos, se recolectaron otros tipos de
muestras como: aspirados nasofaringeos, aspirados
traqueales, y lavados bronquioalveolares. Posterior-
mente, estas muestras son fraccionadas en alicuotas para
la realizacion de Inmunofluorescencia, cultivo celular y
pruebas moleculares.

Extraccion de ARN viral: El ARN viral fue extraido a
partir de 200 pL de la suspension de cada muestra clinica,
utilizandose el método de extraccion automatizado de
Acidos Nucleicos con el equipo MagNa Pure Compact
Instrument, utilizando el Kit de aislamiento de RNA
Roche MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Diagnostico Molecular de Influenza: La deteccion de
influenza tipo A y B; y la subtipificacion de las muestras
positivas para IAV, fueron realizadas siguiendo el
protocolo no publicado de Transcripcion Reversa y
Reaccion en Cadena de la polimerasa en Tiempo Real
(qRT-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
" Fue utilizado un termociclador Stepone de Applied
Biosystem.

Deteccion de Virus Respiratorios por Inmuno-
fluorescencia Indirecta (IFI): Se realizd6 mediante la
deteccion de antigenos de PIV 1/2/3, VRS y AdV en las
secreciones respiratorias por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, utilizando anticuerpos
monoclonales especificos disponibles comercialmente
(Respiratory Panel, Milipore, USA). La lectura se realizo
con microscopio de epi-iluminacion Nikkon con lampara
de haldgeno, y se considerd un resultado positivo cuando
se observaron por lo menos 2 células con inclusiones
fluorescentes caracteristicas en todo el pocillo ™.
Deteccion de hMPV: Fue utilizado el reactivo LightMix
Kit human MPV de TIBMOLBIOL, para la detecion del
gen N de hMPV por PCR en Tiempo Real, siguiendo el
procedimiento indicado por el fabricante, utilizando un
termociclador LightCycler 2.0 (Roche, Alemania).

Datos clinico-epidemiolégicos: Fueron obtenidos
mediante el llenado por el médico tratante, de un
formulario 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 recolectada, signos/sintomas clinicos y sospecha
diagnostica del médico tratante.
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Analisis estadistico: Los resultados obtenidos y los datos
de las fichas clinico-epidemiologicas fueron cargados en
una hoja de calculo del programa Microsoft Excel.
Posteriormente fueron analizados con herramientas de
Estadistica Descriptiva y fue aplicado el test de chi-
cuadrado para andlisis de significancia estadistica
utilizando el paquete computacional SPSS para Windows,
considerando estadisticamente significante un valor P
igual o menor que 0,05.

RESULTADOS

De enero a diciembre del ano 2009, un total de 367
especimenes de niflos 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 TAV (15%), 50
VRS (14%), 22 PIV (6%) y 1 AdV8 (0,3%). Se realiz6 la
busqueda de h(MNV en las 240 muestras restantes, de las
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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, fueron
significativamente mds frecuentes en el grupo de 1 aflo y
mayores (p < 0,05), mientras que con el VRS ocurrié a la
inversa encontrandose la mayor prevalencia en los
menores de un afio (p <0,05). ELhMPV fue el segundo en
frecuencia en los mayores de 1 afio después, del virus
pandémico de influenza (Figura 1).

La etiologia viral en funcién a las semanas
epidemioldgicas (SE), se muestra en la Figura 2. El
primer caso de hMPV fue detectado en la SE 24,
coincidiendo con el pico de deteccion de influenza
durante la pandemia. La mayoria de los casos de hMPV se
encontrd en los meses invernales de julio y agosto,
mientras que el VRS predominé en la primavera aunque
fue detectado practicamente durante todo el afio al igual
queel PIV.
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Figura 1. Distribucion de agentes virales detectados por grupos de edades. Paraguay 2009.
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Figura 2. Frecuencia de agentes virales en menores de 5 afios por semana epidemiologica. Paraguay 2009.

Los signos y sintomas mas frecuentes en los casos
positivos se resumen en la Tabla 1. Entre las
complicaciones clinicas resaltantes, la Neumonia fue
significativamente mas frecuente en los casos de

influenza, mientras que la Bronquiolitis tuvo correlacion
significativa con el VRS. El andlisis estadistico no
demostré correlacion significativa entre alguna
complicacion clinicay la positividad para hMPV.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas por agente viral detectado en menores de 5 afios

hospitalizados. Paraguay 2009.

Agente Viral
Variable hMNV (n=29) VRS (0=50) IV (0=54) PIV(n=22) AdV(n=1)
Signos y Sintomas
Tos 97% 88% 83% 86% 100%
Fiebre 86% 68% 83% 73% 100%
Disnea 55% 52% 67% 50% 100%
Obstruccion Nasal 52% 68% 52% 55% 100%
Dolor de Garganta 45% 12% 30% 9% 100%
Sibilancias 21% 18% 6% 9% 0
Mialgias 17% 0 15% 14% 0
Dolor de oido 7% 0 4% 0 0
Diarrea 7% 4% 7% 5% 0
‘Vémitos 1% 2% 4% 0 0
Complicaciones
Neumonia 24% 28% 54% 14% 0
Bronquiolitis 14% 24% 15% 5% 0

hMNV: metapneumovirus; IV : influenza virus; VRS: virus respiratorio sincicial; AdV: adenovirus; PIV: parainfluenza virus.

El mayor nimero de casos de hMPV provino del
Departamento Central (19) y de la Capital (6), aunque
también fueron detectados casos en Alto Parana (2),
Paraguari (1) y Guaira (1). No se observo diferencia
significativa de positividad para los virus respiratorios

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de pacientes
analizados y positivos para hMPV.

entre los pacientes de sexo masculino y femenino en
ningun grupo de edad. En la Tabla 2, se resumen las
caracteristicas 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 hospitalizados
a nivel mundial “*'>*”. En este estudio, detectamos hMPV
en 12% de nifios menores de 5 afios hospitalizados por
IRAs en Paraguay durante el afio 2009, en quienes no se
detectaron otros virus respiratorios. Sin embargo,
considerando que se investigd la presencia de hMPV
solamente en las muestras negativas para los demas virus
estudiados, estimamos que la prevalencia podria ser
mayor si se incluyeran las coinfecciones.

En este estudio la deteccion de hMPV fue signifi-
cativamente mayor en nifios mayores de 1 afio, mientras
que el VRS afecto significativamente mas a los menores
de 1 ano, en concordancia con investigaciones
(420 No obstante otros autores presentan
hallazgos opuestos”*”, con mayor prevalencia en nifios
mas pequeilos, consideramos que esta diferencia podria
estar dada por las coinfecciones con VRS, las cuales no
han sido analizadas en este trabajo.

La variacion estacional en la prevalencia del hMPV ha
sido demostrada en varias investigaciones “* **, sin
embargo aunque en este estudio se observd una mayor
deteccion viral durante el invierno, necesitamos realizar
un seguimiento mas prolongado en el tiempo para estimar
la estacionalidad del virus en el Paraguay.

MUESTRAS hMPV POSITIVOS
ANALIZADAS N (%)
REGION
SANITARIA
| 2 0 -
1l 9 0 -
1 5 0 -
v 2 1 (3,5)
\' 6 0 -
Vil 7 0 -
Vil 4 0 .
IX 8 1 (3,5)
X 6 2 (6,9)
XI 122 19 (65,5)
X 10 0 -
XIv 2 0 - previas
Xvi 3 0 -
Xviil 54 6 (20,6)
EDAD
<1aiio 138 10 (34,5)
1 aiio 41 6 (20,7)
2 aiios 20 2 (6,9)
3 aiios 21 2 (6,9)
4 aiios 20 9 (31,0)
SEXO
Masculino 131 17 (59)
Femenino 109 12 (41)
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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,
pudiendo llevar a sobrestimar las tasas de infeccion por
influenza, asi como a la prescripcion inapropiada de
antibioticos 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
IAVy VRS. Teniendo en cuenta que el afio 2009 fue un afio
atipico por la circulaciéon de un virus pandémico, que
predominé en casi todos los grupos de edades
desplazando 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 prevalencia en
menores de 5 afos ", y atin mas si incluyéramos la
investigacion de coinfecciones por estos dos virus.

Esta prevalencia de hMPV en nifios hospitalizados, en
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