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Bronquiolitis causadas por el virus influenza tipo A.
Una enfermedad infecciosa emergente
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OeJeTivos. Estudiar prospectivamente la emergencia y la
problematica diagndstica de las bronquiolitis causadas
por el virus influenza A en la poblacion infantil durante la
epidemia gripal de 1999-2000.

MATERIAL Y METODOS. Las muestras del virus respiratorio
sincitial (VRS)-negativas (ELISA dot-blot) fueron
sembradas en la linea celular MDCK para el aislamiento
del virus influenza A, mediante la técnica shell-vial. Los
viales fueron revelados mediante una
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos dirigidos
contra la nucleoproteina del virus influenza A
(Monofluokit IA, Pasteur Diagnostics). Se estudiaron las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes
con aislamiento virico. Se ha realizado un estudio teérico
coste-beneficio sobre la utilidad de la deteccién antigénica
rapida del virus influenza A.

ResuLTADOS. Se han detectado 177 casos de infeccion
respiratoria causada por el virus influenza A. En 62 casos
(52,9%) el diagnostico fue de bronquiolitis y de ellos el
80,6% de los casos eran menores de 6 meses. El subtipo
H3N2 ha predominado en todas las infecciones
respiratorias y particularmente en las bronquiolitis. En la
temporada 1999-2000 se detecté una emergencia
significativa de las bronquiolitis causadas por el virus
influenza A (semana 3, 30% casos influenza A frente 24%
casos VRS). El estudio de coste muestra que la deteccion
antigénica de los VRS e influenza A en todas las muestras
respiratorias determinaria un coste de unas 5.130 pts por
muestra.

ConcLusioNEs. Se ha observado y confirmado en la ultima
epidemia gripal una emergencia de las bronquiolitis
causadas por el virus influenza A en la poblacion pediatrica.
Esta observacion deberia plantearnos una doble estrategia;
por un lado de tipo profilactico (vacunacion de madres
gestantes) y, por otro, de tipo diagnoéstico (deteccion
antigénica rapida del virus influenza A).
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Bronchiolitis caused by influenza type A virus. An emerging
infectious disease

OBJECTIVES. To prospectively study the emergence and
diagnostic problems of bronchiolitis caused by influenza A
virus among children durign the 1999-2000 influenza
epidemic.

MATERIALS AND METHODS. Negative respiratory syncitial virus
(RSV) specimens (ELISA dot-blot) were seeded in the
MDCK cell line for the isolation of influenza A virus, by the
shell-vial technique. Vials were revealed by indirect
immunofluorescence with antibodies directed against the
influenza A virus nucleoprotein (Monofluookit IA, Pasteur
Diagnostics). The clinical and epidemiologic features of
patients with viral recovery were studied. A theoretical
cost/ benefit study was performed on the usefulness of
the rapid antigenic detection of the influenza A virus.
ResuLTs. A total of 117 cases of respiratory infection
caused by influenza A virus were detected. In 62 cases
(52.9%) the diagnosis was bronchiolitis. Of them, 80.6% of
cases were aged less than 6 years. Subtype H3N2
predominated in all respiratory infections, paticularly in
bronchiolitis. During the 1999-2000 season, a significant
emergence of bronchiolitis caused by influenza A virus
was observed (week 3, 30% cases of influenza A versus
24% of RSV). The cost/benefit study disclosed that the
antigenic detection of RSV and influenza A virus in all
respiratory specimens would amount up to 30.83

Euros/ specimen.

ConcLusions. During the last influenza epidemic, an
emergence of bronchiolitis caused by influenza A virus
among children was observed and confirmed. Based upon
this observation, a dual strategy should be followed. On the
one hand, a prophylactic approach (immunization of
pregnant women); on the other hand, a diagnostic approach
with a rapid antigenic detection of the influenza A virus.

Key words: Influenza A virus, bronchiolitis, rapid
diagnosis.

Introduccion

La bronquiolitis es una enfermedad infecciosa, gene-
ralmente de etiologia virica que afecta preferentemente a
los ninios durante la etapa de lactancia (menos de doce
meses) y que se presenta como brotes epidémicos duran-
te los meses invernales!?2.
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De los virus implicados en esta infeccién respiratoria el
virus respiratorio sincitial (VRS) es considerado como
el principal agente etiolégico. Se calcula que alrededor del
60%-80% de los casos positivos estan causados por este
virus'#. Sin embargo existen otros agentes viricos que
también parecen participar en este proceso infeccioso,
aunque casi siempre, y al menos hasta ahora, en un por-
centaje mucho mas bajo. Estos virus (virus influenza,
adenovirus, parainfluenza y enterovirus) se repartirian el
25%-30% de la etiologia restante'35-7,

Debido a la coincidencia epidemiolégica de los brotes
epidémicos de infeccion por el VRS en los nifios y del
virus influenza (gripe) en la poblaciéon general, se hace
muy dificil realizar el diagnéstico clinico diferencial entre
estos dos agentes viricos en las bronquiolitis que afectan
a la poblacién lactante?®.

En un estudio prospectivo realizado entre enero de
1995 y septiembre de 1999 observamos que en 90 nifos
con diagnéstico de infeccién respiratoria por el virus
influenza, el 48,8% presentaba un cuadro clinico de bron-
quiolitis, el 16,7% de bronconeumonia y el 34,5% un sin-
drome febril con afeccién del tracto respiratorio alto®.

En la epidemia gripal de la temporada 1999-2000
observamos la emergencia del virus influenza A como un
importante agente virico causante de bronquiolitis en la
poblacién lactante, lo cual replantea cuestiones de tipo
logistico a la hora de realizar o instaurar técnicas de
diagnéstico rapido para establecer la etiologia de estos
procesos respiratorios.

Material y métodos

Se ha realizado un estudio prospectivo sobre las infecciones respi-
ratorias causadas por el virus influenza A desde enero de 1995 hasta
abril de 2000.

Las muestras analizadas han sido los aspirados nasofaringeos que
fueron remitidos directamente al laboratorio, en donde tras el proce-
so de extraccion celular y homogeneizacion se les realizé la deteccion
antigénica frente al VRS. La deteccién del VRS se realizé mediante
el empleo de un sistema de enzimoinmunoensayo en fase sélida (tipo
dot-blot) comercial (Directigen RSV; Becton & Dickinson, USA) que
permite la deteccion de este virus en unos cinco minutos.

Las muestras que fueron positivas en esta prueba sélo fueron sem-
bradas para el aislamiento de VRS, realizdndose la inoculacién en un
vial de la linea celular Hep-2 (Vircell,Granada) y siguiendo la meto-
dologia shell-vial (cultivo post-centrifugacion). A los dos dias de incu-
baciéon a 36°C los viales eran revelados mediante una inmunofluo-
rescencia directa con un anticuerpo monoclonal contra el VRS
(Monofluokit RSV, Pasteur Diagnostics).

Las muestras que eran negativas en la detecciéon antigénica fren-
te al VRS eran inoculadas (200 pl/muestra) en dos viales de la linea
celular Hep-2 (para aislamiento del VRS y adenovirus), dos viales de
la linea celular MDCK (aislamiento virus influenza A e influenza B),
dos viales de la linea celular LLC-MK2 (aislamiento del virus
parainfluenza 1, 2 y parainfluenza 3) y un vial de la linea celular
MRC-5 (aislamiento de enterovirus).

Todas las muestras se sembraron siguiendo el procedimiento de
cultivo shell-vial y fueron incubadas durante tres dias a 36°C. Tras
este periodo los diferentes viales fueron revelados con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra cada uno de los distintos virus
(Monofluokit, Pasteur Diagnostics).

Desde el punto de vista epidemiolégico sélo se estudié la edad de
los pacientes, el momento de aparicién del proceso clinico y las carac-
teristicas del mismo. Se agruparon los diagnésticos clinicos en tres
grandes procesos designados bronquiolitis, sindrome febril del trac-
to respiratorio superior (SFTRS) y bronconeumonia-neumonia.

También se ha realizado un estudio tedrico sobre coste-beneficio
referente a la utilizacién de las pruebas de deteccién directa del virus
influenza A en las muestras respiratorias que fueron VRS-negativas
durante el periodo de noviembre de 1999 hasta abril de 2000. Para
este calculo se ha utilizado el precio de 3.000 pts del reactivo para
detectar el VRS (Directigen RSV, Becton & Dickinson, USA) y el
virus influenza A (Directigen FluA, Becton & Dickinson, USA),
segun el coste medio de los mismos en nuestro hospital.

El analisis estadistico se ha realizado utilizando la prueba de la Ji
al cuadrado y la determinacién de la “t” de Student para los datos
pareados. Todos los valores de p son con dos colas y se ha considera-
do como significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Durante el periodo de estudio se han detectado 117
casos de infeccién respiratoria causada por el virus
influenza A, todos ellos diagnosticados por aislamiento
virico. En 62 casos (52,9%) el paciente fue diagnosticado
de bronquiolitis y de ellos 50 ninos (80,6%) tenian una
edad inferior o igual a seis meses; en 38 casos (32,4%) el
diagnéstico fue de bronconeumonia o neumonia y en 17
(14,5%) de SFTRS. En estas dos ultimas infecciones res-
piratorias el porcentaje de pacientes con edad inferior o
igual a los seis meses fue del 10,5% y 23,5% respectiva-
mente; observandose una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) con respecto a los pacientes con
bronquiolitis.

De los 117 casos de infeccion por el virus influenza A,
105 (89,7%) fueron causados por el subtipo H3N2 y 12
(23,5%) por el subtipo HIN1 (p<0,05). En los pacientes
con bronquiolitis también predominé el subtipo H3N2
(88,7%) frente al HIN1 (11,3%) (p<0,05) (tabla 1).

TABLA 1. Relacion entre la edad y la infeccion respiratoria causada por el virus influenza A

Edad (meses)

Infeccion respiratoria Total
13 | 4.6 | 7-12 | >13
Brongquiolitis 62 (52,9%)
HIN1 3 3 1 0 7
H3N2 28 16 11 0 55
Neumonia 17 (14,5%)
HIN1 0 1 0 0 1
H3N2 1 2 9 4 16
Sindrome febril 38 (32,4%)
HIN1 0 0 1 3 4
H3N2 2 2 13 17 34
34 (29,1%) 24 (20,5%) 35 (29,9%) 24 (20,5%) 117
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En la temporada invernal 1999-2000 se observé de una
forma muy evidente la emergencia del virus influenza A
en los casos de bronquiolitis frente a otras infecciones
respiratorias y especialmente en los pacientes con edad
inferior o igual a los 6 meses (77,2%) (tabla 2).

Desde el punto de vista epidemiolégico el virus influen-
za A alcanzé en esta ultima temporada porcentajes etio-
légicos muy cercanos a los detectados por el VRS, espe-
cialmente en las semanas de mayor actividad gripal. Asi
en la segunda semana el VRS represento el 32% de todos
los aislamientos frente al 26% del virus influenza A, y en
la tercera semana el VRS se aisl6 en el 24% frente al 30%
del virus influenza A (fig. 1).

El estudio de coste-beneficio se ha realizado sobre las
1.027 muestras respiratorias recibidas en el periodo ana-
lizado. Todas ellas fueron sometidas a la deteccion anti-
génica del VRS con un coste global de 3.081.000 pts, detec-
tandose 295 muestras positivas para este virus, lo cual
representa un precio medio de 10.444 pts por muestra
positiva. Deberian ser sometidas a detecciéon antigénica
frente al virus influenza A sélo 732 muestras con un coste
global de 2.196.000 pts; al haberse detectado en ellas 72
muestras positivas a este virus, se obtendria un coste de
30.500 pts por muestra positiva. El coste global de las dos
detecciones antigénicas representarian 5.277.000 pts,
correspondientes a 5.138 pts por muestra procesada.

Discusion

Como ya se ha mencionado, la bronquiolitis es una
entidad infecciosa muy frecuente que afecta alrededor del
20% de la poblacién pediatrica con una edad inferior a los
12 meses'?. El principal agente etioldgico es el VRS que
representa entre el 60%-80% de los casos confirmados por
deteccién antigénica o aislamiento*”.

De los otros virus que también pueden desarrollar una
bronquiolitis clinicamente indistinguible de la causada
por el VRS, los virus gripales (preferentemente el virus
influenza A o gripal A) parecen ir adquiriendo una mayor
significacién e importancia epidemiolégical”.

En la dltima temporada invernal (1999-2000) observa-
mos una elevada actividad gripal en la poblacion que
tuvo su repercusion en la poblacién infantil atendida en
el servicio de urgencias pedidtricas. Debido a que nor-
malmente las epidemias de bronquiolitis por VRS y la
epidemia de gripe invernal se solapan durante unos 2-3
meses, se hace muy dificil desde el punto de vista clinico
y especialmente en los nifios menores de doce meses, en
los que la gripe no presenta caracteristicas clinicas seme-
jantes al adulto, diferenciar entre estas dos etiologias
viricas. Por lo tanto la tnica forma de realizarlo es a tra-
vés del diagndstico virolégico (deteccion o aislamiento
virico).

Desde hace tiempo los diferentes estudios han mostra-
do no sélo la utilidad, sino la necesidad de realizar la
deteccion antigénica rapida del VRS en los nifios con
bronquiolitis que van a ser ingresados en el hospital a fin
de habilitar una logistica que impida las infecciones cru-
zadas y por ello las infecciones nosocomiales siempre
mucho mas graves®®. Esta misma deteccién antigénica no
ha sido suficientemente evaluada en las infecciones por
los virus gripales, especialmente el tipo A de mayor viru-
lencia. Recientemente Noyola et al® han realizado este
tipo de evaluacién y han observado cémo el empleo de un
método rapido de deteccién antigénica frente al virus
influenza A podia repercutir en el manejo de los nifios con
bronquiolitis. Los nifios con deteccién positiva, y por lo
tanto con un diagnéstico etiolégico, recibian menos anti-
bidticos y durante menos tiempo, y presentaban estan-
cias hospitalarias mas cortas.

TABLA 2. Distribucion por edades de los nifios con infeccion por el virus influenza A

Aio | Numero 1-3 meses 4-6 meses 7-12 meses >13 meses
1995 10 2 2 4 2
1996 14 5 2 6 1
1997 12 1 3 3 5
1998 32 9 5 10 8
1999 27 7 5 7 8
2000 22 10 7 5 0

117 34 (28,4)" 24 (17,8) 35 (28,4) 24 (25,2)

* Porcentaje sobre el nimero total de casos.
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La observacién en nuestro estudio de una emergencia
evidente de las bronquiolitis por el virus influenza A
durante las semanas de mayor actividad gripal comuni-
taria nos obliga a replantearnos la logistica diagnédstica
de las infecciones respiratorias viricas en la época inver-
nal. Los diferentes estudios epidemiolégicos han mostra-
do cémo la gripe afecta a la poblacién infantil con un
impacto de 1,5-3 veces superior a la poblacién adultal®!,
determinando un incremento de la morbilidad tanto por
las complicaciones respiratorias directas como por las aso-
ciadas, tales como la otitis media (20% en menores de seis
anos)'?!%, Ademas los nifios son generalmente los introduc-
tores y deseminadores de la infeccion gripal dentro de las
comunidades tanto familiares como extrafamiliares!15.

Todas estas consideraciones deben llevarnos a plantear
la verdadera significacién de las infecciones gripales en
esta poblaciéon y muy especialmente en los lactantes
(menos de doce meses). Como se puede observar, en este
grupo de edad se han concentrado la mayoria de las bron-
quiolitis, mientras que las bronconeumonias se han
detectado en nifos de mayor edad, tal y como han mos-
trado otros estudios previos!®!4, Ademaés de los dos sub-
tipos del virus influenza A que actualmente cocirculan, el
H3N2 es el que se ha mostrado especialmente prevalente
en todas las infecciones respiratorias®4.

La emergencia de estos procesos infecciosos gripales
plantea dos problemas a resolver. En primer lugar la
forma de prevenir las bronquiolitis, especialmente en los
nifos menores de seis meses. Existe una posibilidad ya
apuntada por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS)™ y que consiste en la vacunacién en el segundo o
tercer trimestre de las mujeres embarazadas que vayan a
tener sus hijos en los meses de la epidemia gripal.
Vacunando a las mujeres embarazadas no sélo se las pro-
tegeria a ellas, deben considerarse como de alto riesgo'”8,
sino que se protegeria por transmisién pasiva a los hijos
durante un tiempo prolongado'®. Por lo tanto esta estrate-
gia vacunal parece razonable y deberia ser instaurada de
una forma progresiva, sobre todo si se comprueba el incre-
mento de las bronquiolitis por los virus gripales.

Por otro lado debemos analizar la necesidad de realizar
de una forma rutinaria la deteccion antigénica de los virus
gripales en las muestras de los nifios con el diagnéstico cli-
nico de bronquiolitis?’. Por ello hemos realizado un estudio
tedrico sobre el coste de este tipo de deteccion, que eviden-
temente sélo se realizaria a las muestras que fueran VRS-
negativas y durante el periodo invernal en el que se tuvie-
ra conocimiento de la circulacién de virus gripales.

De este estudio se desprende que por poco mas de 5.000
pts podriamos detectar antigénicamente los dos principa-
les virus causantes de bronquiolitis en nuestro entorno
epidemiolégico. Es dificil valorar si esta propuesta es
coste-beneficiosa, pero de los 17 casos de bronquiolitis
causados por el virus influenza A en menores de seis
meses, en cuatro pacientes (23,5%) se consideré que la
infeccién fue nosocomial, tras comprobarse que eran
negativos a este virus en las muestras tomadas al ingre-
so. La deteccion de los virus gripales en urgencias permi-
tiria considerar a estos ninos como infectados y evitar su
contacto con otros nifos ingresados por otras enfermeda-
des no siempre respiratorias. En dos nifios la gravedad
del proceso respiratorio causado por el virus gripal obligé
a prolongar la estancia mas alla de lo habitual.
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Evidentemente si pudiéramos valorar y cuantificar el
coste econémico de los dias suplementarios de estancia
hospitalaria y la morbilidad asociada a los casos no diag-
nosticados, entonces si se podria evaluar adecuadamente
si la deteccion antigénica de los virus gripales es un pro-
ceso coste-beneficio adecuado. Debe considerarse sin
embargo que los cdlculos anteriores de coste estan reali-
zados en un periodo epidémico de gran actividad gripal,
por lo tanto con elevadas probabilidades de detectar casos
positivos. En aquellos periodos de escasa o baja actividad
gripal, como el actual (2000-2001), el planteamiento de la
logistica de diagnéstico podria no ser igual de beneficiosa
desde el punto de vista del coste-beneficio real.

En resumen, la deteccion de la emergencia del virus
influenza A como agente etiolégico de un porcentaje
importante de bronquiolitis en la poblacién lactante debe
plantearnos actuaciones futuras tanto desde el punto de
vista profilactico (vacunacién maternal) como de la logis-
tica del diagnéstico (rapido y especifico).
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