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parainfluenza tipo 4

M.L. Garcia Garcia?®, J. Aguilar RuizP, J.E. Echeverria Mayo€, C. Calvo Rey?, 1. Pinto Fuentes?,
M. Ordobés Gabind, E. Roman Riechmann?® y P. Pérez BrenaP

aServicio de Pediatria. Hospital Severo Ochoa. Servicios de PVirologia y “Microbiologia Diagnostica.
Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III. Madrid.
dServicio de Epidemiologia. Comunidad de Madrid. Espana.

Objetivo

Describir las caracteristicas clinicas y epidemiologicas
de las infecciones por virus parainfluenza humano tipo 4
(VPIH-4) en pacientes pediatricos.

Métodos

Se estudiaron los pacientes hospitalizados o atendidos
en el servicio de urgencias con el diagnéstico de infeccion
respiratoria de vias respiratorias inferiores. Las variables
clinicas estudiadas fueron edad, sexo, diagnostico clinico,
temperatura corporal, saturacion de oxigeno en sangre ar-
terial (Sa0,), resultado de la radiografia de térax y dura-
cion de la hospitalizacion. Las muestras obtenidas me-
diante aspiracion nasofaringea se estudiaron mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFD), cultivo celular y una
nueva técnica de reaccion en cadena de la polimera-
satranscripcion inversa (RT-PCR) miltiple, capaz de de-
tectar en la misma reaccion los 4 tipos de virus parain-
fluenza.

Resultados

Se analizaron 230 muestras correspondientes a 191 pa-
cientes. En el 35,1 % de los episodios se detect6 algin virus
parainfluenza: el 37,3 % correspondio al VPIH-1, el 10,4 %
al VPIH-2, el 38,9 % al VPIH-3 y en el 13,4 % se identifico el
VPIH-4. Se amplifico ARN del virus parainfluenza tipo 4 en
10 muestras correspondientes a 9 pacientes. Todos ellos
excepto uno eran menores de 2 afios, con unos limites de
edad entre 26 dias y 23 meses. El diagnostico clinico fue
bronquiolitis o bronquitis sibilante, que en uno de ellos
se acompaiid de infiltrado pulmonar. Precisaron ingreso
hospitalario 6 pacientes, con una SaO, media de 89,5% y
una estancia media de 7,6 dias.
Discusion

Es la primera vez que se describe la circulacion del
VPIH-4 en Espafia. Las infecciones ocasionadas por este

virus no son tan leves como se habia descrito inicialmente.
La utilizacion de una RT-PCR miltiple permite diagnosti-
car infecciones respiratorias por VPIH-4 que de otra ma-
nera pasarian desapercibidas.

Palabras clave:
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PARAINFLUENZA VIRUS TYPE 4
INFECTIONS

Objective

To describe the clinical and epidemiological characteris-
tics of parainfluenza virus type 4 infections in pediatric
patients.

Methods

Inpatients and outpatients with lower respiratory tract
infections were studied. Recorded data were age, sex, clin-
ical diagnosis, temperature, oxygen saturation, chest radi-
ograph and length of hospital stay. Nasopharyngeal aspi-
rates were studied through indirect immunofluorescence,
tissue culture and a new multiplex reverse-transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) able to identify the
four types of human parainfluenza virus in the same reac-
tion.

Results

Two hundred thirty specimens from 191 patients were
analyzed. Parainfluenza viruses were diagnosed in 35.1 %:
37.3% type 1, 10.4% type 2, 38.9% type 3 and 13.4%
type 4. RNA from parainfluenza virus type 4 was ampli-
fied in 10 aspirates from nine patients. Of these, all ex-
cept one were aged less than two years (range: 26 days to
23 months). The clinical diagnosis was bronchiolitis or
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wheezing associated with lower respiratory tract infec-
tion. Six patients required admission, with a mean oxygen
saturation of 89.5 % and a mean length of hospital stay of
7.6 days.

Discussion

This is the first description of the characteristics of
parainfluenza virus type 4 in Spain. Infections associated
with this virus are not as mild as previously thought. Ap-
plication of a multiplex RT-PCR allows identification of
respiratory infections due to parainfluenza virus type
4 that would otherwise be underdiagnosed.

Key words:
Human parainfluenza virus. Human parainfluenza
virus type 4. Respiratory infections. Children.

INTRODUCCION

Los virus parainfluenza humanos (VPIH) son virus con
genoma ARN no segmentado, que pertenecen a los gé-
neros Paramyxovirus (VPIH-1 y VPIH-3) y Rubulavirus
(VPIH-2 y VPIH-4), de la familia Paramyxoviridae'.

Se cree que los VPIH se transmiten de persona a per-
sona por contacto directo y exposicion a secreciones na-
sofaringeas contaminadas, a través de fomites y gotitas
respiratorias®. Estos virus producen un espectro de enfer-
medad que varfa desde infecciones leves de vias respira-
torias superiores, a formas mas graves y prolongadas de
infecciones respiratorias de vias inferiores, como son la-
ringotraqueobronquitis, bronquiolitis y neumonia. Los
VPIH-1 y VPIH-2 suelen producir epidemias en los oto-
fios de anos alternos, ocasionando infecciones respirato-
rias leves o moderadas, afectando sobre todo a ninos de
2 a 6 anos. El VPIH-1 es el principal agente responsable
de los brotes epidémicos de crup. Las infecciones por
VPIH-3 se adquieren habitualmente en edades mas pre-
coces y originan epidemias de enfermedades respiratorias
de intensidad moderada o grave durante la primavera y
los meses de verano?. Es el segundo virus, tras el virus
respiratorio sincitial (VRS), productor de infecciones de
vias respiratorias inferiores en la infancia, principalmente
bronquiolitis 0 neumonia.

En contraste con el alto grado de conocimiento alcan-
zado respecto de los VPIH-1, VPIH-2 y VPIH-3, se dispo-
ne de poca informacion acerca de las caracteristicas cli-
nicas y epidemiologicas de las infecciones por VPIH-4. La
ausencia de métodos comerciales de diagnostico rapido
para el VPIH-4 y su dificil crecimiento en cultivo celular
han contribuido probablemente a la escasa deteccion de
sus infecciones, a pesar de que los estudios seroldgicos
muestran que se trata de un virus relativamente ubicuo!.
Su asociacion inicial con infecciones respiratorias leves*®
llevo a considerarlo un patégeno respiratorio sin impor-
tancia clinica. Sin embargo, en 2 estudios recientes reali-
zados en nifnos hospitalizados con infeccion de vias res-
piratorias inferiores debidas a VPIH-4 se ha observado

que las infecciones ocasionadas por este virus no son
probablemente tan leves como se habia pensado inicial-
mente3”’,

En el presente estudio se describen las caracteristicas
clinicas de 9 pacientes pedidtricos con infeccion por
VPIH-4. El diagndstico etiologico se baso en la aplica-
cion de una técnica de reaccion en cadena de la polime-
rasa-transcripcion inversa (RT-PCR) multiple, capaz de
detectar vy tipificar los 4 tipos de VPIH. Es la primera vez
que se comunica la circulacion del VPIH-4 en Espana y se
describen sus infecciones. Nuestros resultados sugieren
que la infeccion por este virus es mas frecuente y puede
originar mayor morbilidad de lo que previamente se ha-
bia pensado.

PACIENTES Y METODOS

Desde el punto de vista clinico y virologico se estudia-
ron las infecciones respiratorias de pacientes pediatricos
atendidos en el servicio de urgencias u hospitalizados con
el diagnostico de infeccion de vias respiratorias inferio-
res desde septiembre de 1997 hasta julio de 1998. Las in-
fecciones respiratorias se consideraron de vias inferiores
cuando correspondian a uno de los siguientes diagnosti-
cos: bronquiolitis (definida segtin los criterios de McCon-
nochie®), bronquitis sibilante (sibilancias en el contexto
de una infeccién respiratoria en un niflo con anteceden-
tes de episodios similares previos), laringotraqueobron-
quitis o neumonia. Se recogieron las siguientes variables
clinicas: edad, sexo, diagnostico clinico, temperatura cor-
poral, saturacion de oxigeno respirando aire ambiental
(pulsioximetro portatil Nellcor®), resultado de la radio-
grafia de térax y duracion de la hospitalizacion en el caso
de los pacientes ingresados.

Las muestras clinicas, consistentes en secreciones respi-
ratorias, obtenidas mediante aspiracion nasofaringea, se
remitieron, en medio de transporte viral, al Servicio de Vi-
rologia del Centro Nacional de Microbiologia, donde se
procesaron en las 24 h siguientes a su recogida. El estu-
dio virologico se realizd mediante 3 técnicas: a) deteccion
de antigeno viral mediante inmunofluorescencia indirecta
(IFD; b) aislamiento viral en cultivos celulares, y ¢) de-
teccion del ARN viral de VPIH mediante RT-PCR.

La IFI se realiz6 directamente sobre las células de las
secreciones respiratorias que se concentraron mediante
centrifugacion, fijadas y tenidas con los métodos estandar.
Se emplearon reactivos comerciales (Chemicon®, Teme-
cula, EE.UU.) para el diagnostico de los VPIH-1, VPTH-2 y
VPIH-3 y el anticuerpo monoclonal 531-3F, amablemente
cedido por el Center for Disease Control (Atlanta, Geor-
gia) para el diagnostico especifico del VPIH-4°.

Para el aislamiento viral en cultivo celular se inocularon
las lineas celulares Hep-2, NCI-H292, MDCK y Fp. Los
cultivos se observaron cada 48 h durante el periodo de
incubacién. Cuando se observo efecto citopatico o tras
10 dias de incubacion, el cultivo se raspd y se sometio a
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Figura 1. Frecuencia relativa de los distintos tipos de vi-
rus parainfluenza humanos (VPIH-1, VPIH-2,
VPIH-3 y VPIH-4).

IFI para virus respiratorios. Cuando los resultados de
la TFT sobre la monocapa del cultivo eran negativos, la
muestra era reincubada y evaluada de nuevo mediante
IFI a los 10 dias.

La extraccion del ARN vy las condiciones analiticas del
ensayo de RT-PCR multiple utilizadas para el diagnodstico
de los VPIH se han descrito previamente!?. La realiza-
cion de la RT-PCR se llevo a cabo utilizando primers pre-
viamente descritos para VPIH-1, VPIH-2 y VPIH-3%. Para

el diseno del primer especifico de VPIH-4 se obtuvieron
las secuencias del gen de la fosfoproteina P viral a partir
del gen BANK y se alinearon utilizando el Wisconsin
Analysis Package®, version 8 (Genetics Computer Group,
Madison, EE.UU.), Todos los resultados positivos se con-
firmaron mediante la repeticiéon del ensayo en una ali-
cuota independiente de la muestra.

RESULTADOS

Se analizaron 230 muestras respiratorias recogidas de
191 pacientes atendidos en el servicio de urgencias u hos-
pitalizados durante el periodo de estudio. Los resultados
combinados de las 3 técnicas descritas permitieron el
diagnostico de algin virus parainfluenza en el 35,1 %
(67/191) de los episodios. De ellos, el 37,3% correspon-
di6 al VPIH-1, el 10,4 % al VPIH-2, el 38,9% al VPIH-3 y el
13,4% al VPIH-4 (fig. 1). Todos los VPIH-4 se subtipifica-
ron como VPIH-4A. Se detectaron 3 coinfecciones de
VPIH-3 y adenovirus y 1 coinfeccion de VRS con VPIH-4.
Se amplific6 ARN de VPIH-4 por RT-PCR en 10 muestras
clinicas que correspondian a 9 pacientes, pero solo se al-
canzo6 el aislamiento viral en cultivo celular en una de
ellas.

La identificacion de todos los casos de VPIH-4 tuvo lu-
gar en los meses de diciembre de 1997 y enero de 1998.
En cambio, la mayoria de las infecciones por VPIH-1 y
VPIH-2 se detectaron en los meses de otofio y las de
VPIH-3 en los meses de verano (fig. 2).

Todos los pacientes con infeccion por VPIH-4, excepto
un nifo de 8 anos, eran lactantes menores de 2 anos, con
unos limites de edad de 26 dias a 23 meses. El diagnosti-
co clinico fue bronquiolitis o bronquitis sibilante en todos
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Figura 2. Distribucion estacio-
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nal de los distintos tipos de virus
parainfluenza humanos diag-
nosticados desde septiembre
de 1997 hasta julio de 1998
(VPIH-1, VPIH-2, VPIH-3 Yy
VPIH-4).
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TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes ingresados

Edad Sexo Antecedentes personales Diagnostico Temperatura (°C) Sa0, (%) Duracion del ingreso (dias)
8 anos A\ Asma Crisis asmatica 37,8 83 7
15 meses V. Recién nacido pretérmino  Bronquiolitis 38,5 91 11
18 meses V. Sibilancias Bronquitis sibilante 38,9 92 10
26 dias Vv No Bronquiolitis mds neumonia 37,9 90 9
10 meses V. Sibilancias Bronquitis sibilante 30,5 91
5 meses \% No Bronquiolitis 36,9 90 5
Sa0,: saturacion de oxigeno en sangre arterial; V: varon.
TABLA 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes que no precisaron ingreso
Edad Sexo Antecedentes personales Diagnostico Temperatura (°C) Sa0, (%)
15 meses* A% No Bronquiolitis 30,7 97
22 meses \% Sibilancias Bronquitis sibilante 30,6 96
23 meses M Sibilancias Bronquitis sibilante 37,3 95

*Coinfeccion con virus respiratorio sincitial.
V: varon; M: mujer; SaO,: saturacion de oxigeno en sangre arterial.

los casos, que en uno de ellos se acompané de infiltrado
pulmonar. Mis de la mitad de los niflos habian presenta-
do episodios de sibilancias previos asociados a infeccio-
nes respiratorias, uno habia sido prematuro y el resto no
referfa ninglin antecedente resefiable. No se evidenci6 en
ninglin caso exantemas o convulsiones febriles. Precisa-
ron ingreso hospitalario 6 de los 9 pacientes. Las caracte-
risticas clinicas de los nifios hospitalizados y no hospita-
lizados se detallan en las tablas 1y 2.

En todos los pacientes que precisaron hospitalizacion
se objetivo hipoxia en el momento del ingreso (satura-
cion de oxigeno en sangre arterial [SaO,] inferior al 95 %),
con una Sa0, media de 89,5%. El 66% de ellos presenta-
ron fiebre y la duracién media de la estancia hospitalaria
fue de 7,6 dias. El diagnéstico clinico en este grupo fue
bronquiolitis en 3 niflos y bronquitis sibilante en el resto.
Se realiz6 radiografia de torax en todos los casos, y se ob-
jetivo infiltrado pulmonar en uno de ellos. Todos los ni-
fios ingresados eran varones.

Los pacientes con infeccion respiratoria documentada
por VPIH-4 que no precisaron ingreso tenian una edad li-
geramente superior, estaban afebriles y presentaban una
Sa0, superior al 95%. Uno de ellos fue diagnosticado de
bronquiolitis y los 2 restantes de bronquitis sibilante.

DiscusiON

El VPIH-4 se aisl6 por primera vez en la década de los
anos 1950 en un escolar con faringitis y rinitis leve!!. Sin
embargo, a pesar del tiempo transcurrido hasta nuestros
dias, el conocimiento actual de las caracteristicas clinicas
y epidemiologicas de las infecciones asociadas a VPIH-4
es muy escaso. La dificultad que supone la identificacion
de este virus junto con la creencia inicial de que el
VPIH-4 causaba infecciones leves, ha hecho que sea un
virus respiratorio poco buscado en la rutina diagnostica

de la mayoria de los laboratorios de virologia. De hecho,
a pesar de que los estudios de seroprevalencia han mos-
trado que el 50% de los ninos de 6 afios y el 70-90% de
los adultos jovenes tienen anticuerpos frente a VPIH-412,
la infeccién se diagnostica muy infrecuentemente.

El VPIH-4 es el VPIH de crecimiento mas lento y dificil
en cultivo celular. Es un virus muy labil que produce
escaso efecto citopatico y hemadsorcion de aparicion tar-
dia, caracteristicas ambas que dificultan su identifica-
ciéon'3. Ademads, los anticuerpos monoclonales especifi-
cos, necesarios para el aislamiento en cultivo celular,
estan disponibles desde hace pocos anos’, y se han eva-
luado para la deteccién del crecimiento viral en cultivo,
pero no para el diagnostico directo en muestras clinicas.
Nuestro estudio es el primero en abordar el diagndstico
de las infecciones respiratorias por VPIH-4 mediante la
aplicacion de un método de RT-PCR. Probablemente gra-
cias a la utilizacién de esta técnica se ha alcanzado una
elevada tasa de deteccion (13,4 %), mientras que el culti-
vo celular s6lo pudo diagnosticar un episodio de infec-
cion debida a VPIH-4. No es de extranar, por lo tanto,
que mientras que en la serie de Lindquist et al’® se de-
tectaron 13 pacientes con infeccion documentada por
VPIH-4 a lo largo de 6 afos, y en la de Rubin et al” 10 ni-
fios a lo largo de 3 afos, en nuestro estudio se han diag-
nosticado 9 pacientes de infecciéon por VPIH-4 en sé6lo
11 meses.

En las escasas series publicadas de infecciones por
VPIH-4, el porcentaje de éstas con respecto al total de in-
fecciones por VPIH es variable. En todas ellas el diagnos-
tico viroloégico del VPIH-4 se baso en el cultivo celular.
Asi, en la serie de Downham et al* de pacientes pediatri-
cos hospitalizados por infecciones debidas a VPIH, el
VPIH-4 represento el 10,6 % del total. En el estudio Te-
cumseh'¥ de enfermedades respiratorias, una cohorte de
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padres y sus hijos se controlaron durante 72 meses, pre-
sentando el 7% infecciones respiratorias por VPIH-4.
En otras publicaciones mas recientes se detecté VPIH-4 en
menores proporciones (3,8%* y 1,1%" del total de infec-
ciones por VPIH). Como era de esperar, los VPIH-1 y
VPIH-3 fueron los VPIH mas prevalentes en nuestro estu-
dio'®. En cambio, las infecciones por VPIH-4 fueron mis
frecuentes que las producidas por VPIH-2 (10,7 %), virus
este Gltimo incluido en el diagndstico sistematico en mu-
chos laboratorios de virologia. Todos estos datos indican
que hasta ahora las infecciones por VPIH-4 se han infra-
diagnosticado y que probablemente son mucho mas fre-
cuentes de lo que se habia pensado.

La distribucion estacional de los VPIH ha sido similar a
la descrita en la bibliografia: los VPIH-1 y VPIH-2 circula-
ron en los meses del otofio y VPIH-3 fundamentalmente
durante el verano. Diciembre y enero fueron los meses
en los que se diagnosticaron todos los casos de VPIH-4,
de acuerdo con la circulaciéon observada por otros auto-
res’.

Respecto a la repercusion clinica, las primeras referen-
cias de infecciones por VPIH-4 en adultos y en nifios in-
dicaban que se asociaban con infecciones leves de vias
respiratorias superiores!h17. Sin embargo, en los Gltimos
anos se han publicado descripciones de infecciones de
vias respiratorias inferiores graves asociadas a VPIH-4.
Asi, en el primer estudio en el que se examinan las ca-
racteristicas clinicas de las infecciones pediatricas por
VPIH-4, se describen 14 ninos, de los cuales 8 habian
precisado ingreso hospitalario!?. La serie de Downham
et al* estd compuesta por nifios hospitalizados con infec-
ciones de vias respiratorias inferiores. Del mismo modo,
las Gltimas 2 series publicadas de infecciones por VPIH-4
describen pacientes pediatricos con bronquiolitis, neu-
monia y/o distrés respiratorio, que han requerido hospi-
talizacion3’. En una publicacion muy reciente se describe
por primera vez un caso de sepsis viral grave causada por
VPIH-4 en un nifio previamente sano's. Los 9 pacientes
diagnosticados en nuestro centro presentaban infecciones
de vias respiratorias inferiores y 6 de ellos precisaron hos-
pitalizacion con una estancia media de 7,6 dias, similar a
la descrita por Lindquist et al¥ y Rubin et al” en pacientes
infectados por VPIH-4, pero superior a la encontrada por
nuestro grupo en pacientes de similares caracteristicas, in-
gresados con infecciones respiratorias de las vias inferio-
res debidas a distintos virus respiratorios'?. Es decir, las
infecciones ocasionadas por VPIH-4 no s6lo no son tan
infrecuentes como se pensaba, sino que su repercusion
clinica puede llegar a ser al menos tan importante como
la de otros virus respiratorios a los que se ha prestado
mucha mis atencion. Por lo tanto, resulta de gran utilidad
el desarrollo de nuevas técnicas diagnosticas como las
descritas en este estudio, que permitan ampliar el conoci-
miento clinico y epidemioldgico de infecciones relativa-
mente frecuentes pero poco conocidas hasta ahora.
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