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Contribution of multiplex respiratory molecular panel to the diagnosis of acute respiratory
infections

Objective: To assess the performance of multiplex-PCR for diagnosis of respiratory viruses in
parallel with direct fluorescence assay (DFA). We assessed the performance and co-infection diagnosis
of molecular respiratory panel PCR (MRP-PCR) and DFA in hospitalized and outpatients. Results:
8535 samples were included, 1792 tested by MRP-PCR (46.9% positive) and 6743 by DFA (35.1%
positive). MRP-PCR diagnosed co-infection in 21.3% and DFA in 1.8% of the samples. Rhinovirus
was the most common virus in any age group. In 210 patients both tests were done,; 100 were positive
by MRP-PCR and 18 by DFA. Positive concordance value was 6.2%. 85 samples were positive only by
MRP-PCR and in 42 of them only novel respiratory viruses were identified. Performance of MRP-PCR
was statistically significant compared DFA for traditional respiratory viruses. Discussion: Multiplex
PCR has shown better sensitivity, may expand the etiologic spectrum of vespiratory infections and detect
a higher number of co-infections.

Key words: Respiratory Tract Infections, Viruses, Rhinovirus ; Fluorescence; Multiplex Polime-
rase Chain Reaction.

Resumen

Objetivo: Evaluar la contribucion del panel respiratorio molecular por reaccion en cadena de la
polimerasa-multiplex (PRM-RPC) en paralelo a la de inmunofluorescencia directa (IFD) al diagnostico
de infecciones respiratorias. Analizamos y comparamos el rendimiento y diagnostico de co-infeccion
de PRM-RPC con IFD en pacientes hospitalizados y ambulatorios. Resultados: Se analizaron 8535
muestras; 1792 por PRM-RPC (46,9% positivas) y 6743 por IFD (35,1% positivas). La co-infeccion fue
21,3% por PRM-RCP y 1,8% por IFD. El virus mds frecuente fue rinovirus a toda edad. Se analizaron
210 pacientes por ambos métodos; resultaron positivas 100 por PRM-RPC y 18 por IFD, concordancia
positiva de 6,2%. 85 muestras fueron solo positivas por PRM-RPC, 42 diagnosticaron nuevos virus
respiratorios. El rendimiento de PRM-RPC fue significativamente mayor que el de IFD para virus
respiratorios tradicionalmente diagnosticados. Conclusiones: La RCP-multiplex tiene mejor sensibi-
lidad, podria expandir el espectro etiologico de infecciones respiratorias y detectar un mayor numero
de co-infecciones comparado a IFD.

Palabras clave: Infecciones Respiratorias; Virus; Rinovirus, Fluorescencia,; Reaccion en Cadena
de la Polimerasa-Multiplex.

Abreviaturas:

VRS: Virus respiratorio sincicial; ADV: adenovirus ; MPV: metapneumovirus; FLU A y FLU B influenza A y B;
VPI: parainfluenza 1, 2, 3, 4; RN: rinovirus; BoV: bocavirus; coronavirus Co OC43: OC43 y CoNL63: 229E/NL63
y EV: enterovirus.
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Introduccion
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Método

Las infecciones respiratorias agudas (IRA)
son un importante problema de salud publica
a nivel mundial, por su morbimortalidad, par-
ticularmente en el grupo de pacientes inmuno-
suprimidos'. En Chile, se describe como la
segunda causa de muerte en nifios y la tercera
causa de muerte en adultos*’. Ademas, las IRA
son la primera causa de consultas ambulatorias
y hospitalizaciones, asi como también una im-
portante causa de ausentismo escolar y laboral®.
Si bien los virus son los agentes que con mayor
frecuencia producen IRA a todas las edades,
comparativamente son mas comunes en nifos
que en adultos y causan cuadros mas graves
en grupos de riesgo, como menores de 2 afios,
ancianos, inmunosuprimidos y pacientes con
comorbilidades*’. En estos pacientes es funda-
mental encontrar técnicas diagnosticas rapidas,
sensibles y precisas, especialmente en el estudio
de infecciones respiratorias bajas?®.

Se describe que 20 a 30% de los pacientes
con sintomas respiratorios quedan sin diagnos-
tico etiologico, utilizando inmunofluorescencia
directa (IFD) como método tradicional de detec-
cion viral’. Durante los ultimos afios, ha habido
un crecimiento exponencial en el desarrollo de
técnicas para la identificacion de agentes pato-
genos respiratorios, en base a la amplificacion
de 4cidos nucleicos. Esto ha cambiado nuestra
vision de la etiologia y espectro clinico de las
infecciones respiratorias virales, aumentado
la identificacion de nuevos agentes detectados
(VPI4, RV, BoV, Co 0OC43, Co NL63 y EV) y
mejorando la identificacion de los tradicional-
mente reconocidos, permitiendo evaluar el rol de
estos nuevos virus que hasta ahora no han sido
del todo estudiados!?’. Cada vez hay mas estu-
dios que demuestran las ventajas de la reaccion
polimerasa en cadena (RPC) multiplex, por sobre
los métodos de deteccion tradicionales para virus
respiratorios, dejando a estas ultimas mas obso-
letas!26!1, Se ha descrito incrementos en el diag-
noéstico de patdogenos respiratorios en 85 a 93%,
permitiendo ademds la busqueda simultanea de
varios virus respiratorios, que podria incidir en la
evolucién del paciente pediatrico'?. Algunos au-
tores sugieren que la co-infeccion viral, aumenta
los tiempos de hospitalizacion y se relaciona con
evoluciones mas graves'?. Nuestro objetivo prin-
cipal fue evaluar el aporte del uso de una nueva
RPC multiplex implementada en nuestro hospital,
para el diagnéstico de infecciones respiratorias,
en poblacién pediatrica y adulta en paralelo con
el tradicional panel por IFD.
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Se incluyeron todas las muestras respiratorias
de pacientes pediatricos y adultos con IRA envia-
das a estudio de virus respiratorios al Laboratorio
de Infectologia y Virologia Molecular de la Pon-
tificia Universidad Catdlica de Chile entre junio
de 2011 y agosto de 2012. Las muestras fueron
tomadas por hisopado nasofaringeo, aspirado
traqueal o lavado bronquio-alveolar en pacientes
pediatricos y adultos tanto ambulatorios como
hospitalizados. A éstas se les realizo IFD, panel
respiratorio molecular por RPC (PRM-RPC) o
ambas técnicas segln lo solicitado por el médico
tratante. La IFD se realiz6 mediante un kit co-
mercial (D3 Ultra 8TM DFA Respiratory Virus
Screening and Identification Kit®) que detecta 8
agentes: VRS, ADV, MPV, FLU Ay FLU B y
VPI 1, 2, 3. Para el PRM-RPC multiplex se utili-
70 el kit comercial (Seegene RD15 OneStep ACE
Detection Seeplex®) que detecta 15 agentes: VRS
AyB,ADV,MPV,FLUAyFLUB, VPI 1, 2, 3,
4, RV, BoV, Co OC43,Co NL63 yEV.

Se obtuvo informacion demografica de los pa-
cientes, fecha y origen de la muestra y su resulta-
do. Para la comparacion de rendimiento y concor-
dancia entre PRM-RPC e IFD se seleccionaron
pacientes que contaran con muestras analizadas
por ambos métodos tomadas con menos de 5 dias
de diferencia entre ellas. El estudio de concordan-
cias entre ambas técnicas se realizo en base a los
virus incluidos en el panel por IFD. Se analizd
el rendimiento también para cada grupo etario
y para pacientes hospitalizados y ambulatorios.
Para efectos de analisis se definieron 3 grupos
etarios: nifios menores de 5 afios, nifios entre 5y
15 afios y adultos mayores de 15 afios. Ademas
se analizo el subgrupo menor de 2 afios y mayor
de 60 anos. Para el andlisis de concordancia se
utilizaron las siguientes definiciones. Concordan-
cia positiva entre las pruebas: muestra positiva
por IFD y por PRM-RPC para un mismo virus.
Concordancia negativa entre las pruebas: muestra
negativa por [IFD y por PRM-RPC. Discordancia
positiva entre las pruebas: muestra positiva por
PRM-RPC y negativa por IFD para un mismo
virus. Discordancia negativa entre las pruebas:
muestra negativa por PRM-RPC y positiva por
IFD para un mismo virus.

Los datos demograficos, clinicos y relaciona-
dos con el procedimiento fueron expresados en
porcentajes absolutos y promedios + desviacion
estandar (DS). Se utilizaron pruebas no paramé-
tricas: U-Mann Whitney para variables continuas
y para variables categéricas la prueba de y* o
prueba de Fischer segun correspondiese. El ana-
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lisis de concordancia entre las distintas técnicas
utilizo el test de Kappa. Se consider6 un resultado
estadisticamente significativo con valor p < 0,05
y odds ratio ajustado (OR) con sus respectivos
intervalos de confianza al 95%. Todos los datos
fueron analizados usando el software SPSS 16.0
(SPSS Imc, Chicago, Illinois).

Este estudio fue aprobado por el comité de
ética de nuestro hospital. Se solicito la dispensa
del consentimiento informado para utilizar los
resultados de los exdmenes virologicos sefala-
dos y los datos fueron obtenidos manteniendo la
confidencialidad de los sujetos.

Resultados

Se analizaron 8.535 muestras, 4.319 (50,6%)
correspondieron a pacientes del género masculino
y 3.095 (36,3%) a pacientes hospitalizados. El
56,5% de las muestras correspondieron a pacien-
tes < 5 afios. Se incluyeron 1792 (20,1%) mues-

tras analizadas por PRM-RPC, 6743 (79,0%)
muestras analizadas por IFD y 210 pacientes que
contaban con muestras estudiadas por ambos mé-
todos. En la Figura 1 vemos la distribucion tem-
poral de agentes detectados por PRM-RPC e IFD.

Analisis de PRM-RPC

El promedio de edad de los pacientes cuyas
muestras fueron analizadas por esta técnica fue
de 26,6 afios (0-108,2 afios). Resultaron positivas
841 muestras (46,9%), con 481 (57,2%) casos
provenientes de pacientes hospitalizados y con
un total 179 casos (21,3%) de co-infecciones, 157
(87,7%) casos con dos virus y 22 casos con tres
virus, siendo el VRS la asociacion mas frecuente.
Las etiologias identificadas con mayor frecuencia
fueron RV, VRS y VPI en menores de 5 afios y
RV y FLU A en mayores de 15 afios. El rendi-
miento para los virus tradicionalmente diagnosti-
cados fue de 67,5% para esta técnica. La Tabla 1
describe los resultados obtenidos por PRM-RPC

Figura 1. Distribucion estacional de agentes virales detectados por Reaccion en cadena de la polimerasa multiplex
(RPC) e Inmunofluorescencia directa (IFD). La altura de cada columna representa el nimero de muestras positivas para
cada agente viral obtenido con RPC ¢ IFD. Periodo junio 2011-agosto 2012. *Seglin abreviaturas al comienzo del texto.
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y separados por grupo etario en cuanto a positi-
vidad, co-infeccion y a etiologias identificadas.

Analisis de IFD

El promedio de edad de los pacientes cuyas
muestras fueron analizadas por esta técnica fue
de 17,9 afios (0-101,4 afios). Resultaron positivas
2368 muestras (35,1%), con 410 (17,3%) casos
provenientes de pacientes hospitalizados y con un
total de 43 casos (1,8%) de co-infecciones, todas
dobles. Por esta técnica se encontraron signifi-
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cativamente menos co-infecciones comparado a
PRM-RPC (p < 0,0000001) y la asociacion mas
frecuente fue la de VRS con alglin otro virus. La
etiologia identificada con mayor frecuencia por
IFD fue VRS en menores de 5 afios y FLU A en
mayores de 5 afios. El rendimiento para los virus
tradicionalmente diagnosticados fue de 35,1%
para esta técnica. La Tabla 2 describe los resul-
tados obtenidos por IFD y separados por grupo
etario en cuanto a positividad, co-infeccion y a
etiologias identificadas.

Tabla 1. Resultados obtenidos por PRM-RPC segiin grupo etario en cuanto a positividad,
co-infeccion y a etiologias virales identificadas

n muestras (%) n <5 aios (%)

n=1.792 (100) n =829 (46,3)

Mediana (afios) 1,2

Total <2a

n muestras positivas (%)

n =841 (46,9) 508 (61,3) 337

Virus identificado (%)
RV 134 (16,2) 96
VRS 124 (15,0) 87
VPI 110 (13,3) 59
ADV 58 (7,0) 37
BoV 46 (5.5) 34
MPV 45 (5,4) 32
FLUA 44 (5,3) 26
CO 0C43 37 (4,5 25
EV 29 (3,5 22
CO NLS63 28 (3,4) 18
FLU B 2 (0,2) 2

Co-infeccion (%)

n=179 (21,3) 130 (25,6)

n 5-15 afios (%) n > 15 aios (%)

n=163 (9,1) n = 800 (44,6)
9,1 58,3
>2a Total Total <60a >60a
171 78 (47,9) 255 (31,9)
38 26 (16,0) 67 (8,4) 33 34
37 6 (3,7 34 (4,2) 17 17
51 8 (49 48 (6,0) 22 26
21 6 (3,7) 9 (1,1) 5 4
12 4 (2,4 1 (0,1) 0 1
13 4 (2,4 25 (3,1) 15 10
18 25 (15,3) 69 (8,6) 45 24
12 6 (3,7) 13 (1,6) 5 8
7 4 (2,4 16 (2,0) 10 6
10 3 (1,8) 10 (1,3) 5 5
0 1 (0,6) 0 (0,0) 0 0
15 (19,2) 34 (13,3)

El significado de las abreviaturas de los virus identificados esta indicado al comienzo del texto. PRM-RPC: Reaccion en

cadena de la polimerasa multiplex. a: afios.

Tabla 2. Resultados obtenidos por inmunofluorescencia directa (IFD) segiin grupo etario en cuanto

a positividad, co-infeccion y

n muestras (%) n <5 aios (%)
n=6.743 (100) n=3.991 (59,2)
Mediana (anos) 0,6
Total <2a
n muestras positivas (%)
n=2.368 (35,1) 1.833 (45,9) 1.195
Virus identificado (%)
VRS 896 (22,5) 622
VPI 320 (8,0) 234
ADV 241 (6,0) 159
FLU A 235 (5,9) 90
MPV 178 (4.,5) 119
FLUB 4 (0,1) 1
Co-infeccion (%)
n=43 (1,8) 41 (2,2)

a etiologias virales identificadas

n 5-15 aiios (%) n > 15 aiios (%)
n=768 (11,4) n=1.984 (29,4)

7,7 55,5
>2a Total Total <60a >60a
638 271 (35,3) 264 (13,3) 158 106
274 42 (5,6) 65 (3,3) 32 33
86 13 (1,7) 28 (1,4) 14 14
82 36 (4,7) 10 (0,5) 8 2
145 156 (20,3) 133 (6,7) 94 39
59 24 (3,1) 26 (1,3) 10 16
3 2 (0,3) 2 (0,1) 0 2
2 (0,7) 0 (0

El significado de las abreviaturas de los virus identificados esta indicado al comienzo del texto. a: afios.
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Tabla 3. Deteccion de agentes virales en pacientes hospitalizados versus ambulatorios por ambas técnicas
inmunofluorescencia directa y Reaccion en cadena de la polimerasa multiplex (PRM-RPC)

Técnica diagnoéstica

n muestras (%)

n=210 (100) n=130(61,9) n=2380(38,1) n=154(73,3) n=>56(26,7)
n muestras positivas (%)

n =103 (49,5) 14 (10,8) 4 (5,0) 71 (46,1) 29 (51,8)
Virus identificado (%)

VRS 7 (54) 1 (1,3) 11 (7,1) 4 (7,1
VPI 2 (1,5 1 (1,3) 9 (5,98 9 (16,1)
ADV 0 (0,0 0 (0,0) (2,6) 3 (54
FLUA 3 (23 2 (2,5 11 (7,1 2 (3,6)
FLUB 0 (0,0 0 (0,0) 1 (0,6) 0 (0,0
MPV 2 (1,5 0 (0,0) 9 (59 4 (7,1
RV 0 (0,0 0 (0,0) 22 (14,3) 9 (16,1)
BoV 0 (0,0 0 (0,0) 5 (32 3 (54
CO 0C43 0 (0,0 0 (0,0) 6 (4,0 5 (89
CO NLS63 0 (0,0 0 (0,0) 3 (1,9 1 (1,8)
EV 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0 1 (1,8)

IFD: Inmunofluorescencia directa
Hospitalizados (%) Ambulatorios (%) Hospitalizados (%) Ambulatorios (%)

PRM-RPC

El significado de las abreviaturas de los virus identificados estd indicado al comienzo del texto.

Comparacion entre PRM-RPC e IFD

Se analizaron 210 pacientes por ambos méto-
dos. El promedio de edad fue de 23,1 afios (0-97
afios) y la distribucion etaria de los pacientes fue
108 (51,4%) menores de 5 afos, 19 (9,0%) entre
los 5 y los 15 afios y 83 (39,5%) mayores de 15
afios. De estos pacientes, 103 (49,0%) resultaron
positivos por al menos uno de los métodos diag-
noésticos. Hubo 100 (47,6%) muestras positivas
por PRM-RPC y 18 (8,6%) positivas por IFD
(p < 0,01). De los 103 pacientes positivos, 85
(82,5%) fueron sdélo por PRM-RPC, 3 (2,8%)
pacientes solo por IFD y 15 (14,6%) por ambos
métodos. De los 85 positivos sdlo por PRM-RPC
se identificaron virus no incluidos en el panel de
IFD en 42 casos.

Estudio de concordancia: 13 pacientes fueron
positivos y 144 fueron negativos para los virus
tradicionales por ambas técnicas dando una con-
cordancia positiva de 6,2% y una concordancia
negativa de 68,6% respectivamente. Cuarenta y
ocho pacientes fueron diagnosticados sélo por
PRM-RPC dando una discordancia positiva de
22,8% y 4 pacientes solo fueron diagnostica-
dos por IFD dando una discordancia negativa
de 2,4%. El test de kappa fue 0,22. RV fue el
virus diagnosticado con mayor frecuencia (n
= 31) en las muestras positivas por PRM-RPC
mientras que VRS (n = 8) fue el mas frecuente
de las muestras positivas por IFD. La deteccion
de agentes en pacientes hospitalizados versus
ambulatorios por ambas técnicas se aprecia en la
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Tabla 3. De las muestras positivas, el 71,0% y el
77,8% (para PRM-RPC e IFD) fueron detectadas
en pacientes hospitalizados. Se detect6 co-infec-
cion en 20 pacientes (19,4%) (18 casos con dos
virus y 2 casos con tres), todos por PRM-RPC.

Comentarios

Nuestro estudio muestra que el rendimiento
global y por grupo etario fue significativamente
mayor por PRM-RPC comparado a IFD. Es im-
portante mencionar que hubo diferencias signifi-
cativas en las caracteristicas demograficas y en la
proporcién de pacientes hospitalizados entre los
dos grupos, siendo el grupo de pacientes analiza-
dos por IFD en promedio de menor edad y con un
porcentaje significativamente menor de pacientes.
Estos factores podrian haber influido en el rendi-
miento de las técnicas. Sin embargo, el grupo de
IFD, a pesar de tener una mayor proporcion de
nifios menores de 5 afios (que sabemos es el gru-
po etario que siempre tiene mejor rendimiento en
cualquiera de las técnicas de diagndstico de virus
respiratorios), obtuvo un rendimiento menor que
PRM-RPC. Por otro lado el hecho de tener mayor
proporcidon de pacientes hospitalizados en el gru-
po PRM-RPC podria haber sesgado el resultado a
favor de esta técnica, situacion que se descarta al
comparar solo el grupo de hospitalizados donde
se mantuvo el mejor rendimiento de PMR-RPC
comparado a IFD.
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Cada vez son mas los estudios en la literatura
biomédica que describen la utilidad de los méto-
dos moleculares por sobre los métodos de detec-
cion tradicional de virus respiratorios en términos
de su sensibilidad y especificidad!>"!!, Para los
métodos moleculares se ha descrito sensibilidad
y especificidad de 88 y 98% comparado con el 68
y 70% para la IFD respectivamente®!!.

El uso PRM-RCP nos permitié identificar
al menos un agente en casi 5 veces mas de lo
que se hubiese obtenido al utilizar solo IFD. La
literatura describe sensibilidades obtenidas por
métodos moleculares para cada uno de los virus
pesquisados por IFD, entre 96,6-100% para VRS,
96,4-100% para FLU A, 83-91,5% para FLU
B, 84,2-100% para VPI, 96-100% para MPV y
78-100% para ADV!%!! No existen reportes en
la literatura de concordancias entre IFD y PRM-
RPC. Sin embargo, nuestra experiencia demostro
una alta discordancia positiva, es decir, la téc-
nica de PRM-RCP tiene mucho mas capacidad
de arrojar un diagnostico positivo que la IFD y
eso sin considerar la ventaja de diagnosticar un
espectro mas amplio de virus respiratorios. En
el analisis especifico para cada virus tradicional,
la concordancia positiva entre ambos examenes
resultd6 moderada para VRS y Flu A, siendo in-
significante para VPI, MPV y para ADV, lo que
apoyaria la mayor utilidad de la PRM-RPC para
estos agentes, en especial del ADV. No obstante
puede haber infecciones asintomaticas prolonga-
das por ADV que hacen dificil la interpretacion
de un examen positivo'.

Si comparamos la positividad de los dos mé-
todos por grupo etario observamos que en ambos
el mejor rendimiento se observa en los menores
de 5 afios siendo entre dos y cuatro veces mejor
que en los adultos. Estudios previos también
han descrito mejor rendimiento con PRM-RPC
aumentando significativamente la sensibilidad
en la deteccién de los virus tradicionalmente
diagnosticados, asi como también para nuevos
virus respiratorios, con incrementos desde 30% a
66,9%-11:13, Si bien hay un notable incremento en
la deteccion de VRS, FLU B y ADV respecto a
la IFD, la mayor proporcion de incremento en la
sensibilidad estd dado por agentes no detectados
por métodos tradicionales’. Gharabaghi y cols.,
compararon el rendimiento de 4 ensayos comer-
ciales de PRM-RPC con IFD y aislamiento viral
en 750 hisopados nasofaringeos de pacientes pe-
diatricos, obteniendo un porcentaje de positividad
adicional de 28,5%, lo que se traduce en un in-
cremento de la sensibilidad de deteccion de virus
respiratorios en nifios de un 74,3% sobre la IFD
y del cultivo viral'®, Kanashiro y cols., estudiaron
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muestras respiratorias de 39 pacientes con patolo-
gia cardiaca congénita con sintomas respiratorios
por PRM-RPC e IFD, encontrando significati-
vamente mayor porcentaje de positividad en el
primer grupo, 51,3% y 33,3% respectivamente?.

El rendimiento diagndstico en los adultos fue
mucho menor por ambas técnicas comparado con
los niflos pero esta diferencia se hace muy mar-
cada para IFD que s6lo fue capaz de diagnosticar
un porcentaje cercano al 15% de los pacientes
adultos con sintomas respiratorios mientras que
el diagnostico se alcanzo casi en un tercio de los
pacientes por biologia molecular. Estudios en
adultos reportan mayor detecciéon para algunos
virus respiratorios (VRS, VPI 3 y 4, RV y EV)
utilizando métodos de deteccion molecular, con
incrementos en el diagndstico etiologico de 23,8
a 72,8%° lo que concuerda con nuestra expe-
riencia, donde la PRM-RPC diagnostic6 4 veces
mas que la IFD. La menor positividad en los
adultos podria estar dada principalmente por el
menor tiempo de excrecion de virus respiratorios
en esta poblacidon, menores cargas virales y con-
sulta mas tardia. Tomando en cuenta todas estas
consideraciones PRM-RPC representa un mejor
método de diagnostico etioldgico de infecciones
respiratorias agudas en el paciente adulto.

Por otra parte, la tecnologia de detecciéon mo-
lecular ha llevado al diagndstico de virus previa-
mente no identificados como son el RV, EV, BoV,
VPI4, CoV OC43 y CoV 229E/NL63, algunos de
los cuales pudieran asociarse a cuadros de mayor
gravedad tanto en infeccion como agente Unico
como en co-infecciones'®'*. En nuestro estudio
pudimos diagnosticar nuevos virus respiratorios
en dos tercios de los pacientes con resultados
positivos por PRM-RPC. Particularmente para
RV, uno de los mas prevalentes a todas las eda-
des y que no puede identificarse por los métodos
tradicionales, el PRM-RPC tiene la sensibilidad
y especificidad de 100% y 98%, respectivamente
(13). En nuestro estudio la PRM-RPC diagnosti-
¢0, tanto en nifios como en adultos al RV como
el agente mas frecuente, lo que no podria haber
sido diagnosticado por IFD. Si bien el significado
de la deteccion de RV en infecciones respiratorias
bajas sigue siendo controvertido, con las mayor
disponibilidad de nuevas técnicas de diagnostico
de virus respiratorios, se describe en forma cre-
ciente al RV como el virus mas prevalente en la
poblaciéon de menores de 5 afios, con frecuencias
de hasta 46%, y como la principal causa de hospi-
talizacion en menores de 2 afios con sibilancias!“.
También se ha asociado de manera importante
con el desarrollo y exacerbaciones del asma,
tanto en nifios como en adultos'*!3. En niflos con
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leucemia también se ha descrito al RV como el
agente mas frecuentemente identificado en este
grupo de pacientes (22%)'¢. En nifios menores de
5 afios le siguid en frecuencia el VRS, que apa-
rece en primer lugar en las muestras estudiadas
por IFD. En mayores de 5 afios RV comparte el
primer lugar junto con FLU A, agente etioldgico
mas frecuentemente pesquisado por IFD en este
grupo etario.

Existen muy pocos casos en los que se ob-
tiene el diagnostico etiologico por IFD y no por
PRM-RPC. Se ha descrito que 1,7% de casos
estudiados la IFD sali6 positiva con PRM-RPC
negativa?, al igual que en nuestra experiencia en
el 1,4% de los pacientes el diagndstico fue logra-
do por IFD solamente.

El aporte clinico de los ensayos con PRM-
RPC es importante, en cuanto a la informacion
etioldgica que nos entregan, permitiéndonos
hacer un adecuado diagndstico para un 6ptimo
tratamiento y manejo del paciente. Esto toma
mayor relevancia en aquellos agentes que tienen
tratamiento disponible, como el virus influenza,
VRS y el ADV cuyo diagnoéstico precoz e inicio
de terapia determinan la evolucién y prondstico
del paciente, especificamente en aquellos sus-
ceptibles®!!. Ademas, métodos que nos permi-
tan una mejor deteccion de virus respiratorios,
son fundamentales para realizar intervenciones
que influirdn en la morbimortalidad de grupos
vulnerables, como es determinar el momento
de profilaxis en estos pacientes’. Esto adquiere
trascendencia al ver reportes de prevalencia de
virus respiratorios en pacientes pediatricos con
patologia oncologica, en los que el VRS y FLU
A ocupan el segundo y cuarto lugar, respectiva-
mente'®. En el caso del virus de la influenza, por
ejemplo, es fundamental la pronta identificacion
etioldgica y subtipificacion, ya que su subtipo es
predictor de la actividad de los antivirales dispo-
nibles en el mercado’. La sensibilidad de estos
métodos para la deteccion de FLU A se describe
de hasta un 98,6%, con un incremento de 25,4%
de manera consistente con respecto a los métodos
tradicionales'. Nuestros resultados mostraron que
el porcentaje de positividad para virus FLU A'y
para VRS por PRM-RPC fue 2,6 y 1,8 veces ma-
yor que por IFD respectivamente. Cabe destacar
que aunque la técnica de biologia molecular en
virus como el VRS tiene mayor rendimiento en
todo el espectro etario en los menores de 5 afios
la IFD sigue siendo una técnica adecuada.

Ademas de la mayor sensibilidad para la detec-
cion etiologica de virus respiratorios tradicionales
y del mayor nimero de agentes virales identifi-
cados, los ensayos PRM-RPC han mejorado la
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identificacién de casos con co-infecciones, que
pudieran tener importancia clinica, especialmente
en el grupo de inmunocomprometidos, pediatri-
cos y con evolucion mas grave'=,

Algunos estudios reportan deteccion de in-
fecciones por multiples virus entre 10 y 37% de
los casos, siendo éstas mas altas en nifios y en
inmunosuprimidos®'2. En nuestro estudio se diag-
nosticé co-infeccion en un quinto de las muestras
positivas por PRM-RPC y en menos de 2% de las
muestras positivas por IFD, siendo el grupo etario
con mayor porcentaje de co-infeccion los meno-
res de 5 afios en ambos grupos de estudio. En el
grupo de pacientes cuyas muestras fueron proce-
sadas por ambas técnicas, la tasa de deteccion de
co-infeccion fue menor y solo se diagnostico por
PRM-RPC. Entre los pacientes que presentaron
co-infecciones por dos virus la asociacion mas
comun fue la de VRS con algun otro virus, lo
que se describe también en la literatura. Mahony
et al describen infecciones dobles en 5-8% de los
pacientes, siendo las asociaciones mas tipicas
la de VRS con FLU A, con VPI 3 y con MPV,
Infeccion por dos o mas virus se ha diagnosticado
entre 12,5 a 16,5% de los pacientes, siendo el
BoV el agente mas frecuentemente encontrado
como co-patdgeno’. Algunos estudios describen
co-deteccion del BoV con otros agentes entre
60 v 80% de las muestras, mientras que otros,
apoyan el papel del BoV como causante de in-
fecciones respiratorias s6lo o como co-patdogeno,
especialmente en nifios pequefios’. En nuestra
experiencia BoV, fue agente tinico en el 43,1%
de los casos y co-infeccion en el 56,9%. Si bien
atn no se conoce del todo la importancia clinica
de las infecciones respiratorias por multiples
agentes virales, se presume que pudieran causar
cuadros mas larvados y graves®’, especialmente
en grupos de riesgo, razén por la que deberian
ser mejor estudiadas™?. En nuestro estudio, la
presencia de co-infeccién no se asocidé a mayor
caso de hospitalizaciones.

Es importante considerar que la presencia de
multiples virus puede ser producto de infecciones
previas recientes, que son detectadas por la téc-
nica molecular utilizada y que no necesariamente
son responsables de la infeccion viral activa'?
Para diferenciarlos, eventualmente se podrian
utilizar técnicas moleculares cuantitativas que
nos indiquen su estado de actividad, mediante la
medicion de la carga viral'2,

Ademas de lo ya mencionado, otras ventajas
de las técnicas de biologia molecular son su
rapidez, costo/beneficio y el hecho de que el
resultado no es facilmente alterado por la calidad
de la muestra y momento de recoleccion de ésta
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en relacion al inicio de los sintomas?’. La velo-
cidad de implementacion de técnicas de biologia
molecular en laboratorios de virologia no ha sido
muy rapida, considerando los costos directos e
indirectos que se requieren'>, Hasta ahora, la IFD
e indirecta han sido la técnica de deteccion mas
utilizada, por ser barata, rapida y facil de imple-
mentar. Sin embargo, los costos de las técnicas
de biologia molecular han tenido una reduccion
consistente, dada la capacidad de analisis simulta-
neo de multiples virus, lo que reduce volimenes
de reactivos utilizados y aumentan el grado de
automatizacion de la técnica. En la revision de
datos de 661 pacientes pediatricos para la com-
paracion de IFD, cultivo viral y RCP multiplex,
se incluyeron tiempo de hospitalizacion, dias de
aislamiento, uso de antibidticos y procedimien-
tos médicos. Los resultados mostraron que la
RCP multiplex por si sola era la estrategia mas
costo-efectiva a utilizar cuando la prevalencia de
infeccion era mayor o igual a 11% y la IFD era la
recomendable cuando la prevalencia era menor a
11%, con ahorros de $290 dolares por caso y de
$526000 doélares por afio en costos directos!!. Si
bien los métodos de biologia molecular son mas
caros, el implementar una técnica de éstas con
deteccion de multiples virus, los costos netos se
reducirian al bajar costos indirectos que incluyen
tiempo de personal entrenado y ahorros al sistema
de salud al evitar hospitalizaciones y exdmenes
innecesarios, dado su superior sensibilidad y
especificidad comparado con otras técnicas. Ade-
mas, al ser métodos menos laboriosos, seguros
y al requerir menos medidas de bioseguridad,
permitiria que mas laboratorios de virologia im-
plementaran esta técnica diagndstica'®. Estudios
recientes sugieren que el uso de técnicas mole-
culares para la deteccion simultanea de 15 virus
respiratorios, reducirian en forma significativa el
uso de antibioticos; sin embargo, otros estudios
plantean que reducciones en los costos serian
dificiles de lograr!”.

Por ultimo, la apariciéon de estos paneles vi-
rales moleculares comerciales abrira paso a una
nueva era en la microbiologia de la salud publi-
ca, mejorando las notificaciones de virus respira-
torios y mejorando la capacidad de deteccion de
patdgenos potencialmente pandémicos, asi como
también emergentes'’. Creemos que este estudio
es un aporte en el area clinica y de laboratorio
dado el gran nimero de muestras que involucra
y que nos permitid tener resultados confiables
y representativos de la realidad. Con el uso de
PRM-RPC pudimos diagnosticar nuevos agen-
tes virales (VPI4, RV, BoV, CoV 0C43, CoV
NLS63 y EV), que cada vez se describen con
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mayor frecuencia y que no habrian sido diagnos-
ticados por los métodos tradicionales, identificar
subtipos de VRS, detectar mayor porcentaje de
co-infecciones, incrementar el rendimiento de los
virus tradicionalmente buscados por IFD y calcu-
lar las concordancias y discordancias negativas
y positivas para estos mismos. Estimamos que
constituye la base para realizar nuevos estudios
prospectivos para mejorar el entendimiento de
las infecciones respiratorias virales en relacion
a su temporalidad, manifestaciones clinicas y
factores de riesgo.

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio,
cabe mencionar que éste fue retrospectivo, ambas
técnicas fueron realizadas solo en 210 pacientes
y no de la misma muestra ni necesariamente el
mismo dia. Esto pudo contribuir a aumentar el
porcentaje de negativos y bajar el rendimiento
segun la temporalidad y el momento en el que se
tomaron las muestras. Por otra parte, la naturaleza
de este estudio no permitié el calculo de sensibi-
lidad ni especificidad de las pruebas diagndsticas
por lo que no es posible obtener conclusiones
definitivas y mas certeras en este sentido. Por
ultimo, al no tener cuantificacion de la carga vi-
ral, no podemos atribuir con certeza el papel del
agente detectado como etiologico o simplemente
deteccion del genoma viral.
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