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RESUMEN

Introduccién: Las infecciones respiratorias de vias bajas (IRVB) virales estan
asociadas a una elevada morbimortalidad en la poblacidn pediatrica y son la
principal causa de hospitalizacién, especialmente en los menores de 2 afios,
debido a la bronquiolitis por el virus respiratorio sincitial (VRS). Factores genéticos
del virus, factores propios del huésped y ambientales, pueden condicionar la
gravedad de la bronquiolitis por VRS, una enfermedad para la que el Unico
tratamiento recomendado y que ha demostrado eficacia son las medidas de

soporte.

Objetivos y Metodologia: La presente tesis doctoral se ha estructurado a

partir de tres estudios observacionales, retrospectivos y descriptivos en poblacién
pediatrica hospitalizada en el Hospital Infantil Vall d’Hebron de Barcelona. En el
primer estudio hemos podido analizar la estacionalidad, clinica, gravedad y consumo
de recursos sanitarios hospitalarios de las IRVB virales en nifios menores de 16 anos
entre 2012 y 2020, a partir de los datos estructurados disponibles en la historia
clinica electrénica del paciente. En el segundo trabajo, realizado entre las
temporadas 2014-2015 y 2017-2018 hemos estudiado si el subgrupo genético del
VRS es un factor condicionante de la clinica y gravedad de la bronquiolitis en menores
de 24 meses. En el ultimo trabajo, hemos evaluado la adherencia de los clinicos a las
recomendaciones de diagndstico y tratamiento de la bronquiolitis tras la actualizacion

del protocolo del hospital en 2015, basado en las ultimas guias de practica clinica.

Resultados y conclusiones: Los virus con mayor morbilidad por su

prevalencia o gravedad han sido el VRS, los virus de la gripe, el metapneumovirus
humano y el rinovirus. El VRS ha sido el que se asocia a un mayor incremento de la
probabilidad de sufrir una bronquiolitis, el rinovirus de sufrir
sibilancias/agudizaciones asmaticas y los virus de la gripe de sufrir neumonia. El
virus de la gripe A es el que ha causado las hospitalizaciones mas prolongadas vy el

VRS ha sido el principal virus asociado a los ingresos en la unidad de cuidados



intensivos (UCI). Estas enfermedades se han asociado a una elevada ocupacion de
camas de hospitalizacién, tanto convencionales como de criticos, y a un alto
consumo de recursos sanitarios, especialmente durante las temporadas
epidémicas. Las bronquiolitis por VRS-A han tenido una peor evolucién durante la
hospitalizacion en comparaciéon con el VRS-B, evidenciada por una mayor
proporcién de pacientes con escalas de gravedad moderadas-graves al ingreso,
mayor proporcidn de pacientes con estancia hospitalaria y en UCl superior a 7
dias, y mayor proporcién de pacientes que ingresan en UCl y que requieren
ventilacidn mecdnica invasiva. Finalmente, en relacién a la adaptacién de la
prdctica clinica a las recomendaciones del protocolo de bronquiolitis, se ha
evidenciado una reduccion significativa en el uso de salbutamol, adrenalina y
suero salino hipertonico al 3%; la prescripcién de corticoides ha disminuido de
forma no significativa. Asi mismo, ha disminuido de forma significativa la
realizacion de radiografias de torax y la prescripciéon de antibiéticos. Como
preveiamos, estos cambios en la practica clinica no han dado lugar a una peor

evolucién de los pacientes.
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INTRODUCCION

1. CONCEPTOS GENERALES

Las infecciones respiratorias son una causa importante de morbimortalidad en
la poblacién pediatrica. Segin datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en
el afio 2019, m3as de la mitad de las muertes en niflos menores de 5 afios fueron
debidas a enfermedades prevenibles y tratables mediante intervenciones simples. De
estas, la neumonia fue la principal causa de mortalidad en nifios entre los 28 dias y los
5 afios. Sin embargo, la tasa de mortalidad por estas causas es 13 veces menor en
paises desarrollados comparado con los paises de bajos ingresos; aun asi, en ambos
casos, la morbilidad y los costes directos e indirectos de estas enfermedades son
elevados (1-5). En Espafia, segin datos del Ministerio de Sanidad del aifio 2017, la
mayor tasa de mortalidad en poblacidn pediatrica debida a enfermedades del aparato
respiratorio se concentrd en la poblacion entre 5y 14 afios, seguido de los menores de
1 afio (6). En relacidn con la morbilidad global en menores de 5 afos, segun el The
Global Burden of Diseases 2016, en 2016 se produjeron 68,06 millones de infecciones
respiratorias de vias bajas (IRVB) (0,11 casos/nifio/afio) que comportaron 5,13 millones
de hospitalizaciones. Los principales microorganismos implicados en estas infecciones
fueron el Streptococcus pneumoniae, el virus respiratorio sincitial (VRS) y los virus de la
gripe. La desnutricidn infantil fue el factor de riesgo mas relacionado con la
mortalidad, responsable del 57% de las muertes en menores de 5 afios por IRVB (7).
Segun el The Global Burden of Diseases 2017, desde el afio 1990 hasta el afio 2017
disminuyd un 32,4% la incidencia de IRVB en menores de 5 afios, y con ello se observo
una disminucion del 65% en la mortalidad por estas enfermedades. Los principales
factores asociados a la disminucidn en la morbimortalidad fueron la mejoria en la
cobertura vacunal frente a Haemophilus influenzae tipo by a S. pneumoniae y a la

reduccion de la contaminacion ambiental (8).



En la siguiente imagen, adaptada del World health statistics 2019 de la OMS, se

representan las principales causas de muerte en poblacion pediatrica menor de 59

meses a nivel mundial, en la que se evidencia la importancia de las infecciones

respiratorias como principal causa de mortalidad infantil (3).

Post-neonatal (1-59 meses)

Neonatal (0-28 dias)

Infeccion respiratoria Diarrea Otras BramreiurcEe Asfixia
aguda 424 enfermedades 378 perinatal y
653 de declaracidn traumatismos
obligatoria obstétricos
395 610
Accidentes
304 Otras ° c
enfermedades & i)
de declaracion £ % )
no obligatoria § Fo g = SEfpel e ) ) Otras
242 » o enfermedades infecciosas 255
del neonato
Prematuri_| VIH 350
Malaria ek 75 Enf dad Anit =
263 EitamadEdes ||IGS 2g4erme ades congénitas |nfec.c|on .
congénitas respiratoria
191 Asfixia aguda
perinatal 61 155

Imagen 1. Numero de muertes por cada causa (expresada en miles) en nifios menores de 59 meses

(datos a nivel mundial del afio 2017) (3).

En Espaiia, segln el Reporte Anual del Sistema Nacional de Salud Espaiol del

afo 2016, en menores de 15 afios, el principal motivo de consulta en atencién primaria

fueron las a afecciones del aparato respiratorio, con una prevalencia de 1.223,3

casos/1.000 habitantes, siendo las infecciones respiratorias de vias altas (IRVA) las mas

frecuentes en este grupo de edad (9). Entre las IRVB observadas, las mas frecuentes

fueron la bronquitis aguda/bronquiolitis seguidas de las agudizaciones asmaticas (9).

Segun datos del Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social, en 2015 a nivel

espafiol 32.536 nifios de entre 0 y 14 afios diagnosticados de IRVB (bronquitis aguda,




bronquiolitis y neumonia viral, seguin codificacién basada en la clasificacion
internacional de enfermedades) requirieron ingreso hospitalario. En Catalufia esta cifra
fue de 8.155 niflos menores de 14 afios (10).

La bronquiolitis, las sibilancias, las agudizaciones asmaticas y las neumonias
virales son las principales enfermedades virales de vias respiratorias bajas en la
poblaciéon pediatrica (11-13). De estas, la bronquiolitis es la principal causa de
hospitalizacion en menores de 2 afios, y sobre todo en menores de 6 meses, y mas de
la mitad son debidas al VRS (14). Se calcula que la tasa de hospitalizacién anual por
bronquiolitis por VRS en Espafia es de 2.413 casos/100.000 menores de 2 afios y en
Catalufia de 1.419 casos/100.000 menores de 2 afios. Estas hospitalizaciones tienen un
coste medio para el Sistema Nacional de Salud de 2.166 €/caso hospitalizado, con un
coste total anual de 47 millones de euros (5). Este coste es mayor en pacientes con
comorbilidades como las cardiopatias congénitas, la prematuridad o la displasia
broncopulmonar. De todos modos, en la estimacidn de los costes asociados no se
tienen en cuenta el absentismo laboral y la pérdida de productividad de los padres que
deben hacerse cargo de los hijos con enfermedades respiratorias.

La enfermedad respiratoria causada por los virus respiratorios y el consumo de
recursos sanitarios derivado es variable a lo largo del afio, concentrandose sobre todo
durante los meses de invierno, coincidiendo con las epidemias anuales del VRS y de los
virus de la gripe y con una mayor circulacién de otros virus respiratorios (15,16). La
interaccion entre factores ambientales como la humedad vy la polucién, factores virales
y factores del huésped condicionan la estacionalidad de las enfermedades virales
respiratorias y favorecen la exacerbacidn de pacientes pediatricos con afecciones
respiratorias (16—18). Durante la pandemia de SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) la interaccion de estos factores se modifico por la circulacion
de un nuevo virus sumado a las medidas para evitar el contagio, cambiando el patrén

habitual de circulacién de los virus respiratorios (19,20).

A continuacidn, se revisan las principales infecciones virales de vias

respiratorias bajas en pediatria y los principales virus respiratorios que las causan.



2. INFECCIONES VIRALES DE VIAS
RESPIRATORIAS BAJAS

Las infecciones respiratorias virales se pueden clasificar en funcién de la zona
anatdmica afectada en IRVA e IRVB. Las IRVB virales mas frecuentes en el paciente
pediatrico son la bronquiolitis, las sibilancias, las agudizaciones asmaticas y la

neumonia, y son el motivo de estudio de esta tesis doctoral (11-13).

2.1 BRONQUIOLITIS

2.1.1 Conceptos generales

La bronquiolitis es una de las IRVB con mas morbimortalidad a nivel mundial,
siendo la principal causa de hospitalizacion en menores de 24 meses (14). La incidencia
anual aproximada en paises como Espafia es de 16,4 casos por cada 100 nifios
menores de 2 afios y la incidencia de hospitalizacién anual es de 1,2 casos/100 nifios.
La morbilidad es mayor en menores de 6 meses, con una incidencia anual de 24,2
casos/100 nifios menores de 6 meses, siendo el 86% de los nifios que requieren
ingreso menores de esta edad (11).

La bronquiolitis se considera el primer episodio de infeccidn viral de las vias
respiratorias bajas en el paciente pediatrico. A pesar de ser una enfermedad frecuente
y motivo de numerosos estudios, existen controversias en cuanto al limite de edad
para poder diagnosticar a un nifio de bronquiolitis. Algunos autores ponen el limite en
12 meses, mientras que otros lo ponen en 24 meses (21-23).

Los sintomas son inicialmente de resfriado comun, como rinorrea y obstruccion
nasal; entre las 24 horas y los 3 dias, estos sintomas pueden evolucionar y afectar las
vias respiratorias bajas. En la via respiratoria inferior, la infeccion viral produce
inflamacién, edema y necrosis de la pared del bronquiolo que conlleva un aumento de
la produccién de moco. El moco vy los detritus celulares se depositan en la luz del
bronquiolo produciendo obstruccién y en grado variable atrapamiento aéreo y colapso

pulmonar (22,23). Cuando esto ocurre hablamos de bronquiolitis y los sintomas



incluyen tos, dificultad respiratoria y dificultad para una correcta alimentacion, y en la
exploracion respiratoria se auscultan sibilancias y/o crepitantes. En los menores de 6
semanas y en los prematuros las apneas pueden ser un sintoma destacado. Un tercio
de los afectados presentan fiebre. La clinica suele durar unas 2 semanas, aunque se
puede extender hasta las 3 (23,24).

Es una enfermedad con caracter estacional. En Espafia y en general en los
paises de clima templado del hemisferio norte, la epidemia anual se inicia en octubre-
noviembre y finaliza entre marzo y abril, con un pico entre los meses de diciembre y
enero. Esta estacionalidad se correlaciona con la circulacion de los virus causantes de
la bronquiolitis, principalmente el VRS (11).

Se han relacionado con un aumento de la gravedad de la bronquiolitis factores
del huésped como la edad menor de 6 meses, el sexo masculino, la exposicién al humo
del tabaco, el hacinamiento o la ausencia de lactancia materna (25,26). El nacimiento
durante la primera mitad de la epidemia parece también aumentar el riesgo de
bronquiolitis grave, debido a un menor paso transplacentario al feto de anticuerpos
maternos especificos frente al virus, debido a la ausencia de exposicion reciente de la
madre (27,28). Comorbilidades como la prematuridad, las cardiopatias congénitas
hemodindmicamente significativas, las enfermedades pulmonares crénicas como la
displasia broncopulmonar, las inmunodeficiencias y las enfermedades
neuromusculares también se han relacionado con mayor riesgo de bronquiolitis grave
(29,30). A pesar de estos factores de predisposicion a enfermedad grave, mas del 80%
de los pacientes que requieren ingreso por bronquiolitis son nacidos a término y sin

comorbilidades de riesgo (30).

2.1.2 Etiologia

El VRS estd considerado como el principal agente etioldgico causante de la
bronquiolitis. Segun los estudios epidemioldgicos, entre el 50-80% de las bronquiolitis
son debidas a este agente. Otros virus relacionados con la bronquiolitis en menor
frecuencia son el rinovirus (RV), el metapneumovirus humano (hMPV), los coronavirus
humanos (hCoV), el bocavirus humano (hBoV), los virus de la gripe, el adenovirus

humano (hAdV), los virus parainfluenza humanos 1 a 4 (hPIV 1-4) y los enterovirus (EV)



(24,31). EI RV es el principal causante de bronquiolitis fuera de la temporada de
circulacién de VRS. En aproximadamente el 35% de bronquiolitis que requieren
hospitalizacion se codetectan dos o mas virus respiratorios, siendo la codeteccién VRS
con RV la mas frecuente (32). A continuacidn, segun Meissner et al. (24), se enumeran

los virus mas habitualmente relacionados con bronquiolitis:

Virus Especies / Grupo / Genotipo / Linaje Frecuencia
aproximada
VRS Subgrupos Ay B 50-80%
RV Especies A, By C (>100 tipos) 5-25%
hBoV Genotipo 1 12-15%
hPIV 1-4 Especies 1,2,3,4 5-25%
hMPV Subgrupos Ay B 5-10%
hCoV Especies OC43, 229E, NL63, HKU1 5-10%
hAdV Especies A, B,C, D, E, F, G (>50 tipos) 5-10%
Virus de la gripe  Tipos Ay B 1-5%
EV Especies A, B Cy D (>100 tipos) 1-5%

Tabla 1. Virus detectados en muestras nasofaringeas de pacientes hospitalizados con bronquiolitis

(extraido de Meissner et al.) (24).

2.1.3 Guias de practica clinica de la bronquiolitis

El manejo diagndstico-terapéutico de la bronquiolitis es muy variable entre los
diferentes profesionales, probablemente debido a controversias histéricas en cuanto a
la eficacia de los diferentes fdrmacos y a la ausencia de un tratamiento eficaz para
mejorar el prondstico de la enfermedad. Con el objetivo de unificar el manejo de la
bronquiolitis, optimizar la utilizacién de los recursos sanitarios y mejorar la calidad
asistencial, las diferentes sociedades cientificas han elaborado guias de practica clinica
basadas en la evidencia cientifica disponible. Las principales son las guias de la
Academia Americana de Pediatria (AAP), actualizadas en 2014, y las guias del National
Institute for Health and Care Excellence (NICE), publicadas en 2015 (22,33).

Histéricamente, se han utilizado para el tratamiento de la bronquiolitis

farmacos como los corticoides sistémicos o el salbutamol y la adrenalina nebulizados.



Sin embargo, en los ultimos estudios no se han encontrado evidencias para considerar
que estos farmacos sean eficaces para mejorar el prondstico de la bronquiolitis, razén
por la cual las guias previamente mencionadas no recomiendan su utilizacién. Asi
mismo, en estas mismas guias, la realizacidon de exploraciones complementarias esta
limitada a unas indicaciones especificas, ya que el diagndstico de la bronquiolitis es
meramente clinico. Pero a pesar de las recomendaciones algunos estudios demuestran
que las exploraciones complementarias y los farmacos se siguen considerando en el
manejo de la bronquiolitis (34—36).

En los siguientes dos apartados se resumen las recomendaciones diagndstico-

terapéuticas de la bronquiolitis basadas en las guias previamente mencionadas.
2.1.4 Diagndstico

El diagndstico de la bronquiolitis es clinico a partir de la historia clinicay la
exploracion fisica. Las exploraciones complementarias no estan indicadas de rutina

para el diagndstico, pero pueden ser de utilidad para descartar complicaciones.

a) Pulsioximetria

La saturacion de hemoglobina mediante pulsioximetria es un elemento mas en
la valoracién de la gravedad de la bronquiolitis que no se correlaciona con la gravedad
de la dificultad respiratoria. La interpretacion de la saturacién de hemoglobina debe
hacerse teniendo en cuenta la clinica del paciente ya que si no puede aumentar la tasa
de ingresos y la duracion de la estancia hospitalaria (37). En pacientes con bronquiolitis
leve o moderada o en aquellos que no requieren oxigeno suplementario, se
recomienda que la medida de la saturacién de hemoglobina sea discontinua y se
considera un valor mas dentro de la valoracidon global del paciente (23). El registro
continuo puede mostrar resultados irreales debidos a fallos en la monitorizacién y
puede detectar desaturaciones transitorias, habituales en nifos sanos y sin
repercusion clinica. Ademas, en las bronquiolitis sin hipoxemia la evolucion clinica es

similar independientemente de si la monitorizacién es continua o intermitente (38,39).



b) Radiografia de torax

Los hallazgos tipicos en la radiografia de térax de los pacientes con bronquiolitis
son opacidades bronquiales, condensaciones peribronquiales e hiperinsuflacion,
siendo las condensaciones alveolares o atelectasias lobares menos frecuentes (40,41).
Los hallazgos en la radiografia de térax no se correlacionan con la gravedad de la
bronquiolitis. Es por esto, que las guias de practica clinica tan solo recomiendan su
realizacidn en pacientes graves que requieren ingreso en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) o en aquellos con signos de complicacion (por ejemplo neumotadrax)
(22,33). La adaptacion de la practica clinica a estas recomendaciones disminuye la
prescripcidn innecesaria de antibidticos ya que algunos de los hallazgos en la

radiografia de térax se pueden confundir con una neumonia bacteriana (42).

c) Deteccion de virus respiratorios en muestras respiratorias

La deteccidn de virus respiratorios no se recomienda de rutina dentro del
proceso diagndstico de estos pacientes ya que no modifica el manejo clinico.
Unicamente se debe considerar su realizacién previa a la hospitalizacién para facilitar
la cohortizacion de los pacientes (22,33). A nivel epidemiolégico y de salud publica, el
estudio de virus respiratorios en pacientes con bronquiolitis ayuda a monitorizar la

circulacion de los virus respiratorios y su gravedad (43).

d) Analitica de sangre y cultivos bacterianos

La analitica de sangre y los cultivos bacterianos no estan indicados de rutina ya
gue hasta el 30% de las bronquiolitis se presentan con fiebre debida a la infeccidén viral.
Aun asi, las guias no especifican en qué pacientes seria recomendable realizar estas
exploraciones (22,33). Segun estudios previos, se podria considerar la realizacién de
analitica, hemocultivo y sedimento de orina con urocultivo en menores de un mes con
fiebre o en aquellos con clinica compatible con infeccién bacteriana invasiva. El riesgo
de infeccion bacteriana invasiva en nifios entre 1-3 meses con bronquiolitis es
extremadamente bajo, siendo la infeccién de orina la mas habitual (presente en

aproximadamente el 1% de los casos). En menores de un mes el riesgo de infeccion



bacteriana podria ser similar a aquellos con fiebre sin bronquiolitis (22,33). El
sedimento de orina con urocultivo se deberia considerar también en menores de 3

meses con fiebre (22,33).

2.1.5 Escalas de gravedad de la bronquiolitis

El tratamiento de la bronquiolitis se basa en medidas de soporte que se
adaptan a la situacién clinica del paciente a lo largo de la enfermedad. Para poder
determinar la gravedad clinica en el momento de la valoracion, la probabilidad de
empeoramiento y el efecto de las medidas terapéuticas aplicadas se han propuesto
varias escalas de gravedad.

Las escalas de valoracién de la bronquiolitis incluyen datos subjetivos de la
exploracion fisica (sibilancias, crepitantes, retracciones, utilizacion de musculatura
accesoria, etc.) y datos objetivos como la medida de la saturacion de hemoglobina, la
frecuencia cardiaca y la frecuencia respiratoria (44). Las escalas de gravedad han de ser
validadas demostrando ser Utiles en la practica clinica. De todas las escalas propuestas
solo unas pocas han estado correctamente validadas (44—46). No existen
recomendaciones sobre cual es la escala que mejor permite evaluar la gravedad del
paciente con bronquiolitis, y en las guias de practica clinica no se incluyen las escalas

de gravedad dentro de la valoracion de la bronquiolitis.

2.1.6 Tratamiento

A pesar de ser la bronquiolitis una enfermedad muy prevalente en poblacién
infantil, con elevada morbimortalidad y coste sanitario, no existe en estos momentos
una vacuna ni un tratamiento antiviral eficaces frente al principal agente etioldgico
(VRS). El unico tratamiento preventivo aprobado y comercializado es el palivizumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado indicado como inmunoprofilaxis pasiva en los
pacientes menores de 2 afios con mayor riesgo de infeccidn grave por VRS, como son
los recién nacidos pretérmino y los pacientes con neumopatias crénicas o cardiopatias

hemodindmicamente significativas (24,47).
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Actualmente, estan en diferentes fases de ensayo clinico anticuerpos
monoclonales, vacunas y antivirales desarrollados para tratar o prevenir la
bronquiolitis por VRS, uno de los cuales ya ha sido aprobado por la Agencia Europea
del Medicamento (48,49). Ante la ausencia de una opcion terapéutica eficaz, el Unico
tratamiento indicado en estos momentos es el de soporte. A continuacidn, se exponen

las principales opciones terapéuticas utilizadas y la evidencia al respecto.

a) Tratamiento de soporte

1. Hidratacion

Es habitual que los pacientes con bronquiolitis presenten dificultades en Ia
ingesta debido a la obstruccidn nasal y a la dificultad respiratoria. Es fundamental
controlar la ingesta para mantener un correcto estado de hidratacion. Si la via oral
es insuficiente para mantener una correcta hidratacién, la alimentacién se puede
administrar por via enteral mediante sonda nasogdstrica u orogdstrica o bien via
parenteral, con sueroterapia isotdénica para disminuir el riesgo de hiponatremia. La
guia NICE (2015) recomienda la sueroterapia en pacientes que no toleran la via
naso u orogastrica o bien en aquellos con fallo respiratorio inminente (22). Las
guias de la AAP (2014) no especifican recomendaciones para cada una de las vias
de hidratacién, pero recomiendan la alimentacién via enteral o mediante
sueroterapia endovenosa en todo paciente con una ingesta oral insuficiente para

mantener el estado de hidratacién (33).

2. Oxigeno

El oxigeno es uno de los pilares del tratamiento de la bronquiolitis.
Respecto al limite de saturacion de hemoglobina a partir del cual iniciar
oxigenoterapia, las guias de la AAP (2014) recomiendan administrar oxigeno
suplementario si la saturacidn de hemoglobina mediante pulsioximetria se
mantiene por debajo del 90%, mientras que las guias NICE (2015) lo recomiendan si
la saturacion esta por debajo del 92% (22,33). Existen varias formas de administrar

el oxigeno, en funcidon de la gravedad del paciente: oxigeno en bajos flujos, oxigeno
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b)

mediante canulas nasales de alto flujo, ventilacion mecanica no invasiva y

ventilacidn mecanica invasiva.

3. Aspiracion de secreciones nasales

La obstruccidon nasal por secreciones puede empeorar la dificultad
respiratoria en la bronquiolitis y la limpieza nasal puede proporcionar un alivio
transitorio. Esta no estd indicada de forma rutinaria, pero se puede valorar en
pacientes donde la obstruccién nasal por secreciones dificulta la alimentacién o

empeora la dificultad respiratoria (22,33).

4. Fisioterapia respiratoria

No se ha demostrado que la fisioterapia respiratoria mejore el prondstico
de los pacientes con bronquiolitis. Es por esto que las guias de la AAP (2014) no la
recomiendan en ningln caso, mientras que las guias de la NICE (2015) tan solo la
recomiendan en pacientes con comorbilidades como atrofia muscular espinal

(22,33).
Tratamiento farmacoldgico

1. Agonistas 62 adrenérgicos nebulizados (Salbutamol)

Por su efecto broncodilatador y potencial beneficio en el tratamiento de la
bronquiolitis, los agonistas B2 adrenérgicos nebulizados han sido una opcién
terapéutica utilizada, aunque no han demostrado mejorar el prondstico de la
enfermedad. En algunos estudios se ha observado una mejoria leve en las escalas
de gravedad clinica, pero esta mejoria es transitoria y no modifica la evolucién de
la bronquiolitis. Comparado con placebo, el salbutamol administrado en el
paciente hospitalizado con bronquiolitis no disminuye la estancia hospitalaria; en el
paciente ambulatorio no disminuye la tasa de hospitalizacidon, no mejora la
oxigenacion ni disminuye el tiempo hasta la resolucién de la clinica (50). La
ausencia de beneficios clinicamente significativos sumados a los efectos
secundarios de la medicacion (taquicardia, temblores, etc.) hace que las ultimas
guias de practica clinica no recomienden el salbutamol como tratamiento de la

bronquiolitis (22,33).



2. Adrenalina nebulizada

La adrenalina es un agonista de los receptores a y B adrenérgicos. Su
administracion nebulizada en pacientes hospitalizados con bronquiolitis no ha
demostrado modificar la evolucion de la enfermedad ni disminuir la estancia
hospitalaria. En el paciente ambulatorio, comparado con placebo, la adrenalina
nebulizada parece disminuir la tasa de ingreso hospitalario el primer dia de
administracion, pero este beneficio no se mantiene durante el curso de la
enfermedad cuando es revalorado a los 7 dias de tratamiento. Comparado con
salbutamol, en el paciente ambulatorio este beneficio no se ha podido confirmar
(51). La ausencia de beneficio demostrado en el paciente hospitalizado y el
beneficio leve en el paciente ambulatorio, sumados a la dificultad de |a
administracion en domicilio hace que las Ultimas guias no recomienden la

adrenalina nebulizada como tratamiento para la bronquiolitis (22,33).

3. Corticoides

Igual que los agonistas B2 adrenérgicos y la adrenalina, los estudios
realizados para evaluar la efectividad de los corticoides (sistémicos o inhalados) no
han demostrado beneficio comparado con placebo y es un tratamiento que
tampoco se recomienda en las ultimas guias (22,33). En el paciente hospitalizado,
no disminuyen la estancia hospitalaria y en el paciente ambulatorio no disminuyen
la tasa de hospitalizacion. Otras variables estudiadas en el paciente no
hospitalizado como la modificacién en las escalas clinicas de gravedad, la duracidn
de la sintomatologia, la disminucidn de la tasa de hospitalizacién en los dias 1y 7
de tratamiento tampoco han demostrado diferencias significativas respecto al

placebo (52).

4, Suero salino hipertonico al 3% nebulizado

La indicacion del suero salino hiperténico al 3% (SSH3) nebulizado en la
bronquiolitis se ha basado en los teéricos efectos sobre la mucosa respiratoria
disminuyendo el edema, mejorando la viscosidad y la elasticidad de las
secreciones, y favoreciendo el aclaramiento mucociliar (53). Los resultados de los

primeros estudios realizados en pacientes con clinica leve-moderada demostraban
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una disminucion en las escalas de gravedad en el paciente hospitalizado y
ambulatorio y de la estancia hospitalaria en los pacientes que estaban
hospitalizados durante 3 o mas dias (54). Debido a este potencial beneficio, las
guias de la AAP (2014) recomiendan la administracion de SSH3 nebulizado en el
paciente hospitalizado con bronquiolitis, pero no en el paciente atendido en
urgencias que no cumple criterios de ingreso (33). Metaanalisis posteriores,
confirmaron que el SSH3 en el paciente hospitalizado disminuia la estancia
hospitalaria entre 0,41 y 0,45 dias, una disminucién clinicamente poco significativa
(55,56). Aunque un re-analisis de uno de los metaanalisis no demostré este
beneficio en la disminucién de la estancia hospitalaria (57). Debido al poco
beneficio demostrado del SSH3 nebulizado, las guias NICE (2015) no lo

recomiendan como tratamiento de la bronquiolitis (22).

5. Antibidticos

Los antibidticos solo estan indicados en casos de coinfeccién bacteriana
confirmada o elevada sospecha de la misma. La bronquiolitis es una infeccién
virica, y como tal puede acompanarse de fiebre sin que esto indique infeccién
bacteriana concomitante. En neonatos, el riesgo de infeccién bacteriana es similar
a aquellos recién nacidos con fiebre sin foco y en estos hay que valorar la
necesidad de realizar cultivos e iniciar antibioterapia empirica. En lactantes en
cambio, el riesgo parece mucho menor comparado con nifios de la misma edad con
fiebre sin foco (33). Las infecciones bacterianas mas habituales que hay que tener
en cuenta en estos pacientes y que pueden justificar iniciar tratamiento antibidtico
son la infeccion de orina, la otitis media aguda y la neumonia bacteriana (33). La
otitis media aguda estd presente en hasta el 50-60% de los nifios con bronquiolitis,
siendo clinicamente dificil de diferenciar la causa virica de la bacteriana y solo la
timpanoplastia con cultivo de la secrecidn del oido medio permitiria diferenciarlo
(33). Finalmente, la neumonia bacteriana asociada a bronquiolitis es un reto
diagndstico ya que como se ha comentado previamente, algunos hallazgos en la
radiografia de tdrax de una bronquiolitis se pueden confundir con una neumonia

bacteriana, aumentando el uso injustificado de antibidticos. Los reactantes de fase
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aguda en sangre pueden ayudar a diferenciar la causa virica de la bacteriana en

casos de duda diagndstica (33).

2.2 NEUMONIA VIRAL

2.2.1 Conceptos generales

Segln datos de la OMS, cada afio se diagnostican en todo el mundo 450
millones de casos de neumonia y 4 millones de personas mueren por este motivo,
sobre todo en paises de bajos ingresos. En los paises de altos ingresos, se diagnostican
anualmente unos 5 millones de casos de neumonia, siendo la mortalidad en estos
paises excepcional. Por edades, la mayor incidencia se concentra en los menores de 5
afios y en los mayores de 75 (12).

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) se define por una infeccién
aguda de la via respiratoria inferior con una duracién inferior a 14 dias o iniciada los
ultimos 14 dias, adquirida en la comunidad, y que se manifiesta con tos y/o dificultad
respiratoria y evidencia de nuevo infiltrado pulmonar en la radiografia de térax. La
etiologia puede ser virica o bacteriana, siendo la causa viral la mas frecuente en
menores de 2 afios (58).

En lactantes, diferenciar clinicamente una bronquiolitis de una neumonia viral
puede ser dificil y los hallazgos radiolégicos se pueden confundir. A nivel radioldgico,
los engrosamientos peribronquiales y las areas de multiples atelectasias y/o infiltrados
parcheados de pequeiio tamafio, excepto si se acompafian de derrame pleural, son
mas sugestivos de bronquiolitis que de neumonia (58). En zonas con recursos limitados
e imposibilidad de realizar radiografias de torax, la OMS propone el diagnéstico
probable de NAC en lactantes y nifios con fiebre, tos, rechazo de la alimentacién y/o

dificultad respiratoria (59).
2.2.2 Etiologia

La introduccidn de las técnicas moleculares en el diagndstico viroldgico ha

permitido mejorar el conocimiento de |a etiologia de las NAC. Probablemente, antes
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de la utilizacién de las técnicas moleculares, la incidencia de NAC virales habria sido

infravalorada, debido a la menor sensibilidad de las pruebas microbiolégicas,

principalmente basadas en métodos antigénicos, y a un menor abanico de virus

respiratorios que podian ser detectados (12).

La prevalencia de infeccién viral en pacientes con NAC oscila entre el 43 y el

67% (12). Aproximadamente, una treintena de virus se han relacionado con NAC

virales, los mas frecuentes se resumen en la siguiente tabla extraida de Ruuskanen et

al. (12):

Virus Especies / Grupo / Incidencia NAC
Genotipo / Linaje Niios Adultos

RV Especies A,ByC 18% 6%
(>100 tipos)

VRS Subgrupos Ay B 11% 3%

Virus de la gripe TiposAyB 10% 8%

hPIV 1-4 Especies 1,2, 3,4 8% 2%

hMPV Subgrupos Ay B 8% 1%

EV EspeciesA,BCyD 7% -
(>100 tipos)

hCoV Especies OC43, 7% 5%
229E, NL63, KU1

hAdV Tipos 7, 14, 16 3% 2%

hBoV Genotipo 1 5% <1%

Tabla 2. Principales virus implicados en NAC virales e incidencia en funcidn de la edad (extraido de

Ruuskanen et al.) (12).

2.2.3 Diagndstico

Una historia clinica y una exploracidn fisica compatibles junto a la aparicién de

una condensacion en la radiografia de torax permiten confirmar el diagndstico de NAC.

Los infiltrados alveolares se han asociado con mayor frecuencia a infecciones

bacterianas, por el contrario, los infiltrados intersticiales sugieren infeccion viral. Aun
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asi, esta asociacion no siempre se cumple y las coinfecciones virus-bacteria pueden
producir diferentes patrones radioldgicos (12).

Poder distinguir entre etiologia virica y bacteriana permite evitar el uso
innecesario de antibidticos y anticiparse a las posibles complicaciones. Los
biomarcadores en sangre y los estudios microbiolégicos nos pueden ayudar a hacer la
aproximacion diagndstica, aunque los estudios microbiolégicos tienen un rendimiento
variable en funcién de la muestra (58). La utilidad de la proteina C reactiva (PCR) y la
procalcitonina (PCT) es limitada y no estan definidos los puntos de corte a partir de los
cuales poder diferenciar entre etiologia virica y bacteriana. Aun asi, la PCR y la PCT son
biomarcadores de utilidad para predecir la gravedad de la NAC y hacer el seguimiento
de los pacientes con NAC graves (60,61). Otros resultado de laboratorio, como la cifra
de leucocitos, neutrdfilos o el valor de la velocidad de sedimentacion globular no son
marcadores Utiles ya que los valores son similares para ambas etiologias (60).

La suma de los hallazgos clinicos y en las exploraciones complementarias, junto
con la edad del paciente y el contexto epidemiolégico en el momento del inicio de los
sintomas, pueden ayudar a hacer una orientacién etioldgica. Las variables que nos

sugieren una u otra etiologia se especifican en la siguiente tabla (12):

Sugestiva de etiologia Sugestiva de etiologia
viral bacteriana

Edad <5 afios Adultos

Situacion epidémica Coincidiendo con la

epidemia de los
principales virus

respiratorios

Inicio de los sintomas Insidioso Rapido
Sintomas mas Rinitis, sibilancias Fiebre elevada, taquipnea
frecuentes

Biomarcadores

Leucocitos <10x10E?%/L >15x10E°%/L
PCR <2 mg/dL >6 mg/dL
PCT <0,1 pg/L >0,5 pg/L
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Radiografia de torax Infiltrados intersticiales, Infiltrados alveolares
afectacion bilateral
Respuesta al No respuesta Rapida respuesta
antibiodtico
Tabla 3. Variables que pueden ayudar a diferenciar la etiologia de la NAC entre virica y bacteriana

(extraido de Ruuskanen et al.) (12).

2.2.4 Tratamiento

El tratamiento de la NAC viral es en general de soporte. La dificultad para
disponer de medios para poder confirmar microbioldgicamente la NAC viral y la
posibilidad de coinfeccidn virus-bacteria son factores que pueden facilitar la
prescripcién de antibidticos en estos pacientes. Aun asi, algunos estudios sugieren que
en NAC de probable origen viral (resultados de muestras respiratorias positivas a uno o
mas virus, diagndstico en los meses de mayor circulacion de los virus respiratorios,
resultado de los biomarcadores compatible, etc.) podria no administrarse tratamiento
antibiotico, sobre todo si los sintomas son leves-moderados (12,62).

El tratamiento dirigido esta disponible principalmente para la NAC por los virus
de la gripe. Los inhibidores de la neuraminidasa —oseltamivir, zanamivir y peramavir-
han demostrado disminuir la duracién de los sintomas si se administran de forma

precoz, entre las 24 y 72 horas del inicio de los sintomas (12).

2.3 SIBILANCIAS AGUDAS Y AGUDIZACIONES
ASMATICAS

Las sibilancias agudas son episodios de obstruccion reversible de la via
respiratoria inferior que se manifiestan con dificultad en la espiracidn, sibilancias y
disnea. Las sibilancias agudas se presentan durante la edad infantil y se calcula que el
30-50% de los nifios presentaran como minimo un episodio antes de la edad escolary
de estos, el 30-40% presentara episodios recurrentes. La etiologia en la mayoria de los

casos es virica. Los pacientes con antecedente de bronquiolitis o sibilancias agudas por
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VRS o RV tienen mayor riesgo de presentar sibilancias recurrentes los primeros afios de
vida (13,63,64).

Segln el fenotipo y la historia natural se pueden dividir los episodios de
sibilancias en: transitorias de inicio precoz, persistentes y de inicio tardio. Estos dos
ultimos fenotipos pueden estar asociados con sensibilizacidon y asma (13,63).

A continuacidn, se especifican los virus causantes de sibilancias agudas por

orden de frecuencia (extraido de Coverstone et al.) (65).

Virus Frecuencia (%)
RV 28-76%

VRS 16-29%

EV 4-27%

hBoV 5-18%

hPIV 1-4 8-9%

hMPV 3-6%

hAdV 3-7%

hCoV 2-5%

Virus de la gripe 2-4%

Tabla 4. Frecuencia de cada virus detectado en sibilancias agudas en nifios (extraido de Coverstone et

al.) (65).

Por su parte, el asma es la enfermedad crénica mas frecuente a nivel mundial
con una prevalencia en nuestra drea geografica del 10% (66). Se caracteriza por
inflamacidn e hiperreactividad del bronquio y se presenta con sintomas recurrentes
secundarios a la obstruccidn reversible de la via aérea inferior. La inflamacién crénica y
la lesion del epitelio de la via respiratoria aumentan la susceptibilidad de la via aérea a
factores como los virus o los alérgenos, causando las agudizaciones asmaticas (13,67).

El antecedente de infecciones respiratorias virales puede favorecer la aparicién
de asma. La interaccion entre los factores de virulencia del virus, los factores del
huésped y los factores ambientales determina el riesgo de desarrollar asma. Los dos
virus que mas se han relacionado con la apariciéon de asma son el VRS y el RV. Haber
sufrido sibilancias agudas por RV en la etapa mas temprana de la infancia aumenta el

riesgo de asma hasta siete veces comparado con VRS, sobre todo en pacientes con
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antecedentes de atopia en los progenitores (13). Ademas de favorecer la aparicion de
asma, el RV y el VRS son los virus mas prevalentes en muestras respiratorias de
pacientes con agudizaciones asmaticas, aunque otros virus respiratorios también

pueden desencadenar agudizaciones asmaticas (65).

3. VIRUS RESPIRATORIOS

Las infecciones respiratorias virales han afectado a la humanidad durante
siglos. Durante el siglo XX la investigacion permitio identificar por primera vez algunos
de los agentes causantes de estas infecciones a partir de su aislamiento en cultivos
celulares. Dentro de estos primeros virus descritos encontramos los virus de la gripe,
hAdV, hCoV, hPIV, VRS y RV. Sin embargo, el desarrollo de nuevas pruebas de
laboratorio basadas en técnicas moleculares, como la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa reversa a tiempo real (RT-PCR), ha permitido detectar
nuevos virus respiratorios capaces de producir enfermedad en humanos (hMPV, hBoV
y nuevas especies de hCoV). Las técnicas de diagndstico molecular, al ser mas sensibles
que las clasicamente utilizadas y con capacidad para multiplexar, permiten estudiar
mejor la epidemiologia de las infecciones virales. Ademas, la secuenciacién ha
supuesto un paso adelante no solo para poder identificar estos virus respiratorios, sino
también para poder conocer las caracteristicas genéticas de los diferentes virus
respiratorios y monitorizar su evolucién.

Segln las caracteristicas genéticas y antigénicas, un mismo virus se puede
clasificar en diferentes especies, subtipos, genotipos o linajes. El estudio de esta
diversidad genética / antigénica de los virus respiratorios, junto a las caracteristicas del
huésped y a los factores ambientales, pueden ayudar a explicar las diferencias
epidemioldgicas, clinicas y en la gravedad de la enfermedad por un mismo virus en
diferentes huéspedes y a facilitar la gestidn de los recursos sanitarios. Adquirir
conocimiento sobre esta diversidad a nivel genético de los virus en circulacion,
también permite estudiar posibles dianas terapéuticas (antivirales) o de prevencién
(vacunas o anticuerpos monoclonales) (68,69). Ademas, disponer de datos

actualizados de la morbimortalidad asociada permitird comprobar el efecto
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beneficioso de estas terapias y profilaxis en desarrollo una vez se apliquen a la
poblacion.

Hasta la fecha, los virus respiratorios mas estudiados en la poblaciéon pedidatrica
han sido: VRS, virus de la gripe, RV, hAdV, hCoV, hBoV, hMPV, EV y hPIV 1-4. El VRS, los
virus de la gripe, los hPIV 1-4, el hMPV y el RV son los virus respiratorios que mas se
han asociado a IRVB en menores de 5 afios (70). En la siguiente tabla (adaptada de
Calvo et al.) se muestran los virus detectados en muestras respiratorias de pacientes
pedidtricos menores de 14 afios hospitalizados por infecciones respiratorias virales

confirmadas (total y en monoinfeccién) (71):

Virus Total (%) Monoinfeccion (%)
VRS 26,9% 31,6%

RV 29% 29,6%

hAdV 9,3% 6,6%

hPIV 1-4 8,4% 8,5%

hBoV 7,9% 3,1%

hMPV 6,8% 8,3%

Virus de la gripe 6,8% 10,2%

EV 2,5% 1,5%

hCoV 2,3% 1,5%

Tabla 5. Frecuencia de deteccion (total y en monoinfeccion) de los diferentes virus respiratorios en
muestras respiratorias de poblacién pediatrica menor de 14 afios hospitalizada (extraido de Calvo et al.)

(71).

A continuacidén, se resumen las caracteristicas viroldgicas y clinicas de los virus

respiratorios mas prevalentes descritos hasta ahora.

3.1 VIRUS DE LA GRIPE

3.1.1 Caracteristicas

Los virus de la gripe son virus (grupo V de Baltimore) con un genoma de acido

ribonucleico (ARN), segmentado, monocatenario, y polaridad negativa, con una
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envuelta lipidica. Pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y se clasifican en tres tipos
gripales capaces de producir enfermedad en humanos (A, By C) (72). Los virus de la
gripe Ay B son los responsables de las epidemias de gripe anuales mientras que el
virus de la gripe C causa enfermedad leve-moderada y se detecta de forma esporadica.
Ademas de las epidemias anuales, algunos subtipos del virus de la gripe A han sido
causa de pandemias mundiales en las que a partir de un fendmeno de reordenamiento
del virus en reservorios animales, este ha podido infectar a seres humanos y mantener
de forma sostenida la transmisién persona a persona (72). Los virus de la gripe A se
clasifican en subtipos segun las caracteristicas antigénicas de las dos glicoproteinas de
la envuelta, la hemaglutinina (H1-H18) y la neuraminidasa (N1-N11). Por otro lado, los
virus de la gripe B se clasifican en dos linajes (Yamagata y Victoria), genética 'y

antigénicamente diferentes, ambos capaces de producir enfermedad en humanos (72).
3.1.2 Epidemiologia

Los virus de la gripe producen epidemias durante los meses de invierno con un
pico de incidencia en nuestra area geografica, hasta la pandemia de SARS-CoV-2,
durante el mes de enero. Segun estudios epidemiolégicos, en 2018 a nivel mundial los
virus de la gripe infectaron a 109,5 millones de niflos menores de 5 afios, causaron
10,1 millones de casos de IRVB y de estos, 0,87 millones requirieron hospitalizacidn, de
los cuales 34.800 fallecieron. Aproximadamente, el 7% de todas las IRVB en menores
de 5 aios son debidas a estos virus de la gripe estacionales, siendo responsables del
5% de las hospitalizaciones y del 4% de los fallecimientos por esta causa. Sin embargo,
es importante destacar que la morbimortalidad es mayor en nifios menores de 6
meses y en paises con bajos recursos socioecondmicos (16,73).

Los nifios menores de 5 afios, y sobre todo los menores de 2, y aquellos con
comorbilidades como neumopatias crénicas, cardiopatias hemodindmicamente
significativas o enfermedades neuromusculares presentan mayor morbimortalidad a la

infeccidn por los virus de la gripe (72).
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3.1.3 Clinica

El espectro clinico de la infeccidn por los virus de la gripe puede ser muy
variado, desde una infeccién asintomatica hasta sintomas graves que requieren de
hospitalizacidn y soporte respiratorio. El periodo de incubacion es de 1-2 dias, tras el
cual se inician los sintomas, habitualmente con fiebre. La fiebre en el paciente
pediatrico puede presentarse como una fiebre sin foco o convulsiones febriles. A nivel
respiratorio, la clinica puede limitarse a la via respiratoria superior con tos, mucosidad
nasal y odinofagia o afectar la laringe produciendo laringitis aguda. La afectacién de la
via respiratoria inferior puede producir neumonia primaria (por el propio virus) o
secundaria (por coinfeccién con bacterias como S. pneumoniae, Staphylococcus aureus
o H. influenzae, entre otros), bronquiolitis, sibilancias agudas o agudizaciones
asmaticas (72). Durante la epidemia anual, hasta un 20% de las sibilancias agudas
recurrentes o de las crisis asmaticas en nifios son desencadenadas por los virus de la
gripe. Aun asi, no parece que la infecciéon a edades tempranas por este virus favorezca
la aparicion posterior de sibilancias recurrentes o asma (65).

Dentro de los sintomas no respiratorios mas frecuentes se incluye la miositis y
la rabdomidlisis, sintomas cardiacos como la pericarditis o la miocarditis y sintomas
neuroldgicos como encefalomielitis, mielitis transversa o sindrome de Guillain-Barré
(72).

Estudios previos han comparado la gravedad de los virus de la gripe Ay B sin

encontrarse diferencias significativas (74).

3.2 VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

3.2.1 Caracteristicas

El VRS fue descrito por primera vez hace mas de 50 afios. Es un virus del género
Orthopneumovirus, familia Pneumoviridae, orden Mononegavirales. Estructuralmente,
es un virus (grupo V de Baltimore) con un genoma lineal de ARN, monocatenarioy
polaridad negativa, con envuelta lipidica. EI ARN viral codifica, entre otras, las

proteinas necesarias para la replicacion viral (la fosfoproteina y la polimerasa),
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proteinas no estructurales implicadas en la evasion de la respuesta inmunitaria innata
(NS-1 y NS-2) y las glicoproteinas transmembrana expuestas al exterior (proteina F,
proteina G y proteina SH). La proteina G es la proteina de unidn al receptor de las
células de la via respiratoria e induce la respuesta inmunitaria adquirida en el huésped;
la proteina F o de fusion permite al virus liberar el material genético en el interior de
las células infectadas después de un cambio de conformacidn; y la proteina SH
funciona como un canal de iones (75,76).

Durante la replicacién, el VRS acumula de forma progresiva mutaciones
genéticas en su genoma debido a que la ARN polimerasa ARN dependiente no dispone
capacidad de correccién de errores (o proofreading) (76). Entre las diferentes
proteinas virales, la proteina G es la mas variable, y es por esta mayor variabilidad que
se utiliza para la clasificacion filogenética del virus a partir de la secuenciacidn parcial o
completa de su regidn codificante (76). Existen dos subgrupos genéticay
antigénicamente diferentes, VRS-A y VRS-B, que a su vez se clasifican en diferentes
genotipos o subgenotipos (77). Hasta el momento se han descrito 15 genotipos de
VRS-A y 28 de VRS-B, aunque esta clasificacion estad en constante revision y pendiente

de estandarizar su nomenclatura (78).

3.2.2 Epidemiologia

El VRS es un virus con una circulacion estacional en nuestro medio, que se inicia en
otofio y finaliza en primavera con un pico de circulacién en invierno, entre las semanas
50y 53. El pico de incidencia de VRS precede aproximadamente un mes al pico
epidémico de los virus de la gripe (15,78). La cocirculacién de ambos subgrupos de VRS
(A'y B), y los respectivos genotipos, es variable entre temporadas epidémicas. Segun
datos de Catalufia, entre 2013 y 2020 el VRS-B predominé en todas las temporadas
menos la 2015-2016 y la 2019-2020 (79). A nivel de genotipos de VRS-A, a partir de la
temporada 2010-2011 el genotipo predominante hasta entonces, el NA1, fue
sustituido por el ON1. En cuanto al VRS-B el 91% de los virus caracterizados entre 2013
y 2018 pertenecieron al genotipo BA9, y el resto, a los genotipos BA13 (6%) y BA10
(3%) (78).
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El VRS es el principal virus relacionado con las IRVB en nifios. Se calcula que a
los 2 afos de edad todos los nifios se han infectado por este virus y un 2% de estos
individuos ha requerido hospitalizacién (76). Anualmente, en menores de 5 afios el VRS
es el causante a nivel mundial de 33 millones de IRVB que comportan 3,6 millones de
hospitalizaciones y 26.300 fallecimientos. La morbimortalidad se concentra en
menores de 6 meses y en paises de ingresos medios-bajos (14). A nivel espafiol, la
incidencia anual de hospitalizaciones por VRS es de 1.072 casos/100.000 menores de 5
afios y de 2.413 casos/100.000 menores de 2 afios con una mortalidad de 1,47

casos/100.000 menores de 5 afios y 3,4 casos/100.000 menores de 2 afios (5).

3.2.3 Clinica

El VRS se transmite de forma directa a partir de la inhalacidn de gotas
respiratorias o de forma indirecta por contacto con objetos contaminados por estas
secreciones respiratorias. Una vez infecta el epitelio respiratorio del huésped, se inicia
la replicacion viral, alcanzando una elevada carga viral en la mucosa de la nasofaringe,
pudiéndose diseminar entonces a todo el tracto respiratorio. La infeccién por VRS
puede ser clinicamente asintomatica, leve en forma de resfriado, o grave con
afectacidn de la via respiratoria inferior. La primoinfeccidén antes de los 2 afios es mas
frecuente que sea sintomatica, afectando la via respiratoria inferior en forma de
bronquiolitis y en los menores de 6 semanas puede presentarse con apneas. Las
reinfecciones en nifnos mayores y adultos suelen ser leves o moderadas con clinica de
IRVA, sibilancias agudas, agudizaciones asmaticas o neumonia (80,81).

Factores del huésped como la edad o la presencia de enfermedades crénicas
como las cardiopatias congénitas, la prematuridad, la displasia broncopulmonar o las
inmunodeficiencias, aumentan el riesgo de sufrir una enfermedad grave por VRS (24).
Factores virales como el genotipo o tipo genético, o algunos marcadores genéticos
asociados virulencia, también podrian afectar a la gravedad. Pero los resultados no son
concluyentes para esta asociacion de subgrupo genético y gravedad. Muchos estudios
apuntan a que el VRS-A produce patologia respiratoria de mayor gravedad que el VRS-
B, requiriendo los pacientes mayor estancia en UCI (82). En nifios prematuros, el VRS-A

se relaciona con la mayoria de ingresos en UCI (83). Aunque otros estudios no han
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encontrado diferencias en la gravedad (84—86), y en uno, los pacientes infectados por
VRS-B requirieron con mas frecuencia oxigeno comparado con el genotipo ON1 de
VRS-A (87). Comparando la gravedad de los genotipos de VRS-A, NA1 y ON1, parece
que el NA1 es mas grave, afectando a pacientes de menor edad, se presenta mas
habitualmente con clinica de vias respiratorias bajas y la tasa de hospitalizacién es
mayor (85,86,88). Sin embargo, estos estudios se tienen que ir actualizando teniendo
en cuenta el predominio los Ultimos afos de los genotipos ON-1y BA, y que este virus

respiratorio evoluciona temporada a temporada a nivel molecular.

3.3 METAPNEUMOVIRUS HUMANO

3.3.1 Caracteristicas

Fue descrito por primera vez en 2001 por cientificos holandeses, aunque datos
seroepidemioldgicos apuntan a que el hMPV ha circulado entre humanos desde hace
mas de 6 décadas. EIl hMPV es un virus del género Metapneumovirus, familia
Pneumoviridae, orden Mononegavirales. Estructuralmente, es un virus (grupo V de
Baltimore) con envuelta, y con un genoma lineal de ARN, monocatenario y polaridad
negativa que codifica 9 proteinas virales. De forma similar al VRS, en la envuelta viral
encontramos 3 proteinas, la proteina F o de fusion, la proteina SH y la proteina G
encargada del anclaje a las células del huésped. La F es una proteina muy conservada,
la proteina G, en cambio, es muy variable y poco inmundgena. A partir de las
diferencias en la proteina G, se distinguen dos subgrupos genéticos de hMPV (Ay B)
que a su vez se clasifican en diferentes subgenotipos (A1, A2 [dividido en linajes y

sublinajes, A2a, A2b1, A2b2 y A2c], B1 y B2 [dividido en dos linajes, B2a y B2b]) (89,90).
3.3.2 Epidemiologia

El hMPV produce anualmente a nivel mundial 11,1 millones de casos de IRVB
en menores de 5 afios (8% de todas las IRVB en este grupo de edad) que implican

502.000 ingresos hospitalarios y 11.300 fallecimientos. En menores de 5 afios, entre el
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3-10% de las hospitalizaciones por IRVB son debidas al hMPV. La morbimortalidad es
mayor en menores de 12 meses y en paises con bajos ingresos (91).

La circulacion en nuestra area geografica ocurre entre finales de invierno y
primavera con un pico maximo entre febrero y mayo (92). Los diferentes genotipos,
subgenotipos y linajes cocirculan durante la misma temporada y en diferentes dreas
geograficas. Hasta en un 30-40% de los casos se encuentra en codeteccion con otros

virus respiratorios, los mas habituales son RV, hAdV y hBoV (93,94).

3.3.3 Clinica

El hMPV produce sintomas de IRVA e IRVB a todas las edades, siendo la
poblacién pedidtrica menor de 5 afios la mas susceptible. Los diagndsticos mas
frecuentes en el paciente pediatrico hospitalizado con una infeccion por hMPV son
sibilancias agudas recurrentes o asma (60-70%), bronquiolitis (23-30%) y neumonia (6-
8%), siendo la bronquiolitis el diagndstico mas habitual en menores de 6 meses (94).
La edad menor de 6 meses, la prematuridad y las condiciones de hacinamiento en el
domicilio son factores que se han relacionado con la gravedad de la infeccion (95).
Respecto al genotipo viral, los resultados de los estudios no son concluyentes; algunos
apuntan que el genotipo A se asocia a mayor gravedad, otros que el B causa
enfermedad mas grave, y en algunos no se encuentran diferencias entre los dos

subgrupos (95-97).

3.4 ADENOVIRUS HUMANO

3.4.1 Caracteristicas

El hAdV es un virus (grupo | de Baltimore) con un genoma de 4cido
desoxirribonucleico (ADN) lineal, de doble cadena y sin envuelta lipidica que pertenece
al género Mastadenovirus, familia Adenoviridae. Se han descrito hasta 68 tipos
diferentes de hAdV que se agrupan en 7 especies (A-G). Estas, tienen caracteristicas

antigénicas, epidemioldgicas y clinicas diferentes. Las especies B, Cy E suelen infectar
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el tracto respiratorio superior e inferior. Finalmente, la especie D infecta sobre todo

conjuntiva y las especies F y G el tracto gastrointestinal (98,99).

3.4.2 Epidemiologia

El hAdV circula durante todo el aifio en nuestra drea geografica. En la edad
pediatrica, la incidencia es mayor en nifios entre los 12 meses y los 6 afios, siendo la
incidencia en menores de 1 afio del 4-15%. En el 40-50% de los casos se codetecta con
otros virus respiratorios, sobre todo RV, VRS y hPIV 1-4. Las especies de hAdV que mas
habitualmente causan infecciones respiratorias en nifios son la B (B3, B7, B21), l1a C

(C1, C2, C5, C6) y la E (E4) (16,98,99).

3.4.3 Clinica

El espectro clinico es muy variado y se puede manifestar con fiebre, infeccién
respiratoria, fiebre faringoconjuntival, queratoconjuntivitis o gastroenteritis.

En la poblacidn pediatrica, entre el 5y el 10% de las infecciones respiratorias
son debidas a hAdV. Las IRVB habitualmente son de gravedad leve o moderada,
aungue se han descrito casos de enfermedad respiratoria grave principalmente en
pacientes inmunodeprimidos. La clinica de IRVB es habitualmente en forma de
neumonia (85% de los casos); en menor frecuencia se asocia a bronquiolitis y
sibilancias agudas. En ocasiones, las infecciones respiratorias pueden asociarse a

gastroenteritis aguda (98,99).

3.5 CORONAVIRUS HUMANCQOS

3.5.1 Caracteristicas

Los hCoV se describieron por primera vez en la década de los 60 del siglo XX.
Desde entonces, y sobre todo a raiz de las alertas sanitarias por severe acute
respiratory syndrome coronavirus 1 (SARS-CoV-1) en 2001-2002, del Middle East
respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) desde 2012, y de la pandemia de SARS-

CoV-2 que se inicio a finales de 2019, ha crecido el interés por estos virus.
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Los hCoV son virus (grupo IV de Baltimore) con genoma ARN, lineal,
monocatenario y polaridad positiva, con envuelta lipidica, y se clasifican en hasta 4
géneros distintos (alpha, beta, gamma y deltacoronavirus) dentro de la familia
Coronaviridae del Orden Nidovirales. Los diferentes hCoV estacionales (NL63, 229E,
0C43 y HKU1) y no estacionales (SARS-CoV-1, MERS-CoV y SARS-CoV-2) pertenecen al
género Alphacoronavirus (hCoV-229E y hCoV-NL63) y Betacoronavirus (hCoV-0C43,
hCoV-HKU1, MERS-CoV y SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2) (80). Los hCoV estacionales son
endémicos, tienen una distribucién mundial, y habitualmente causan infecciones
respiratorias leves-moderadas. Por otro lado, SARS-CoV-1, MERS-CoV y SARS-CoV-2
han causado epidemias, han tenido el potencial para causar pandemias o han sido

causa de pandemias, respectivamente (100,101).
3.5.2 Epidemiologia

Los hCoV que con mayor frecuencia afectan a nifios son los estacionales, y son
los que se han estudiado en esta tesis doctoral. Aunque circulan a lo largo del afo,
estos predominan en los meses de invierno con un pico de incidencia en diciembre.
Entre el 4-6% de los pacientes pediatricos hospitalizados por infecciones respiratorias
tienen muestras respiratorias positivas para hCoV, siendo el hCoV-0C43 el mas
frecuente. La tasa de hospitalizacién en pacientes con IRVB por hCoV es de 1,5
casos/1.000 nifios menores de 5 afios y 2,8 casos/1.000 menores de 1 afio (102-104).
En el 40-50% de los pacientes hospitalizados, los hCoV se codetectan con otros virus
respiratorios como los virus de la gripe, VRS, RV, hBoV 0 hMPV. En un 10% de los casos
se encuentran en muestras respiratorias de pacientes asintomaticos (102-105).

Respecto a los hCoV no estacionales, la incidencia y gravedad de la infeccion
por SARS-CoV-1y MERS-CoV en nifios es menor, comparada con los adultos, aunque
son pocos los datos de los que se dispone para esta cohorte poblacional. Durante la
epidemia de SARS-CoV-1 en 2001-2002 el 0,01% de los menores de 18 afos se
infectaron, siendo casos leves y sin fallecidos (106). Del total de pacientes confirmados
con infeccidon por MERS-CoV desde 2012, solo el 0,01% han sido nifios, de los cuales el
42% no manifestaron sintomas (106). Respecto al SARS-CoV-2, puede afectar a todas

las edades pediatricas con una mayor prevalencia entre los 6 y 14 afios (21-25%). Aun
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asi, en general, la gravedad es menor comparada con los adultos. Los nifios infectados
con SARS-CoV-2 suelen permanecer asintomaticos o con clinica leve y solo se han
reportado algunos casos fatales en pacientes con enfermedades crénicas y en
pacientes con el sindrome inflamatorio multisistémico pediatrico vinculado a la

infeccidn por SARS-CoV-2 (106,107).

3.5.3 Clinica

La infeccion respiratoria de los hCoV estacionales puede ser de vias bajas o
altas. En pacientes hospitalizados, las enfermedades asociadas a IRVB por hCoV mas
frecuentemente son bronquiolitis, neumonia y sibilancias agudas recurrentes (105). A
parte de infecciones respiratorias, el hCoV-NL63 se ha asociado con laringitis,
convulsiones febriles y enfermedad de Kawasaki. El hCoV-HKU1 se ha relacionado

también con convulsiones febriles (100,103).

3.6 RINOVIRUS

3.6.1 Caracteristicas

El RV es un virus (grupo IV de Baltimore) con un genoma ARN, lineal,
monocatenario, y polaridad positiva, sin envuelta lipidica, que pertenece al género
Enterovirus, familia Picornaviridae, orden Picornavirales. Se reconocen 3 especies de
RV (A, By C), en las que se describen mas de 100 tipos diferentes, siendo el ser

humano el principal huésped (108).

3.6.2 Epidemiologia

En nuestro medio, el RV circula durante todo el afio presentando dos picos de
incidencia, uno en primavera y otro a principios de otofio. En hasta un 40% de los
casos se presenta en codeteccidn con otros virus respiratorios, siendo el VRS el mas

frecuente (109).
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3.6.3 Clinica

EI RV es el virus causante de mas del 50% de las IRVA a nivel mundial, es el
segundo virus implicado en la bronquiolitis (por detrds del VRS), el principal causante
de sibilancias agudas entre los 12 y 24 meses de edad y se relaciona con agudizaciones
asmaticas en nifos y adultos. Los principales diagndsticos respiratorios en poblacién
pedidtrica hospitalizada con RV son (por orden de frecuencia): sibilancias agudas
recurrentes (50%), bronquiolitis (37%), IRVA (8%) y neumonia (4%). EI RV esta presente
en el 60-80% de los casos de agudizaciones asmaticas (109-111).

Las sibilancias agudas por RV en la infancia son un factor de riesgo para
desarrollar sibilancias recurrentes y asma en edades posteriores, sobre todo en
pacientes con antecedentes de dermatitis atépica que sufren sibilancias agudas a
edades precoces o en aquellos con sibilancias agudas que requieren hospitalizacion
(110). Entre las diferentes especies, los RV-A'y C son los mads frecuentes. La infeccidn
por el RV-C, comparado con las otras especies, es la que presenta una mayor
probabilidad de sufrir asma y desencadena agudizaciones asmaticas de mayor

gravedad (111).

3.7 BOCAVIRUS HUMANO (o Bocaparvovirus)

3.7.1 Caracteristicas

El hBoV se describid por primera vez en 2005, a partir del analisis mediante
técnicas de diagndstico molecular de muestras respiratorias en las que con las técnicas
habituales (aislamiento en cultivo viral y/o inmunofluorescencia) no se habian
detectado virus. Pertenece al género Bocaparvovirus, familia Parvoviridae, orden
Piccovirales. Es un virus (grupo Il de Baltimore) con genoma ADN lineal, monocatenario
y sin envuelta lipidica. Se han descrito cuatro genotipos: 1, 2, 3y 4. El genotipo 1 se
detecta predominantemente en muestras respiratorias de pacientes con fiebre o
clinica respiratoria. Los genotipos del 2 al 4 se han aislado en heces de pacientes con

clinica de gastroenteritis aguda (112,113).
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3.7.2 Epidemiologia

El hBoV tiene una distribucion mundial y en nuestra drea geografica circula
durante todo el afo con mayor predominio durante los meses de invierno y primavera.

La prevalencia en Espafia de hBoV en muestras respiratorias es del 10% y en
muestras de heces es del 9% (112). Se encuentra en codeteccion con otros virus en el
50-65% de los casos en muestras respiratorias, frecuentemente con VRS, y en el 60%
de los casos en muestras de heces junto a rotavirus (114,115). Se detecta durante
tiempo prolongado en muestras respiratorias (hasta 12 meses después de la infeccién),
y hasta un 50% de los pacientes se mantienen asintomaticos en el momento del
diagnéstico. Esto, sumado a las elevadas tasas de codeteccidn, pone en duda el papel
patogénico del virus a nivel respiratorio, aunque se han descrito casos de infecciones

virales donde el Unico agente etioldgico aislado ha sido el hBoV (113,115,116).

3.7.3 Clinica

El genotipo 1 de hBoV es el que se relaciona con sintomas respiratorios, y el
gue mas se detecta en muestra respiratoria, siendo del que hablaremos a
continuacion. Se transmite por via respiratoria y se ha detectado en el 0,7-25% de los
nifnos con IRVAy en el 0,8-23% de los casos de IRVB. La clinica respiratoria se presenta
con IRVA, bronquiolitis, sibilancias agudas o neumonia. Se ha descrito que hasta el 11%
de las IRVB requieren ingreso en UCI, principalmente por sibilancias agudas por hBoV y
bronquiolitis por hBoV en codeteccidon con VRS. La infeccion a edades tempranas

parece aumentar el riesgo de sibilancias agudas recurrentes y asma (65,112,115).

3.8 VIRUS PARAINFLUENZA HUMANOS

3.8.1 Caracteristicas

Los hPIV son virus (grupo V de Baltimore) con un genoma ARN, lineal,
monocatenario, polaridad negativa, y con envuelta lipidica que pertenecen a la familia

Paramyxoviridae, orden Mononegavirales. Se conocen 4 especies que se agrupan en
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dos géneros, hPIV-1y hPIV-3 en el género Respirovirus, y hPIV-2 y hPIV-4 en el género

los Orthorubulavirus (117).

3.8.2 Epidemiologia

La especie predominante de hPIV varia segun la temporada, y la estacionalidad
descrita de cada uno de ellos es diferente. Los hPIV 1-2 tienen una circulacion
predominante en los meses de otofo, mientras los hPIV 3-4 predominan en primavera
con un pico de incidencia durante el mes de marzo (71).

Afectan predominantemente a poblacidn entre los 3 meses y los 5 afios, siendo
los nifios entre 1y 2 aifos los mds afectados. En el 30% de los casos se presenta en
codeteccion con otros virus respiratorios, mas frecuentemente con RV y VRS

(71,117,118).

3.8.3 Clinica

Los hPIV son causantes de IRVA, laringitis e IRVB en forma de neumonia,
sibilancias agudas, agudizaciones asmaticas o bronquiolitis. La laringitis es mas
prevalente en pacientes infectados por hPIV-1y 2. Los hPIV-3 y 4 son los que mas se
asocian a sintomas de IRVB y los principales responsables de la hospitalizacién de estos

pacientes (71,117).

3.9 ENTEROVIRUS

3.9.1 Caracteristicas

Los EV inicialmente se clasificaban segun la patogenia. Con la mejoria de las técnicas
moleculares la clasificacion inicial ha sido adaptada y actualmente se basa en las
caracteristicas genéticas y antigénicas. Pertenecen al género Enterovirus, dentro de la
familia Picornaviridae, orden Picornavirales, y junto con los RV A, By C, los EV A-D son
considerados los EV que sélo infectan a los humanos. Otros EV (E-L) son causa de
infeccion en animales. Son virus (grupo IV de Baltimore) con un genoma ARN, lineal,

monocatenario y polaridad positiva, sin envuelta lipidica (108,119). En la tabla
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siguiente se especifican, segun la especie, los tipos de EV que producen patologia en
humanos (adaptada de Lugo et al.) (120):
Especie de EV Tipos

A Coxsackievirus (CV) A2-8, 10, 12, 14, 16;
EV-A71, A76, A89, A90, A91, A114, A119, A120, A121

B CV B1-6, A9; echovirus (E) 1-7, 9,11-21, 24-27, 29-33; EV B69,
73-75,77-88, 93, 97, 98, 100, 101, 106, 107 y 111

C CV A1, 11, 13,17, 19, 20, 21, 22, 24; EV C95, 96, 99, 102, 104,
105, 109, 113, 116118
Poliovirus (PV) 1-3

D EV D68, D70, D94, D111

Tabla 6. Especies y tipos de EV capaces de producir enfermedad en humanos (extraida de Lugo et al.)

(120)

3.9.2 Epidemiologia

La circulacion de los EV es estacional, predominando en los meses de primavera
y verano (16). Los EV causan mas de 10 millones de infecciones y cientos de
hospitalizaciones en Estados Unidos anualmente y son uno de los virus que mas
frecuentemente se asocia con patologia en el humano (121). Segun un estudio
realizado en Noruega, el 40% de los menores de un afo y el 90% de los menores de
dos afios ha sufrido una infeccién por EV. En menores de 3 meses la incidencia varia en
funcion de la estacidn del afio, desde un 3,2% en enero hasta un 50% a finales de

verano-otofo (122).

3.9.3 Clinica

La transmision de EV se produce por via respiratoria o fecal-oral. El espectro
clinico de la infeccion es muy variado y va desde infecciones respiratorias y
gastrointestinales leves, herpangina o enfermedad boca-mano-pie (BMP) hasta
infecciones graves como hepatitis, miopericarditis, pleurodinia, pancreatitis,
meningitis, encefalitis, pardlisis flaccida aguda, sepsis neonatal o insuficiencia

respiratoria aguda grave (122).
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En los ultimos afos, se han descrito brotes de enfermedades debidas a la

infeccidn por algunos tipos de EV. Segun la especie y los sintomas, los brotes mas

relevantes han sido:

1.

EV-A: Los EV del grupo A causan enfermedad BMP, sobre todo los tipos CV-A16,
CV-A10, EV-A71 y CV-Ab, siendo este ultimo el principal causante de la
enfermedad a nivel mundial. EI EV-A71 ha sido el responsable de brotes de
enfermedad BMP grave a nivel mundial, asociado a brotes de enfermedad
neurolégica grave. Los sintomas neurolégicos por EV-A71 aparecen a los 3-5
dias del inicio de la fiebre o de la clinica de BMP y se manifiestan en forma de
rombencefalitis, con o sin insuficiencia cardiaca y respiratoria, paralisis flacida
aguda o meningitis aséptica (108,123).

EV-B: Uno de los sintomas mas frecuentes y graves de los EV-B es la paralisis
flacida aguda. El E-11 es el que mas se ha relacionado con esta enfermedad. El
E-30 se ha descrito como el principal causante de meningitis viral y encefalitis
en paises templados como los europeos. Finalmente, los CV-B 1-6 se han
relacionado con miocarditis (108).

EV-C: Los EV-C no-polio son el grupo que con menos frecuencia causa
enfermedad en el humano, si bien es |la especie con menos tipos de EV
descritos. Por su parte, los PV-1, 2 y 3, a pesar de estar erradicados en la
mayoria de paises, en la zona central de Asia son endémicos y una causa
importante de pardlisis flaccida aguda (108).

EV-D: Las infecciones por esta especie de EV eran poco frecuentes antes del
2012. A partir de este momento, el EV-D68 ha causado brotes bianuales de
infeccion respiratoria aguda grave y paralisis flacida aguda en Estados Unidos,
Europa, Sur América y Asia (108). Los sintomas respiratorios secundarios al EV-
D68 pueden ser variados, desde clinica leve de faringitis, bronquiolitis o
sibilancias agudas hasta sintomas graves de neumonia e insuficiencia
respiratoria aguda requiriendo los pacientes hospitalizacién y ventilacién

mecanica invasiva (121).
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3.10 CODETECCIONES VIRALES

La amplia utilizacién de técnicas moleculares en el diagndstico microbioldgico
de las infecciones respiratorias virales, mas sensibles y con capacidad para multiplexar,
permite codetectar mas de un virus en las muestras estudiadas. Sin embargo, el
verdadero papel patogénico de estas codetecciones, y como éstas contribuyen a una
menor o mayor gravedad de la infeccidn respiratoria es alin un tema controvertido. Las
técnicas moleculares confirman la presencia del material genético viral, pero no
demuestran su viabilidad.

A nivel del huésped, cuando hay infeccidn por mas de un virus es posible que se
produzca un fenémeno llamado interferencia viral, en el que un virus puede inhibir la
replicacion del otro, quizds por una activacién de la respuesta inmunitaria innata
mediada por interferén (124). En modelos animales se ha visto que células infectadas
inicialmente por RV, si a las 48 horas se les inocula virus de la gripe, esta segunda
infeccion se atenua siendo entonces mds leve (125). La interaccidon entre virus con
velocidades de replicaciéon diferentes también puede condicionar interferencia al
inhibir los de mas rapida replicacidn a los que replican mas lentamente. La coinfeccién
de virus que comparten receptores celulares o mecanismos de replicacién también
pueden generar entre ellos competencia (124).

A nivel de gravedad de los sintomas, los estudios clinicos muestran resultados
variables, siendo éstos no concluyentes. La mayoria de los estudios muestran una
mayor gravedad en los casos de codeteccion, pero solo se observan diferencias
significativas en la gravedad en algunos marcadores de evolucién, que suelen ser
diferentes entre los estudios. El estudio de Richard et al., que incluyd menores de 1
afo ingresados en UCI con el diagnédstico de bronquiolitis, concluyé que los pacientes
con codeteccion viral tenian mayor riesgo de ingreso en UCI, aunque una vez en UCl no
se vieron diferencias en la evolucidon comparado con los pacientes sin codeteccién
(126). En cambio, en el estudio de Mansbach et al., que estudié pacientes menores de
24 meses hospitalizados con bronquiolitis, los pacientes menores de 3 meses con
codeteccion VRS-RV tenian mayor estancia hospitalaria a pesar de que otros

marcadores como la necesidad de ingreso en UCI o de ventilacién mecanica no
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mostraron diferencias cuando se comparaba con pacientes sin codeteccion (127). Por
otro lado, algunos estudios no demuestran diferencias en la gravedad, o incluso en

otros la gravedad en pacientes con codeteccién viral es menor (128,129).

4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

El diagndstico y la gravedad de las infecciones respiratorias se establece
mediante criterios clinicos. Sin embargo, disponer de una técnica que confirme la
etiologia viral de estas infecciones permite orientar el manejo del paciente, de manera
gue es posible disminuir la utilizacién de antibidticos, facilita la administracion de
tratamientos antivirales especificos como el oseltamivir para la gripe, reduce el
numero de pruebas de laboratorio o radioldgicas, y permite prever las consecuencias a
largo plazo de una primera infeccién respiratoria viral.

Desde la perspectiva de salud publica, el diagnéstico viroldgico permite ademas
llevar a cabo una vigilancia epidemiolégica de los virus respiratorios. Si ademas de las
técnicas de deteccién disponemos de técnicas de caracterizacidn, antigénicas o por
secuenciacion, es posible incluso estudiar la diversidad genética de los virus
respiratorios, asociar esta diversidad a la gravedad clinica, estudiar la sensibilidad a los
antivirales o facilitar el desarrollo de vacunas y de otras medidas preventivas o de
tratamiento.

Desde que en el siglo XX los primeros virus respiratorios fueron descritos, los
laboratorios han trabajado en desarrollar y mejorar las técnicas de diagndstico viral
para permitir una mayor sensibilidad en la deteccién, reducir los tiempos de respuesta,
adquirir mayor capacidad para multiplexar y para automatizar y asi poder procesar un
mayor numero de muestras, reduciendo posibles errores metodoldgicos o humanos,
ganar trazabilidad y reducir los costes asociados.

El diagndstico microbioldgico de las infecciones respiratorias virales suele
realizarse a partir de muestras respiratorias de vias altas (aspirado nasofaringeo, frotis
nasofaringeo o frotis orofaringeo) o de vias bajas (esputo, aspirado traqueal, lavado
broncoalveolar o lavado bronquial selectivo) y mediante diferentes técnicas de

laboratorio que se presentan a continuacion.
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4.1 AISLAMIENTO VIRAL EN CULTIVO CELULAR

El cultivo celular es una técnica in vitro que durante afios ha permitido aislar en
una monocapa celular de una o mas lineas celulares los virus presentes de forma viable
en una muestra bioldgica. Estos se pueden detectar e identificar de forma directa a
partir de la observacién microscépica de un efecto citopatico especifico o bien
indirectamente aplicando métodos fenotipicos.

La inoculacién de virus viables en cultivos de lineas celulares susceptibles a la
infeccidn produce efectos citopaticos, resultado de una replicacién viral activa, los
cuales pueden llegar a ser diferentes segun el virus inoculado, siendo para algunos
virus suficientemente caracteristico. El efecto citopatico puede observarse en el
microscopio éptico y permite una primera aproximacion para detectar la presencia de
virus en la muestra. En las infecciones por virus que expresan hemaglutinina, como los
virus de la gripe, los hPIV o el virus de la parotiditis, el efecto citopdtico puede ser
lento o poco especifico. En estos casos, una vez identificado un cultivo celular positivo,
la confirmacidn virolégica se realiza mediante la caracterizacién de particulas virales,
antigenos o acidos nucleicos a partir de técnicas como la inmunofluorescencia o
técnicas basadas en la amplificacidn de acidos nucleicos (130).

Ya que los cultivos celulares requieren que el virus sea viable para poderlo
aislar in vitro, es crucial asegurar una buena conservacién de la muestra desde la
recogida hasta su procesamiento. Ademds, antes de la inoculacion de la muestra en el
cultivo celular, ésta se debe descontaminar con el fin de eliminar otros
microorganismos presentes y que podrian interferir en la replicacion o viabilidad de la
monocapa celular. Son pruebas laboriosas, que requieren de personal entrenado y que
no permiten disponer de un diagndstico rapido, por lo que estas técnicas han
desaparecido de la mayoria de los laboratorios de rutina, pero se siguen utilizando en
los laboratorios de referencia (130,131).

Es importante destacar que algunos virus causantes de infeccion en el huésped
humano replican con dificultad, de forma lenta o no se pueden aislar en cultivos
celulares. Ademas, algunos virus requieren lineas celulares no siempre disponibles

para los laboratorios de rutina, hecho que ademas limita su uso para el diagndstico. El
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cultivo celular ofrece una sensibilidad aceptable para los virus de la gripe, el VRS,
algunos RV o los hPIV. Contrariamente, los RV-C, algunos CV del grupo A o los hCoV no
replican o lo hacen con dificultad en los cultivos celulares (130,131).

En nuestro medio, el cultivo celular tiene un papel importante a nivel de salud
publica e investigacion, ya que nos permite hacer aislamiento viral para
posteriormente aplicar técnicas fenotipicas que nos permita estudiar la susceptibilidad

a los antivirales, identificar cepas virales o conocer sus caracteristicas antigénicas.

4.2 TECNICAS DE DETECCION DE ANTIGENOS
(INMUNOFLUORESCENCIA)

Las técnicas de inmunofluorescencia se basan en la deteccién de antigenos
virales en muestras bioldgicas. Sin embargo, una de las grandes limitaciones de éstas
técnicas es la sensibilidad. Para poder detectar patdgenos virales debe haber antigenos
virales en cantidad suficiente, lo que suele ocurrir los primeros dias de las infecciones
respiratorias, cuando la carga viral es mayor. Asi, la sensibilidad disminuye
sustancialmente a partir del quinto dia después del inicio de los sintomas (130,131).
Esta técnica ademas se puede utilizar para estudiar o confirmar en un cultivo viral la
positividad de una linea celular infectada después de observar un efecto citopatico,
sea inespecifico o especifico.

Las técnicas antigénicas basadas en inmunofluorescencia, acompafiadas de un
equipo que permita una lectura objetiva de la fluorescencia, permite ganar sensibilidad
frente a los métodos antigénicos basados en inmunocromatografia. Respecto al
cultivo, ofrece una mayor rapidez, pero una menor sensibilidad, excepto para aquellos

virus que crecen con dificultad en los cultivos celulares (131).

4.3 TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Las técnicas de diagndstico molecular se empezaron a utilizar a partir de los
afios 2000. Desde entonces se han ido perfeccionando para aumentar la sensibilidad,
la rapidez, el multiplexado y su automatizacién. La deteccidn viral se realiza

directamente a partir del material genético extraido y purificado de muestras
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bioldgicas o cultivos celulares infectados. Se realiza mediante la amplificacion
especifica de acidos nucleicos ya sea por reaccion en cadena de la polimerasa o
reacciones isotérmicas, con oligonucledtidos especificos y complementarios a la regién
de interés (primers o cebadores). Posteriormente, se detecta esta amplificacién con
sondas fluorescentes de acidos nucleicos o por hibridacién (132).

A diferencia del cultivo viral, las técnicas de diagndstico molecular tan solo
detectan los virus para los que han sido disefiadas, pero permiten detectar aquellos
virus que no son viables o replican con dificultad en cultivos celulares. Los paneles
comerciales disponibles para el diagndstico mediante RT-PCR de virus respiratorios
permiten ademas la deteccién simultanea de los virus respiratorios mds frecuentes
(130).

Ofrecen una sensibilidad y especificidad superior al aislamiento en cultivo viral
y a las técnicas de deteccidén de antigenos y permiten detectar muchos mas virus
respiratorios que las técnicas no moleculares. La Unica limitacién para el desarrollo de
estos cebadores y sondas especificos es disponer de una secuencia genética del virus
(131). Un inconveniente de las técnicas moleculares, comparado con el cultivo viral, es
gue no permite determinar la viabilidad del virus. Esto, sumado a la capacidad para
detectar y amplificar pequenas cantidades de material genético, que pueden estar
presentes en la fase de convalecencia o persistir durante largos periodos de tiempo
tras la infeccidén aguda, hace que los resultados deban interpretarse con cautelay en
concordancia con la clinica (130,131).

Las técnicas actuales basadas en RT-PCR no solo permiten ganar sensibilidad
frente a las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo final, sino que
ademas nos permite cuantificar en el caso de coamplificar muestras correspondientes
a una recta patron, aunque la correlacidn entre carga viral y evolucién de la
enfermedad es controvertida (132). A nivel clinico, las técnicas de diagndstico
molecular ofrecen mayor sensibilidad y menor tiempo de respuesta, y la utilidad del

cultivo celular es limitada (133,134).
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5. SISTEMAS DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
DE VIRUS RESPIRATORIOS

En nuestro pais, la vigilancia clinica, microbioldgica y epidemioldgica de las
infecciones respiratorias agudas se esta realizando a través del Sistema de Vigilancia de
Infeccion Respiratoria Aguda (SIVIRA) en Espaia (135) o el Sistema d'Informacid per a la
Vigilancia d'Infeccions de Catalunya (SIVIC) (43), entre otros. A nivel europeo, esta tarea
la realizan la European Influenza Surveillance Network (EISN) (136), coordinada por el
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) vy, a nivel mundial, el Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS) de la OMS (137). Estos sistemas
centinela estan disefiados basicamente para la vigilancia de los virus respiratorios a
partir de pacientes atendidos en centros centinela de la atencidn primaria vy
hospitalizados, incluyendo datos epidemioldgicos de pacientes atendidos y/u
hospitalizados con sospecha de infeccidn respiratoria aguda. Estos sistemas, ademas de
hacer una vigilancia sindrémica, también aportan informaciéon sobre el patrén
geografico y temporal de las infecciones respiratorias agudas y de los virus respiratorios
gue las causan. A nivel viroldgico, ayudan a describir la incidencia de todos los virus
respiratorios o de los mas conocidos, su estacionalidad, su diversidad genética vy
antigénica, su virulencia y la susceptibilidad a los antivirales.

Para mejorar la vigilancia hospitalaria pediatrica de VRS en Cataluia, a partir de
la temporada 2015-2016 comenzd a funcionar la Red de Vigilancia Hospitalaria de VRS
en Catalufia, en la que colaboraron durante la uUltima temporada 2021-2022 hasta 14
hospitales pediatricos catalanes (138). En los informes de esta red se describian los datos
demograficos, virolégicos y clinicos de las infecciones por VRS en pacientes
hospitalizados menores de 2 afios. La informacién se recogia en el momento de la
notificacién del caso y no permitia disponer de datos de evolucidn como la duracién de
la estancia hospitalaria, en UCI (excepto en aquellos casos que en el momento de la
notificacién estaban ingresados en UCI) o la necesidad de soporte respiratorio. En la
temporada 2022-2023, los datos aportados por el SIVIC han sustituido los informes de

la Red de Vigilancia Hospitalaria de VRS en Cataluiia.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE TRABAJO Y
OBIJETIVOS

1. JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias virales estdn asociadas a una importante
morbimortalidad en pediatria. Causan un elevado niumero de consultas en los centros
de atencién primaria y urgencias, ingresos hospitalarios, absentismo laboral de los
progenitores y en la escuela de los hijos, suponiendo una carga importante para el
sistema nacional de salud, para las familias y para los recursos disponibles. Entre la
poblacién pediatrica, el grupo de edad mas susceptible son los menores de 5 afios, sobre
todo durante los meses de otofio e invierno coincidiendo con las epidemias anuales de
VRS y de gripe.

Durante los ultimos afios, la introduccion en el diagndstico de laboratorio de
técnicas moleculares como la RT-PCR ha permitido mejorar la sensibilidad y detectar un
mayor numero de virus respiratorios. Sin embargo, la literatura existente se ha centrado
en estudiar la morbimortalidad y caracteristicas clinicas de las IRVB por el VRS o los virus
de la gripe, y en menor medida el hMPV, en el paciente pediatrico hospitalizado, pero
existe poca informacién sobre la carga de enfermedad de cada uno de los virus
respiratorios en el paciente pediatrico hospitalizado.

Entre los virus respiratorios que podemos confirmar en el laboratorio, el VRS es
de los que se asocia a mayor morbimortalidad en la poblacién pediatrica, sobre todo
secundaria a la bronquiolitis. Ademas de varios factores identificados del huésped que
aumentan la gravedad de la bronquiolitis por VRS tales como la edad menor de 6 meses
o la presencia de enfermedades crdnicas, también se estan estudiando los factores
virales asociados a gravedad, ya que un porcentaje importante de los pacientes que
requieren ingreso son previamente sanos. El subgrupo genético de VRS (A o B) podria

ser un factor relacionado con esta gravedad.
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Desde el punto de vista terapéutico, hasta la fecha no se ha comercializado
ninglin fdrmaco antiviral que modifique la evoluciéon de la bronquiolitis por VRS.
Tampoco existe una vacuna que prevenga la infeccion o atenle los sintomas.
Tratamientos sintomaticos como el salbutamol o la adrenalina nebulizados, o los
corticoides sistémicos no han demostrado modificar la evolucién de la bronquiolitis y las
guias de practica clinica publicadas entre 2014 y 2015 no recomiendan su uso en esta
enfermedad. En la actualidad, el Unico tratamiento recomendado es el de soporte,
manteniendo una buena oxigenacidn e hidratacién y manteniendo las fosas nasales
libres de mucosidad. Tratando de adaptarse a estas recomendaciones, el protocolo
diagnodstico-terapéutico de la bronquiolitis del Hospital Infantil Vall d’"Hebron (HIVH)
creado en 2010 se actualizd en 2015, pero estaba pendiente poder evaluar su impacto
en la practica clinica.

Mas alla del ambito asistencial, en el dmbito de salud publica existen sistemas de
vigilancia epidemiolégica de las infecciones respiratorias de etiologia viral orientados
tradicionalmente a los virus de la gripe, y durante los ultimos afios, al SARS-CoV-2. Estos
sistemas aportan una informacidon muy limitada del paciente pediatrico y centrada en la
bronquiolitis en el paciente atendido en atencidn primaria, pero no aportan informacién
suficiente para conocer la epidemiologia, clinica y gravedad de cada una de las
infecciones respiratorias virales y de los virus causantes en el paciente hospitalizado.

Este estudio pretende analizar la morbimortalidad asociada a la hospitalizacidon
para cada virus respiratorio en nuestra darea geografica pudiendo describir la
estacionalidad, clinica, gravedad y coste de las IRVB virales. Se han estudiado los virus
respiratorios clasicos, excluyendo el SARS-CoV-2, al ser un virus no presente durante los
primeros afios del estudio. Para mejorar el conocimiento de una de las IRVB virales mas
frecuente en poblacién pedidtrica en nuestro medio, la bronquiolitis por VRS, se
comparara la gravedad de la bronquiolitis por VRS-A con la producida por VRS-B para
ver si el subgrupo genético de VRS influye en la evolucion de la enfermedad. Por ultimo,
se revisara si el diagndstico y tratamiento de las bronquiolitis hospitalizadas en el HIVH

se adapta al protocolo interno del hospital del afio 2015.
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2.  HIPOTESIS DE TRABAJO

Las infecciones respiratorias virales son una de las principales causas de
hospitalizacidn en la poblacién pediatrica. Pero entre los diferentes virus respiratorios
que las pueden causar, la epidemiologia, la estacionalidad, la clinica, la gravedad y los
recursos sanitarios consumidos seran diferentes. Estudiar estas variables en el HIVH
durante un periodo largo de tiempo permitird conocer la carga hospitalaria de cada
uno de estos virus y deberia mejorar nuestra capacidad de respuesta y de atencién al
usuario y a la comunidad en el futuro.

De entre las infecciones respiratorias virales que son de mayor interés en
pediatria, la bronquiolitis por VRS es la principal causa de hospitalizacién en menores
de 2 afios. Mds alla de los factores del huésped que se pueden asociar a gravedad,
también podemos encontrar factores virales. Ya que los dos subgrupos de VRS (A o B)
presentan diferencias a nivel genético y antigénico, podria ser que también
condicionaran de forma diferente la gravedad de la enfermedad que causan. A nivel
del laboratorio, ademas de detectar el virus, de forma rutinaria también podemos
determinar el subgrupo genético, esto nos permitird estudiar el impacto de un
subgrupo u otro en la gravedad, ya que disponer de esta informacién al inicio del
episodio podria tener valor prondstico.

A nivel terapéutico, los farmacos clasicamente utilizados para el tratamiento de
la bronquiolitis (salbutamol, adrenalina, corticoides, etc.) no se recomiendan al no
haberse podido probar su eficacia; asi mismo, el diagndstico es clinico y las
exploraciones complementarias tienen unas indicaciones muy limitadas. Asi, desde la
publicacidn de las guias de préctica clinica de la bronquiolitis de la AAP (2014) y de la
NICE (2015) los estudios han demostrado una progresiva adaptacion de los clinicos a
las ultimas recomendaciones, una evaluacién que es necesario hacer en nuestra
institucion para conocer el grado de adherencia a estas recomendaciones adaptadas

en 2015 al protocolo de bronquiolitis del HIVH.
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3. OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

1. Estudiar la epidemiologia, estacionalidad, clinica, gravedad y consumo de
recursos sanitarios hospitalarios de las IRVB causadas por los virus respiratorios
clasicos entre 2012 y 2020.

2. Determinar si el subgrupo genético de VRS (A o B) es un factor condicionante
de la clinica y gravedad de la bronquiolitis.

3. Estudiar la adecuacién del diagndstico y tratamiento de la bronquiolitis por VRS
al protocolo del Hospital Vall d’"Hebron de 2015 y evaluar si estas medidas se

asocian a un cambio significativo en la evolucidn de los pacientes.

46



Resultados

RESULTADOS




RESULTADOS
1. ESTUDIO1

Titulo: The burden of non-SARS-CoV2 viral lower respiratory tract infections in
hospitalized children in Barcelona (Spain): a long-term, clinical, epidemiologic and
economic study

Ao de publicacion: 2023

Revista: Influenza and Other Respiratory Viruses

Factor de impacto (2022): 5,606

Cuartil (2022): Q1

Posicidn en la bibliografia de esta tesis: (139)

Referencia: Vila J, Lera E, Andrés C, Piflana M, Rello-Saltor V, Tobefia-Rué M, et al. The
burden of non-SARS-CoV2 viral lower respiratory tract infections in hospitalized
children in Barcelona (Spain): A long-term, clinical, epidemiologic and economic study.

Influenza Other Respir Viruses. 2023;17(1):e13085

48



Received: 21 September 2022 [ Revised: 22 November 2022

Resultados
M) Check for updates

Accepted: 23 November 2022

DOL: 10.1111/irv.13085

ORIGINAL ARTICLE

WILEY

The burden of non-SARS-CoV2 viral lower respiratory tract
infections in hospitalized children in Barcelona (Spain): A
long-term, clinical, epidemiologic and economic study

1.23 I

Jorgina Vila
Victoria Rello-Saltor® |

Esther Lera® |
Marc Tobefa-Rué’? |

Cristina Andrés® | Maria Pifiana® |
Joan Balcells*® |

Zaira Benitez-Diaz”® | Marta Beatriz Aller’® | Rosario Mufioz’® | Ana Vazquez®’ |
Carlos Rodrigo”'®'" | Pere Soler-Palacin®***© | Andrés Anton”

'Paedlatric Hospital Medicine. Department of Paediatrics, Hospital Universitarl Vall ¢'Hebron, Barcefona, Spain

2Depmment of Paediatrics, Obstetrics and Gynecology, Preventive Medicine and Public Mealth. Faculty of Medicine, Universitat Auténoma de Barcelona, Barcelooa,

Spain

Snfection in Immunacompromised Paediatric Patients, Vall d¥Hebeon Research Institute, Barcelona, Spain

*Paedlatric Emergency Unit, Department of Pasdiatrics, Hospital Universitari Vall dHebron, Barcelona. Span

"Respiratory Viruses Unit, Virology Section, Microbiokogy Depsrtment, Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona, Spain
“Pacdiatric Critical Care Unit, Department of Pacdiatrics, Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona, Spain

"Depactment of Information Systems and Decision Support, Hospital Universitar Vall dHebron, Barcelona, Spain

"Health Services Research Group, Vall d'Mebron Research Institate, Barcelona, Spain

tesfrc Uink

1ot Astbés

"Department of Applied §

na de Barcelona, Barcelona, Spain

“Department of Paediatrics. Hospital Unlversitar Germans Trias | Pujol, Barcelona, Spain
HGermans Trias | Pujol Research Institute, Barcelona, Spain

paediatric Infectious D

Correspondence

Pere Soler-Palacin. Department of Paediatrics,
Hospital Universitari Vall d'Hebron, Vall
dHebron Barcelona Hospital Campus, Passelg
Vall d'Hebron 119-129, Barcelona 08035,
Spain

Emall; pere.soler@valihebron cat

Funding information

Health Research Fund, the Spanish Ministry of
Economy and Competitiveness, Grant/Award
Numbars: FIS PI18/00685, FIS P114/01838;
Spanish Network for Research in Infectious
Diseases, Grant/Award Number: REIPI
RD16/0014/0003; Spanish National R + D + |
Plan 2008-2011; Carlos Wl Health Institute;
European Regional Development Fund: Sanofi

s and Immunodeficiencies Unit, Department of Paediatrics, Hospital Universitan Vall dHebeon, Barcetona, Span

Abstract

Background: Viral lower respiratory tract infections (LRTI) are the leading cause of
hospitalization in children. In Catalonia (Spain), information is scarce about the bur-
den of viral LRTIs in paediatric hospitalizations, The aim of this study is to describe
epidemiological, clinical, virological and economic features of paediatric hospitaliza-
tions due to viral LRTL.

Methods: From October 2012 to December 2020, children aged <16 years admitted
to a tertiary paediatric hospital in Catalonia (Spain) with confirmed viral LRTI were
included in the study. Virus seasonality, prevalence, age and sex distribution, clinical
characteristics. hospital costs and bed occupancy rates were determined.

Results: A total of 3,325 children were included (57.17% male, 9.44% with comorbid-
ities) accounting for 4056 hospitalizations (32.47% < 12 months): 53.87% with
wheezing/asthma, 37.85% with bronchiolitis and 8.28% with pneumonia. The most
common virus was respiratory syncytial virus (RSV) (52.59%). Influenza A was
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1 | INTRODUCTION

Viral lower respiratory tract infections (LRTI) are an important cause
of morbimortality and hospital admissions in children, especially in the
population aged under five years.'! The most common LRTIs in chil-
dren are bronchiolitis, community acquired pneumonia (CAP), wheez-
Ing and asthma exacerbation,”

Bronchiolitis s a viral Infection with an annual Incidence of
5.2/100 in children under six months of age in Spain, and an annual
hospitalization incidence of 2.1 cases/100 children per year” It is
responsible for up to 13.5% of paediatric intensive care unit {PICU)
admissions during the winter months.” The main etiological agent of
bronchiolitis is the respiratory syncytial virus (RSV), followed by the rhi-
novirus (RV)." CAP is also a major cause of illness in children in devel-
oped countries. A virus is identified in 43-67% of cases of CAP, with
RV, RSV, and Influenza viruses being the main culprits worldwide.”
Finally, 30-50% of children suffer one episode of wheezng before
school age, and 30-40% present recurrent episodes. Asthma is the
leading cause of chronic disease worldwide, with a prevalence of 10%
in Western Europe.” Both diseases can be triggered by viral infection,
with RV being the most comman eticlogical agent, followed by RSV."

The introduction of molecular testing as standard laboratory prac-
tice to determine the presence RSV, influenza, and other respiratory
viruses has led to a better understanding of the burden of viral LRTIs
in hospitalized children. Interest in respiratory viral infections has
been heightened during the COVID-19 pandemic; however, there is
scant information about the surveillance of respiratory viruses other
than RSV, influenza, and severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2 {SARS-CoV-2) in hospitalized paediatric patients, Viral
LRTIs are not only interesting from a microbiological and clinical per-
spective, they also impact hospital bed occupancy rates and health-
care costs, and data on the latter can belp hospital managers plan the
distribution of their sources during annual epidemics. In this study, we
analyse the demographic, clinical, and viral characteristics of LRTIs
together with the cost of paediatric hospitalizations due to viral LRTI
other than SARS-CoV-2 in a referral hospital in Southwestern Europe

associated with pneumonia (odds ratio [OR] 7.75) and caused longer hospitalizations
(7 + 31,58 days), while RSV was associated with bronchiolitis (OR 6,62} and was the
most frequent reason for admission to the paediatric intensive care unit (PICU)
(11.23%) and for respiratory support (78.76%). Male sex, age <12 months, chronic
conditions and bronchiolitis significantly increased the odds of PICU admission. From
October to May, viral LRTls accounted for 12.36% of overall hospital bed days. The
total hospitalization cost during the study period was £€16,603.415.

Conclusions: Viral LRTIs are an important cause of morbidity, hospitalization and
PICU admission in children. The clinical burden Is associated with significant bed
occupancy and health-care costs, especially during seasonal periods.

cost of iliness, global burden of disease, hospitalization, respiratory tract infections, viruses

in order to improve understanding of the burden of viral LRTIs in hos-
pitalized children.

2 | METHODS

21 | Study design and participants

Thes is a descriptive, observational, retrospective, longitudinal study
performed from October 2012 {week 42) to December 2020 (week
50) in the Vall d'Hebron University Hospital in Barcelona (Spain), the
largest hospital complex in the Catalan Health System, which is also a
tertiary pacdiatric hospital catering for around 9.200 paediatric hospi-
talizations per year. The hospital has 16 PICU beds that can be
increased to 20 during seasonal periods and 55 in general paediatric
ward, This Is the reference hosplital for the population living in the
northem part of Barcelona's metropolitan area, including 30, 508
inhabitants under 15 years old {2.68% of Catalan population under
15 years). Moreover, it is also the main paediatric hospital in Catalonia
for patients requiring PICU care or solid organ transplant as wefl as
for patients suffering from oncobematologic diseases or some forms
of rare diseases being the population covered actually higher than the
above-mentioned.

All consecutive paediatric patients (<16 years old) with
laboratory-confirmed viral LRTI other than SARS-CoV-2 who required
hospitalization during the study period were included. Respiratory
samples for laboratory confirmation were collected within 3 days
before and 2 days after admission. The reason for hospitalization was
considered to be an LRTI if. according to the Interational Classifica-
tion of Diseases ninth {ICD-9) or tenth {(iCD-10) revision {Table 51),
the main diagnosis was bronchiofitis {466, J21), CAP (480, 483-488,
112, J16-)18, JO9-J11), wheezing, or asthma exacerbation (466, 493,
J20, J45), or the main diagnosis was influenza (487, 488, J09-J11).
respiratory failure (518, J96) or neonatal infection (771. P28, P39,
P96) with a secondary diagnosis of bronchioiitis, CAP, wheezing or
asthma exacerbation.
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Patlents that met the inclusion criteria were classified in three
groups according to the main clinical diagnosis: bronchiokitis—defined
as the first episode of viral LRT1 in an infant aged under 2 years as per
our local protocol,” CAP and wheezing/asthma.

22 | Variables analysed

Demographical and clinical data were retrospectively gathered from
structured data In each patient’s electronic clinical record by the
Hospital Information Systems, These data included: main and sec-
ondary diagnosis, respiratory viruses detected, age, sex, date of hos-
pitalization and discharge, admission to the PICU, and if so, date of
admission and discharge, need for respiratory support and maximum
support administered (conventional oxygen, high flow nasal cannula,
or non-invasive mechanical ventilation (HFNC/NIMV), invasive
mechanical ventilation (IMV) and extracorporeal membrane oxygena-
tion (ECMO) (Table S2). All the information was uploaded to a codi-
fied database.

Hospitalization cost was based on the prices established by our
hospital and calculated based on 2021 fares: £615 per day in the pae-
diatric ward and €2,350 per day in the PICU (internal data from the
Catalan Health System data). Surveillance seasons lasted from week
40 in October to week 20 in May.

23 | Procedures

Respiratory tract specimens were collected within 3 days prioe to
admission for LRTI from all emergency department patients with
symptoms of respiratory infection. Thereafter, respiratory specimens
were taken within two day of admission to the paediatric ward or
the PICU. Samples were processed in the hospltal microblology lab-
oratory within 24 hours for routine testing, and within six hours for
rapid detection tests for influenza viruses and RSV, From October
2012 to May 2016, detection of respiratory viruses was routinely
performed by direct immunofluorescent antigen detection assay
(D3 Ultra 8™ DFA Respiratory Virus Screening & Identification Kit,
Diagnostic HYBRIDS, USA), which detects influenza A (FLUAV) and
B (FLUBV). RSV, adenovirus {AdV), human parainfluenza viruses 1-3
(HPIV 1-3) and human metapneumovirus (HMPV). From October
2014 to November 2014, real-time multiplex RT-PCR—first, the
Anyplex™ |l RV16 Detection kit (Seegene, South Korea), which was
later replaced by the Allplex™ Respiratory Panel (Seegene,
South Korea)-was included for routine testing for the foregoing
respiratory viruses in addition to HPIV-4, bocavirus (BoV), enterovi-
rus (EV), RV, and human coronaviruses (hCoV) NL&3, OC43 and
229E. Rapid RSV and influenza testing during epidemics was per-
formed using an immunofluorescent assay (Sofia RSV or Influenza
FIA, Quidel, CA, USA) or a rapid molecular test (GeneXpert Flu or
Flu/RSV XC, Cepheid, CA, USA). If the rapid test was negative, the
study was extended to include other respiratory viruses that were
detected using routine testing techniques.

WILEYLl 2

24 | Statistical analysis

Continuous variables are described as mean and standard deviation
{SD) and categorical variables as frequencies and proportions. Contin-
gency tables were used to analyse the relationship between two quali-
tative variables, and chi-square tests were used to assess assoclations,
The Kruskal Wallis test was used to analyse the refationship between
quantitative and qualitative variables. A logistic regression model was
used to characterize the response variables, and the results were pre-
sented as an odds ratio (OR) with the corresponding 95% confidence
interval {75% CI), A multivariate logistic regression model was used to
determine the risk factors associated with PICU admission. In all
models, pair-wise comparisons were performed using Tukey correc-
tion for multiple comparisons. The significance level was set at 0.05
for all tests. The results were analysed using SAS v9.4 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

3 | RESULTS
During the study period, 29,511 children aged <16 years were admit-
ted from the paediatric emergency department, 4,056 (13.74%} with a
diagnosis of viral LRTL. The LRTI episodes corresponded to 3,325 chil-
dren, of whom 1,317 (32.47%) were under 12 months of age, 1,902
(57.20%) were male, 314 (9.44%) had a history of chronic disease, and
1446 (3.60%) were immunocompromised. Four (0.10%) patients died,

In total, 4,753 viruses were isolated from the 4.056 patients with
viral LRTI (22 viruses were detected In 565 patients). Age distribution
of LRTI and the viruses isolated are shown in Table 1. The most com-
mon virus causing LRTI was RSV, which was detected in 2,133
(52.59%) children, followed by RV (1,210 [29.83%]), and HMPV
{341 [8.41%]). Ameng the 84 hCoV diagnoses, 12 corresponded to
hCoV-229E, 28 to hCoV-NL&3, and 44 to hCoV-OCA43. Of the
255 HPIV diagnoses, 39 were HPIV-1, 9 HPIV-2, 149 HPIV-3 and
58 HPIV-4. The most frequent co-detections were RSV-RV and AdV-
RV (83/565 and 64/565, respectively) (Table S3}). Hospitalization
occurred during the survelllance seasons (from week 40 in October to
week 20 in May) in 3,684 (90.82%) of study cases. According to clini-
cal diagnosis, of the 4,056 patients hospitalized for viral LRTI, 2,185
{53.87%) presented wheezing/asthma, 1,535 {37.84%) bronchiolitis,
and 336 (8.28%) CAP. Three-hundred and sixty patients with LRTIs
{8.87%) required PICU admission, representing 7.89% of all patients
admitted to the PICU during the study period, Overall, 333/360
{92.50%) were admitted during the surveillance seasons. One hundred
and eighty children were admitted directly to the PICU from other
centres. Of the four non-surviving patients, one died due to FLUAV
CAP, two due to CAP caused by RSV In children with a history of neu-
rologic comorbidities, and one due to RSV-related wheezing/asthma
in a child with chronic lung disease,

Seasonal differences in the percentage of laboratory-confirmed
cases were observed in FLUAV, AdV, RSV, RV (p < 0.0001 for each),
FLUBV (p = 0.0199), HMPV (g = 0.0006), HPIV-3 (p = 0.0037), and
BoV (p = 0.0112), especially during the 2020-2021 season when the
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TABLE 1 Age distribution of PICU patients, LRT, and isolated viruses
Total(column)  s12months  12-24months  >24month-dyears  S5-1Syears  pvalue
Total [row), n (%) 1317 (32.47%) 1.120{27.61%) 1117 {27.54%} 502 (12.38%)
Number of PICU patients. 1 {%) 360 227 {63.06%) 79 {21.94%) 35{9.72%) 19(5.28%) «0.0001
LRTL n {%)}
Bronchiolitis 1535 1.187 (77.33%) 348 (22.67%) 0(0.0%) 0 (0.0%) <0.0001
Wheezing/asthms 2,185 116 (5.31%) 712(32.58%) 938 (42.93%) 419 (19.18%) «0.0001
CAP 336 14 (4.17%) 91 (27.08%) 154 (45.83%} 77 (22.92%) <0.0001
Virus, n {%)
FLUAV 136 22 (16.18%) 42 {30,88%) 50{36.76%) 22(16.18%) Q.0009
FLUBY 53 10 (18.87%) 11 {20.75%) 19 {35.85%} 13 (24.53%) 00130
RSV 2133 1,002 (46.98%) 583 {27.33%) 469 {21.99%) 79 (3.70%) <0.0001
HMPV 341 104 (30.50%) 122 (35.78%) 92 {26.98%} 23(674%) 0.0004
AdV 229 16 6.99%) 91 {39.74%) 99 {43.23%) 23 {10.04%) <0.0001
hCoV" 84 17 (20.48%) 19 {22.89%) 36 (43.37%) 11 (13.25%) 00097
RV 1,210 183 (15.12%) 279 (23.06%) 415 {34.30%) 333(27.52%) <0.0001
BoV 169 6{3.55%) 93{55.03%) 68 {40.24%) 2(118%) <0.0001
HPIV* 255 55 121.74%) 80 (31.62%) 83{32,81%} 35(1383%) 0.0041
EV 143 5 {3-50%) 50 {34.97%) 48 (47.55%) 20 (13.99%) <0.0001

Abbreviations: AdV, adenovirus; BaV, bocavirus; CAP, community acquired pnesmonia; EV, enterovirus; FLUAY, influenza A virus; FLUBV, influenza B
virus; hCoV, human coronaviruses; HMPVY, human metapneumovines: HPIV 1-4, human paranfluenza viruses 1-4; LRTL, lower respiratory tract infection;
PICU, paodiatric intensive care unit; RSV, respiratory syncytial virus; RV, rhinovirus.,

*One patient with hCoV-229E and hCoVWNL63 coinfection and 2 patients with hPIV-3 and hPIV-4 coinfection were only taken into account once.

annual FLUAV, FLUBV, RSV and HMPV epidemics were not observed,
and RV and AdV were the main viruses circulating that season
[Figure S1 and Table 54). Additionally, statistically significant differ-
ences were observed in the monthly trends of FLUAV, FLUBV, RSV,
HMPV, AdV, RV, HPIV 3-4, and EV (p < 0.0001 for each) (Figure 52).
During seasonal periods, RSV was the first virus to peak {in December],
followed by FLUAV peaking in February, FLUBV in March, and HMPV
between March and April,

Analysing the main clinical findings related to laboratory-
confirmed LRTI cases for respiratory viruses (Table 2), we found that
3,068 (75.64%) of patients with LRTIs required respiratory support, of
which 2750 (89.63%) needed conventional oxygen supply,
234 (7.63%) HENC/NIMV, 82 (2.67%) IMV, and 2 (0.07%) ECMO. The
two cases requiring ECMO were a previously healthy four year-old girl
with no disease history who presented severe pneumonia due to
FLUAV-Streptococcus pneumonioe co-infection, and a 4 year old girl
with severe neurologic sequelae due to a brain tumor who presented
RSV CAP, which was ultimately fatal, FLUAV caused longer hospitali-
zations than the other viruses (7.51 # 31.58 days, p = 0.0077). The
highest proportion of patients needing admission to the PICU
(241/2133; 1123%, p<00001) and respiratory support
(1,680/2,133; 78.76%, p < 0.0001) presented RSV infection. In con-
trast. RV-related disease was milder {length of stay [LOS): 4.04
+945days, p=00065 PICU admission: 6.94% of patients,
p = 0.0057).

To determine whether certain respiratory viruses were assoclated
with specific LRTls, we compared the number of patients who tested

positive for each virus with those that tested negative for that virus
{Figure 1). FLUAV was associated with pneumonia (OR 7.75, 95% CI
524-11.49; p<0.0001), RSV was associated with beonchiolitis
{OR 357, 95% Cl 3.13-4.17; p < 00001), and RV caused mainly
wheezing/asthma (OR 3.58, 95% Cl 3.07-4.18; p < 0.0001).

We also performed muiltivariate analyses to identify the host fac-
tors that Increased the risk of PICU admission (Table S5); male sex
{adjusted p « 0.0048), age < 12 months (adjusted p « 0,0002 com-
pared with 12-24 months), history of chronic conditions {adjusted
p < 0.0001), and bronchiolitis (adjusted p = 0.0004). We were unable
to confirm any correlation with viruses.

Qur analysis of hospitalization costs showed that during survell-
lance seasons, viral LRTls accounted for 12.36% of overall bed days
{17.921/144900), 1439% of paediatric ward bed days
(15,294/106,260) and 6.79% of PICU bed days (2,627/38,640). Dur-
ing the entire study period, total hospitalization costs were
€16,603,415 [being only £92,930 attributable to the 2020-2021 sea-
son), with a cost per patient of €4,093.54 (Table S6),

4 | DISCUSSION

In this study, we reviewed the burden of viral LRTIs other than SARS-
CaV-2 in children aged <16 years in one of the largest tertiary paedi-
atric hospitals in Catalonia (Spain) from October 2012 to December
2020, Our results show that viral LRTIs are an important cause of
morbidity and high healthcare costs in hospitalized children during
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seasonal periods, particularly in children aged <1 year, males, and in
children with chronic conditions. Interestingly, 90% of study patients
had no history of chronic conditions. An analysis by virus type showed
that RSV was the main etiological agent.

RSV, RV, wheezing/asthma, and bronchiolitis were the most prev-
alent viruses and diseases during the study period; bronchiolitis
increased the risk of requiring intensive care. As previously reported
in the literature, and confirmed by our results, host factors such as
male sex, younger age, and history of chronic conditions increase the
severity of viral LRTls, and therefore the likelihood of PICU
admission,””

Before the COVID-19 pandemic, the burden of respiratory
viruses was particularly high during the winter months in temperate
countries such as Spain due to the annual RSV, influenza, and HMPV
epidemics.” ' Differences in seasonal and monthly respiratory virus

trends described in our study can be explained by the interaction of
environmental, host, and viral factors, in addition to the use of differ-
ent laboratory diagnostic techniques.''** The interaction of the fore-
going factors was particularly important during the first half of the
2020-2021 season, in which the introduction of non-pharmaceutical
interventions and restrictions on international travel during the
COVID-19 pandemic prevented the spread not only of SARS-CoV-2,
but also of other respiratory viruses, particularly RSV and influenza
viruses.” ' Nevertheless, RV and AdV were still detected, probably
because non-pharmaceutical interventions were not as effective in
these non-enveloped viruses as in other respiratory viruses, inchading
SARS-CoV-2.'7*

In addition to the prevalence and seasonality of LRTIs, one of the
most interesting factors to be considered s their burden in hospital-
ized children, According to the Global Burden of Diseases 2017, the
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burden of LRTI in children aged <5 years was lower in pre-pandemic
seasons due to improvements in hygienic and sanitary conditions and
increased vaccine coverage.'” Nevertheless, our results show that
viral LRTls are still an important cause of morbidity in children, The
few studies that have analysed the burden of LRTIs in paediatric hos-
pitals have mainty focused on the most virulent viruses, such as RSV,
influenza viruses, and HMPV,'" 1% We, however, found that respira-
tory viruses other than RSV, influenza, and HMPV were responsible
for a third of all cases of LRTIs, showing that the burden of these
viruses s significant in terms of bed occupancy rates and heaithcare
costs, Overall, RSV has been described as the main cause of hospital
admission and LRTI-related deaths worldwide, followed by influenza
viruses, and HMPV, particularly in children aged <1 year.' ' ** RSV
and Influenza viruses were also the main causes of morbidity and mor-
tality In our study, as both were associated with prolonged LOS. In
the case of RSV, this was probably due to the need for respiratory
support and PICU admission for bronchiofitis,”” while in the case of
influenza, it was likely due to the use of parenteral antibiotics and
respiratory support for secondary bacterial infection in patients with
CAP.”" FLUAV and RSV were associated with the four fatalities in our
study, all of which occurred in children with a history of comarbidities,
as previously reported.’””" Despite the lower number of HMPV
cases, the risk of severe infection has been described as similar to that
of RSV or influenza viruses, especially In children aged <1 year.’”**
However, we observed milder outcomes in HMPV infection, probably
due to the lower proportion of children aged <1 year and to differ-
ences in HMPV genotypes circulating in each region.” RV, despite
being the second most prevalent LRTI-related virus, caused milder dis-
ease compared with RSV or influenza viruses, probably due to less
respiratory cytokine production leading to a milder proinflammatory
response.”” Our data showed that a high proportion of hCoV- and
BoV-related LRTIs required PICU admission, and a high number of
BoV-related infections required resplratory support, although this
occurred mostly in cases of co-infection with more vindent viruses,
such as RSV,

Viral LRTIs are generally associated with high bed occupancy
rates during surveiiance seasons. In our study, the total direct health
care cost due to LRTI was £16,603415, with a per-patient cost of
€4,093.54—a considerable economic burden on the health care sys-
tem, considering that the per capita budget of the Catalan Health
Institute is approximately €1.293.1/year, a figure that falls far short of
the real cost of these hospitalizations.”” In addition to direct hospital
costs, the cost of treating children in primary care and secondary costs
arising from parental work absentecism, together with travel and meal
expenses during the child's hospital stay, should be taken into
account. This underscores the importance of research and the imple-
mentation of preventive measures to reduce morbidity, clinical costs,
and bed occupancy rates, Our results suggest that these measures
should focus on the prevention of RSV and influenza viruses during
epidemics. especially in younger children. and should be offered to
the entire paediatric population, regardless of their comorbid status.
Preventive measures include influenza vaccination, which can prevent
up to 50% of influenza-related hospitalizations in children under eight

WILEY.l ?

years old.”® Other strategles currently under development are anti-
viral treatments based on humanized monoclonal antibodies against
RSV, which can prevent 77.3% of hospital admissions for RSV-related
LRTI in children entering their first RSV season.””

This study has several limitations, apart from its retrospective
design. Factors such as viral-bacterial and viral-viral co-detections
were not taken into consideration when evaluating dinical evolution,
and may modify clinical severity. However, although viral-bacterial co-
detections are known to increase disease severity, there is no conchu-
sive evidence that viral-viral co-detections increase the disease bur-
den compared with single infections.”™" From a microbiological point
of view, we used various diagnostic techniques with varying sensitivi-
ties to detect viral species, This makes it difficult to compare data
between seasons, and may have led us to underestimate the true bur-
den of RV, BoV, hCaV, HPIV-4 and EV, especially during the first sea-
son studied, when these viruses were not routinely detected. In
addition, the use of rapid tests targeting only RSV or influenza viruses
during annual epidemics may have led us to underestimate the role of
viral co-detection during the winter months. Our use of structured
data alloveed us to export a considerable volume of information; how-
cver, although a group of experts reviewed the disease codes, we can-
not rule out the existence of disease and respiratory support coding
errors. Nevertheless, large amounts of structured patient data from
hospital information system are relatively easy to obtain, and will play
a key role in the clinical and virological surveillance of viral LRTIs in
children. The total costs may be biassed because of COVID-19 pan-
demic, especially in the 2020-2021 season. Additionally, the calcu-
lated cost for this season is underrated as patients were only included
until December 2020. Also, costs may have changed along the study
period but we were unable to retrieve appropriate yearly data due to
changes in the measurement system and economic databases so they
were all calculated basad on 2021 fares. Finally, despite the relevance
of our findings, the single-centre design of our study prevents us from
extrapolating our results to other geographical areas, Similar studies in
other regions are needed to compare findings on viral LRTls, Aside
from these limitations, our study stands out from previous research
conducted in our geographical area, Insofar as we describe viral LRTls
from the perspective of microbiolegical data, clinical outcomes, and
consumption of healthcare resources.”” " Finally, one of the
strengths of our study is the inclusion of a large patient sample, which
allowed to study the burden of viral LRTis in hospitalized children
over a long period of time.

In conclusion, viral LRTIs place a heavy burden on hespital
resources, and on the healthcare system in general due to their associ-
ated morbidity. LRT)-related mortality in our region, however, is
scarce, and associated with previous chronic conditions. Continuous
surveillance of LRTI will improve healthcare planning, show changes in
prevalence and severity trends based on previous seasons, which may
indicate the circulation of a new viral variant. and allow hospital
authorities to monitor the efficacy of preventive or therapeutic mea-
sures in the paediatric population. Our experience of the recent
COVID-19 pandemic has shown that active LRTI microbiclogical and
clinical surveillance should be a public health prionity. Finally, it is
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essential to increase the limited number of antivirals available for
influenza and RSV by developing new prophylaxis measures and drugs
to treat viral LRTI, This will improve the health of the paediatric popu-
lation, and reduce the consumption of hospital resources and associ-
ated costs,
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Supplementary Table 1. Classification of lower respiratory tract infections studied according to ICD-9 and ICD-10 codes

Resultados

Condition 1D Code Definition
it
Bronchiolits D9 4661 Acute b hiol
46611 Acute bromchiolitis due to respirmtary syneytial virus {RSV)
26619 | Acute broachiolitis due to other infectious organisins
1CD-10 121.0 Acute bronchiolitis due to respinitory syneytinl virus
211 Acute bronchiolitis due to human metapneumovinis
118 Acute bronchiolitis due to other specified organisms
1219 Acute bmnchioliﬁ' unﬂ'ﬂed
Community acquired 1CD9 450.0 Pacumonia duc to adenovirs
poeumonia 4801 Poeumonia due to respiratory syncytial virus
480.2 Pocumonia due to paraimfluenza virus
A%0.% Poeumonta due to other virus not elsewhere classified
AS0.9 Viral pricumonis, unspecified
4838 Poeumonia due 1o other specified onganism
484 Pocumonia in inf diseases classified ebewhere
485 Hronchopaeumonia, organism unspecified
486 Preumonia, organism unspecified
3870 | Infl with p i
48801 Infl: due to identified avian influenza virus with
48811 | Influenza due 1o identified 2009 HINT influenza viras with pneamonia
48881 | Influenza due 1o identified novel mfluenz A virus with preamonia
1CD-10 JI2.0 Adenoviral preumonin
J120 Respiratory syncytinl virus g
na2 Parainflucnza virus pnesimonia
1123 Human metapneumovirus pocumonia
128 Other viral pneumonia
129 Viral pneumonia, unspecified
168 Pocumonia duc to other specified infectious organisis
e Pocumonia in discases classified elsewhere
JI80 Bronchopnewmonia. unspecified
JIK1 Lobar preumonsa, unspecified
JIR2 Hypostatic pneumonia. unspecified
JIK K Other prcumonia, orgs pecilied
JI89 | Pn iit, unspecitied
JOUXT | Influenza due to identified novel i) A virus with p
11000 | Inn due 10 other identified influenza virus with unspecified type of pneamonia
310.01 Influenza due 1o other identified influenza virus with the same other identified influensa virus
pneumonia
JI008 | Influenza duc 10 other idenufied influcnza virus with other specified pneumonia
JILO0 | Influerza due o unidentified influenza virus with unspecified type of pneumonia
JILOS | Influenza due to unidentified nfluenza virus with specified pneumonis
Wheezmng Asthia D9 4660 Acute broachitis
49301 Extrinsic asthena with stutus asthmaticus
49302 Extrinsic asthma with (acule) erhaty
49311 Intrinsic asthma with status asthmaticus
49312 | Intrinsic asthma with (acute) rhati
49321 Chronsc ob: ive asthina with status asth
49322 Chronsc ob ive asthns with (acute ) rhati
49391 Asthma, unspecified type, with status asthmaticus
49392 Asthma, unspecified type, with (ucute) exacerhation
1CD-10 1203 Acuie broachitis due 1o coxsackievirus
J204 | Acute bronchitis due to parainfhsenza virus
J20.5 Acute broachitis due to respiratory syncytsal virus
1206 | Acute broachitis due to rh?'wTims
1207 Acute broachitis due to echovirus
1208 Acute broachiris due 1o other specified organisms
1209 Acute broachitis, unspecified
14521 Mild mtermuttent asthma with (scute) exacerbation
34522 | Mild msermuttent asthina with status asthmaticus
J45.31 Mild persistent asthma wth {acute) exacerbation
J45.32 Mild persistent asthma with status asthmaticus
J4s.ai Mod persistent asth with (acule) rhati
J45.42 | Mod persi asthia with status asthmaticus
J45.51 | Severe persistent asthma wath (acute) rh

"
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J45.51 Severe persistent asthma with status asthmaticus
J45901 | Unspecified asthns with (scule) exacerhation
J45.902 | Unspecified asthima with stutus asthmaticus
Influenzn DY 4871 Infl with other resp v rmanid i
4878 Influenza with other manifestations
48802 Influenza due to identified avian influenza viras with other resperatory manifestations
ASB09 Infl duc to identified avian influcnza virus with other manifestations
48812 Influenza due 1o identificd 2009 HINY influcnza virus with other respiratory manifestutions
48819 | Influenza due to identified 2009 HINIT mflucnza virus with other munifestations
48882 Influcnza due 1o identified novel mfluenza A virus with other respiratory manifestations
1CD-10 J09X2 | Infl due to identified novel influenza A virus with other respiratory i
JOUX9 | Influenes due to identified novel mfluenza A virus with othee festat
1101 Infl due o other identified infk virus with othser respiratory rmanife
JI0.89 | Infl due 1o other identitied infl virus wiih otlser ifestati
Ji Influenza due to unidentificd nfh virus with other resps v man ifestati
J11.89 | Influenza due to unidenti fied mfluenza virus with other manifestations
Respiratory fatkure 1ICDY SIKS] Acute respiratocy fiilure
51882 Other pulmonary msufTiciency, not elsewhere classified
51884 Acute und chronic respirtory fatlure
1CD-10 J96.00 | Acute respiratory foilure
196.01 Acute respiracory failure with hypoxia
J96.02 | Acute respiratory failure with hypercapnin
196.20 | Acuote and chronic respiratory failure
19621 Acute and chronic respiratory failure with hypoxia
19622 | Acute and chronic respimtory fatlure with hypercapnia
19690 | Respiratory fatlure, unspecified, unspecified whether with hypoxia or hypercapnia
19691 | Respirutory fatlure, unspecified with bypoxia
19692 | Respiratory failure, unspecified with bypercapnia
Infection in the newborn 1CD-9 771.89 | Other infectsons spocific to the perinstal period
1CD-10 P28.8Y | Other specified respiratoey conditions of newborn
P39.9 Infection specific to the perinatal petiod. unspecilied
PIOK | Other specified infections specilic to the perinatal period
P96.89 | Other specifiod conditions ongmating in the perinatal period

ICD: International classification of diseases




Supplementary Table 2. Classification of respiratory support according to ICD-9 and ICD-10 codes

Respiratocy support 1CD edition Code Definitica
Conventonal oxygen D9 9196 Other oxygen enexchment
1Co-10 JEOFTSF Introduction of Other Gas inso Respirutory Traet, Via
Natural oc Artificial Opening
SA0522C Exlm%ml SEM Ox\mion. Continuous |
High Dow nasal oxygen oc | ICD9 G199 Other resparasary procedures
non-mvasive mechaneal Contimuous negative pressare vemtilanon [CNP)
ventilation Pustural drainage
93.90 Non-imvasive mechamcal vemibation
Bidevel airway pressure
BiPAP without (delivery through) endotracheal tube or
tracheostomy
CPARP withoun (debivery theough) endotrachesd tubse or
tracheastomy
Mechanical vestilation NOS
Non-mvasive posative pressure (NIPPV)
No-tavasive PPV
NPPV
That delivered by non-mvasive interface:
face mask
nosal mask
nasal pillow
aral mouthpicee
aronasal mask
DR Imterietient positive pressure beeathing [1FPB]
ICD-10 SA09357 A with Resp v Vensil Lews than 24
Consecutive Hours, Continuous Posstive Airway Pressure
REVUTEESS Assistance with Respwasory Ventilutson, Less than 24
i ive Hours, Intermattent Pasitive Airway Pressure
SA09359 Asssstance with Resperatary Ventilatson, Less than 24
Ci e Hours, Conti Negative Airway Pressure
SAD93SA Asst with Resp y Veneil Liss than 24
Ci ive Hours, High Nasal Flow/Velocity
SA093SH Asssstance with Respwatary Ventilaton, Less than 24
i e Hours, Intermuttent Negative Airway Pressure
REULERYS Asssstance with Respurasory Ventilaton. Less than 24
L ive Hours
SA00457 A ¢ with Resp y Vennl 2496
Ci ive Hours, Conti Pasitive Airway Pressure
SA004S% A with Resp y Venul 2496
Comsecutive Hours, Intermsittent Positive Atrway Pressure
SAM0459 Assistance with Respwatory Ventilaton, 24-96
Ci ¢ Hours, Confinuowss Negative Airway Pressure
SA0045A A with Respe y Venul 2496
Consecutive Houss, HIE Nasal Flow/ Velocity
Invasive mechanical ICD9 96,70 Other comtinwous myvasive mechanscal ventilsuon
ventlation %6.71 Comti invasi hanical ilation for less than
96 coaseautive hours
96.72 Comty InVasive hanical ilanon for 96
ICD-10 SA19054 Respiratory Venotilation, Single. Nonmechanical
SA19382 Respirntory Vennlation, Less than 24 Consecutive Howrs
SA1945Z Respiratory Ventikation, 24-96 Consecutive Hours |
5A1955Z Respiratory Ventilation, Greater than %6 Consecutive
Huuies
ECMO D9 39.65 E poreal I oxygenation [ECMO]
ICD-10 SAIS22F E poreal Oxyg Memb Central
SA1522G E poreal Oy Membeane, Peripherul Veno-
vl
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ECMO: Extracorpores] membrane oxygenation, ICD: Tnternational classification of diseases
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Supplementary Table 3. Number of viruses and virus combinations in viral co-detections

Co-detections N “

Two viruses (N $45) AV + Bov ] 180
AV = BCoV-OCA3 ] %3]
AV~ EV 3 -0
AV = HPIV-1 1 02
AV < HIV-3 F] o0
AdV <RV ) 1438
BoV ' EV 2 045
BoV ¢ 1PIV-1 3 045
BoV + 1IPIV-3 I (53]
BoV + 1PV 4 o0
WCoV-229E - hCoV-NLA | (53]
WCOV-229E + RV s 12
HCoV-NLbI + BoV 2 48
WCaV-NL63 + BV 1 22
NCaV-NLO + HPIV-3 i (153
hCoV-NLB3 + RV 7 57
WCaV-OC43 + BoV ;) 0ds
hCaV-0C43 1 BV | (55
hCoV-0C43 + RV 10 215
FLUAV + AdV 1 [(BH
FLUAV + EV 1 (53
FLUAV + HMPV 1 02
FLUAV = RV 2 45
FLUAV = RSV [ (B
FLUBV + RV | 022
FLUBV + RSV I 022
HMPV + AdV o 135
HMPY + BoV [] 180
HMPV + BCoV-220F | 22
HMPY + BCoV-NL63 2 045
HMPV + BCov-0C43 3 067
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HMPV + EV 6 135
TMPV + HPIV-S 1 2
HMPY < 1PV 1 55
HMPV + RV 37 w3l
HPIV-1 + EV I 022
HPIVZ T BV | 22
HPIVA S BV 3 045
HPIV.A + HPIVA 2 45
HPIV-A + BV E] 90
RV + BoV a0 [
RV + EV 3 562
RV + HPIV-1 [ (S
RV + HPIV-2 2 s
RV + HPIV3 v 27
RV + HPIVA 6 135
RSV + AdV I 247
RSV + BoV 13 2:92
RSV + BCoV-2208 | (532
RSV + bCoV-NLAS 4 150
RSV = BoV-0C43 7 157
RSV« EV ¥ 140
RSV = MPNV 6 135
RSV = HPIV-2 | 22
RSV = HPIV-3 3 067
RSV - HFIV= i 022
RSV = RV K3 185:65

Three viruses (N 108) AdV = BoV + EV 1 093
AV + BCoV-220E + RV | 093
AV~ BCoV-OCH3 T RV 3 178
AdV S HPIV-3 5 EV 1 o1
AdV - RV + BaV 7 [0
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AV < RY - EV 9 [EE
AdV = RV = HPIV-1 1 5
AdV - RV - HPIV3 3 278
AdV =RV~ HPIVA 1 09
HoV + HPIV-3 + EV 1 (3]
hCaV-NL63 + RV + BoV [ 093
BCAV-NL63 + RV + HPIV | | 093
NCaV-0CA3 + BoV = £V | 93
HCaV-0C43 + RV + HPIV-1 | | ()
FLUAV = AdV + RV | 093
FLUAV = BV + RV 1 93
FLUAV = hCoV-229E < RV | | (3]
FLUAV = HMPV + EV 1 093
FLUAV + RSV + RY 1 093
FLUBV + RSV + RV 2 185
HMPV + BoV + EV 2 185
TMPV + BCoV-NL63« RV I 093
HMI'V - RV = BoV 2 185
HMPV + RV = EV 2 [EXS
HMPY < RV = HPIV-2 i (X2
HMFV + RV - HPIVSS 2 KD
RV + BoV + EV 7 648
RV + BoV + HPIV-3 3 278
RV + HPIV-1+ EV | 09
RV ¢ HPIV-2+ EV 1 93
RV HPIV-3+ EV 5 EY3]
RV + HPIVA1 EV | 0193
RSV« AdV ¥ BoV 5 a6
RSV = AdV ¢ hCaV-OC43 | 2 [ES
RSV + AdV T EV I 091
RSV - AdV + RV 3 70
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RSV + BoV + EV 3 178
RSV = BoV + HFIV3 1 (3]
RSV + BCoV-220E + BoV 1 093
RSV = hCoVNLa3 = HPIV-1 | | 093
RSV + BCOV-NL63+ RV 1 (X3
RSV = BCoV-OCA3+ RV 1 093
RSV = HMPV + BaV | (3
RSV = HMPV + EV | 93
RSV = MPNV+ RV | 093
RSV = HPIVS= EV | 093
RSV - RV - BaV 3 278
RSV - RV < EV 7 a8
RSV < RV + HPIV-1 1 o3
RSV + RV + HPIV-3 1 093
RSV = RV - HPIVA 5 Iy
Forar viruses (N 12) AdV + RV + BV + EV 3 2500
AV RV < BoV + HPIV | | K3
HMIV + AdV + hCaV-NL62 | | ¥ 33
+ BoV
HMPV 7 AdV + RV + Bov | | ¥33
RSV« AdV ¢ BoV + £V 1 %31
RSV < AdV + RV + BoV 2 1667
RSV - AdV Y RV 1 EV [ ¥
RSV + AdV 4 RV« HPIV-T | 1 833
gv “RCOVOCAI v BoV + | | 833

AdV: adenovirus; BoV: bocavirus: EV: enterovirus; FLUAV: influenza A virus: FLUBV: influenza B virus; hCoV:
human coronavirases; HMPV. human metapacumovirus, HPIV: human parainfluenza viruses; RSV: respiratory
syncytinl virus; RV: thinovirus.

Resultados

66



Resultados

Supplementary Table 4. Number and percentage of monthly viruses comparing rates in the period 2012-2019 versus

vear 2020
Virus Year | Jan Feb Mar | Apr | May |June | July | Aug | Sept | Oct Nov Dec p valuet
TOTAL | 2012 | 510 287 298 | 191 | 140 | 114 |32 21 141 | 208 638 1,265
2019
2020 | 68 45 26 1 0 0 0 Bl 14 31 17 5
FLUAV | 2012 |33 47 24 2 0 1 0 0 0 0 0 15 0.0156
- (6.47) (16.38) | (RO5) | (1.05) (0.88) (1.19)
N | 2019
2020 | 15 8 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(L19) [(17.78 | (115
) 4)
FLUBV | 2012 | 8 9 19 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0.0006
- (L.57) | (3.14) | (638 (0.55)
N | 2019 )
2020 | 2 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(294) [(1011 | (105
) 4)
RSV 2012 | 359 91 39 1 5 6 3 2 1 30 420 1,107 | <0.0001
- (70.39) [ (3L.71) | (13.0 | (5.76) | (3.57) | (5.26) | (9.38) | (9.52) | (0.71) | (14.42) | (65.83) | (87.5])
N(%) | 2010 9)
2020 | 48 9{20) (2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(70.59 (7.69
) )
HMPV | 2012 | 15 44 17 |72 24 12 2 1 5 | 10 20
- (294) [ (1533 | (392 | (37.7 [ (17,1 [ (10,5 | (6.25 | (4.76 | (3.55 | (0.48) | (1.57) | (1.58)
2019 ) 6) 0) 4) 3) ) ) 0.9478
2020 |3 4 10 0 | 0 0 0 0 0 0 0
(4.41) [(8.89) | (384 (25)
6)
AdV 2012 | 15 21 29 15 16 16 3 1 10 15 36 40
- (294) | (7.32) | (973 [(7.85 [ (11.4 | (14.0 | (9.38 | (4.76 | (7.09 | (7.21) | (5.64) | (3.16)
2019 ) ) 3) 4) ) ) ) 0.9790
10
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2020 |5 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
(7.35) (1290 | (17.65
) )
hCoV- | 2012 |4 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 7
229E |- 0.78) | (0.70) | (1.01 (0.24)
2019 )
2020 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hCoV- | 2012 |6 1 6 0 0 ] 0 0 0 ] 3 5 7
NL63 |- (L18) [ (1.39) |20 (0.88 (0.48) | (0.47) | (0.40)
2019 ) )
2020 |2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hCoV- | 2012 |3 3 1 5 I 1 0 0 3 1 7 10 0.0005
oc43 |- (0.59) | (1.05) |(0.34 | (262 | (0.71 | (0.88 (2.13 | (0.48) | (1.10) | (0.79)
2019 ) ) ) ) )
2020 | 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(7.35) | (8.89)
RV 2012 |79 85 90 |96 |81 |48 |12 |12 | 113 |146 | 201 | 136 | <0.0001
5 (1549 | (29.62 | (302 | (50.2 | (57.8 | (42.1 | (37.5 | (57.1 | (80.1 | (70.19 | (31.50 | (10.75)
2019 |) ) 0 (& (& |n o |4 |4 | )
2020 |15 17 8 0 0 0 0 4 14 |31 17 5(100)
(2206 | (3778 | (30.7 (100) | (100) | (100) | (100)
) ) i)
BoV 2012 | 19 13 12 |7 5 3 0 3 3 12 35 a8 0.7825
. (3.73) | (453) | (403 | (3.66 | (357 | (3.51 (142 | 213 [ 577 | (549) | (3.79)
2019 ) ) ) ) 9 )
2020 | 1 3 2 I 0 0 0 0 0 0 0 1(20)
(1.47) | (667) | (7.69 | (100)
)
HPIV-1 | 2012 | 1 0 0 0 0 1 2 1 6 14 14 0 7
< (0.20) (0.88 | (625 | (476 | (426 | (6.73) |(2.19)
2019 ) ) ) )
2020 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HPIV-2 | 2012 |0 0 1 0 0 0 0 0 0 I s 1 7
- (0.34 (0.48) | (0.78) | (0.08)
2019 )

11
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2020 (0O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2.22)
HPIV-3 | 2012 | 6 6 15 26 24 33 7 2 6 5 10 9 3
- (L18) | (2.09) | (5.03 [(13.6 | (17.1 | (28.9 | (21.8 | (9.52 | (4.26 | (2.40) | (1.57) | (0.71)
2019 ) 1 4 5) 8) ) )
2020 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HPIV-4 | 2012 |1 1 0 2 0 2 0 R I 12 22 8 z
- (0.20) | (0.35) (LOS (.75 (19.0 1 (0.71 [ (5.77) | (3.45) | (0.63)
2019 ) ) 5) )
2020 | 3 1 1 0 0 0 0 0 ] 0 0 0
(4.41) |(222) | (385
)
EV 2012 |1 1 11 8 17 15 5 2 19 9 28 21 F
- (0.20) [ (0.35) | (3.69 | (419 [ (12.1 [ (13,1 | (15.6 | (9.52 | (134 | (4.33) | (439) | (1.66)
2019 ) ) 4) 6) 3) ) 8)
2020 |0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(6.67) [(1L.5
4)

AdV: adenovirus: Apr: April; Aug: August; BoV: bocavirus; Dec: December: EV: enterovirus: Feb: February: FLUAV: influenza A virus; FLUBV:
influenza B virus; hCoV: human coronaviras; HMPV: human metapneumovirus; HPIV 1-4: human parainfluenza virases 1-4: Jan: Januasy; Mar:
March; Nov: November; Oct: October; RSV respiratory syncytial virus; RV: rhinovirus; Sept: September

'p values were caleulated by comparing the average monthly cases in the period 2012-2019 versus 2020

’p values were not calculated due to the small sample size
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Supplementary Table 5. Host factors that increased the risk of PICU admission in the univariate and multivariate

analysis
N (%) OR (95CI) p-value aOR (95CT) ap-value
Male sex 233(64.72) | 1.42(1.13-1.79) | 0.0027 1.40 (1.11-1.78) | 0.0048
Age
- <12 months 227 (63.06) | REF' REF'
- 12-24 months
79(21.94) 2.74(1.91-3.93) <0.000/ | 1.93(1.37-2.71) | 0.0002
2-4 years
515 35(9.72) 6,46 (3.98-10.49) | <0.000/ | 4.14 (2.50-6.85) | <0.000]
19 (5.28) 5.28(2.79-998) | <0.0007 | 3.84 (2.08-7.11) | <0.0001
Comorbidities 70 (19.44) 2.22(1.65-2.97) <0.0001 |3.28(2.394.50) | <0.0001
Disease
- Bronchiolitis 251 (69.72) | 4.31 (3:40-5:46)" | <0.000/ | REF'
- Wheezing/Asthma
89(24.72) | 0.25(0.19-0.32)' | <0.000f | 2.12(1.34-3.37) | 0.0004
- CAP
20(5.56) 0.62 (0.39-1.00)' | 0.0538 1.28 (0.63-2.61) | 0.68

#0OR: adjusted odds ratio; ap-value povalue of multivariate logistic regression, CAP: community scquired pneumontis; 95C1: 95% confidence

Resultados

interval; OR: odds ratio; PICU: paediatric intensive care unit, REF: reference. 'The OR and aOR are calculated by comparing < 12 months with each
age range or bronchiolitis with cach discase. *The OR is calculated by comparing the number of cases with the disease with those without the discase.
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Supplementary Table 6. Cost of the hospitalization per season (PW, PICU and to1al)

Season Total PW cost (€) Total PICU cost(€) | Total (€)

2012-2013 1,025,820 312,550 1.338.370
2013-2014 851,160 279,650 1,130,810
2014-2015 1,215,855 WM, 750 2,120,605
2015-2016 1,110,690 1,440,550 2,551,240
2016-2017 1,495,680 881,250 2,376,930
2017-2018 1,586,700 1,257,250 2,843,950
2018-2019 1,172,805 575,750 1,748,555
2019-2020 865,920 509,950 1,375,870
2020-2021 81180 11,750 92,930

PICU: Paediatric intensive care unit; PW: Pacdiatric ward

Resultados
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Resultados

Supplementary Figure 1. Scasonal number and percentage of positive cases for each virus. The percentage of positive cases is
calculated by dividing the number of patients positive for each virus per season by the total of positive patients per season. p values
are specified in statistically significant cases. AdV: adenovirus; BoV: bocavirus; EV: enterovirus; FLUAV: influenza A virus:
FLUBV: influenza B virus; hCoV: human coronavirus; HMPV: human metapneumovirus: HPIV 1-4: human parainfluenza viruses 1-
4: RSV: respiratory syncytial virus; RV: rhinovirus.
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Supplementary figure 2. Monthly number and percentage of positive cases for cach virus. The percentage of positive cases is
calculated by dividing the number of patients positive for cach virus per month by the total of positive patients per month, p values are
specified in statistically significant cases. AdV: adenovirus; BoV: bocavirus; EV: enterovirus; FLUAV: influenza A virus; FLUBY;
influenza B virus; hCoV: human coronavirus; HMPV: human metapacumovirus; HPIV 1-4: human parainfluenza viruses 1-4; RSV:
respiratory syncytial virus; RV: rhinovirus
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40-word summary: RSV-A bronchiolitis, compared with RSV-B, had greater severity at hospital
admission, lengthier hospital and PICU LOS, more proportion of PICU admissions, and higher
respiratory support requirements. Both groups had similar demographic characteristics and similar

rates of prematurity and comorbidities.

Resultados

£z0z Aensga g 91 uo manb Aq zosezousooeedspdliEsal GLropeope-auespesd o dno SeuspestSdiiy Wl pepeoumMog]

78



ABSTRACT

Between 2014-2018, we evaluated the severity of 687 cases of bronchiolitis caused by Respiratory
Syneytial Virus (RSV) in Catalonia, Spain. Compared to RSV-B, RSV-A cases required intensive
care (aRR=1.44, P<(.01) and respiratory support (aRR=1.07, P<0.0/) more often: hospital stay was
one day longer (P<0.01). Subgroup identification may aid clinical evaluation and seasonal healthcare

planning. \
: %\A
Keywords: Respiratory syncytial virus: bronchiolitis: bronchiolitis seveﬁtyc}&?} i 10ns;
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INTRODUCTION

Acute bronchiolitis due to the respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause of hospital

admissions in children under two years of age [1].

RSV is divided into the subgroups RSV-A and RSV-B based on antigenic and genetic characteristics
[2] und further classified into 34 different genotypes. RSV subgroups can coexist during the
respiratory virus season. In Spain, ON1 (RSV-A) and BAY (RSV-B) genotypes have been

predominant between 2014 and 2018 [2].

RSV bronchiolitis severity depends on environmental, host, and viral factors, There is evidence of an
association between RSV subgroups with bronchiolitis prognosis and immunological profiles, and
there is inconclusive data suggesting that RSV-A might cause more severe bronchiolitis |3-5]. For
example, Laham et al. conducted a 3-year prospective mulﬁconﬁc-’s'tudy by including <2 years-old
hospitalized bronchiolitis in the United States and mpoaed no differences in hospital LOS. PICU
admission, and NIMV or IMV use when consideung all laboratory-confirmed cases for RSV,
although when only single RSV infections weréanalyzed, RSV-A infected patients were more prone

to require PICU admission [3].

To further clarify the association between RSV subgroups and their influence on disease severity, we
retrospectively investigated the differences between the severity of bronchiolitis caused by RSV-A

and RSV-B in a cohort of children in Catalonia, Spain.
PATIENTS AND METHODS

Study desgn. setting and patients

ezoz fensga g g1 uo mwoanb Aq zosszousooeedspdiEsal o Lropeope-aaueapesEd(uco dno Sauspest Sdiiy 1WAl PepeojuMog]

We conducted a retrospective cohort study over four consecutive seasons (2014-2018) in a reference
children’s  hospital in Catalonia  (Spain). Each surveillance season lasted from  October
(epidemiological week 40) to May (epidemiological week 20). All paediatric patients aged < 24
months with laboratory-confirmed RSV bronchiolitis as per our internal protocol that required

hospitalization were included in the study [6].
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To determine differences in the severity of bronchiolitis caused by RSV-A and RSV-B, we collected
data on hospital length of stay (LOS), paediatric intensive care unit (PICU) admission and LOS, and
need of respiratory support as primary outcomes, Given that all patients survived, mortality was not

included as an outcome.

Demographic, chinical, and viral data were retrospectively gathered from electronic clinical records.
Demographic data included: season, sex, age, prematurity until moderate preterm (< 34 weeks of
gestation) and comorbidities (congenital heart disease, bronchopulmonary dysplasia and olhc; chronic
respiratory diseases, immunodeficiency or immunosuppression, and chronic ncw_olbgiml disease).
Clinical data included the Sant Joan de Déu bronchiolitis Score at admissioprR_OSlOD) [7). hospital
LOS, need for respiratory support, PICU admission, performance of chesX-ray and administration

of antibiotics. All the information was collected in an anonymized database.
Laboratory diagnosis

Routine RSV laboratory confirmation was,pgrforined,én'i"vespiralory samples by immunofluorescent
antigen detection (D3 Ultra 8™ DFA Respiratory Virus Screening & Identification Kit, Diagnostic
HYBRIDS, USA) or by real-time multipléx. RT-PCR (Anyplex™ Il RV16 Detection kit, Seegene,
South Korea during the 20 N-.ZOiS"Seimn. and Allplex™ Respiratory Panel, Seegene. South Korea
thereafter). Rapid detec;i_gti‘ o{ RSV during epidemics was performed using an immunofluorescent
assay (Sofia RSV FIA, Quidel, CA, USA) or a rapid molecular test (GeneXpert Flu or FlwRSV XC,
Cepheid, CA, USA). RSV subgroups (A or B) were identified using the confirmatory real-time
multiplex :P(TR;assay described above (Anyplex™ and Allplex™) or an alternative PCR assay, as

described by Gimferrer et al [2].
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Statistical analysis

Patient characteristics were described using a univariate analysis. Frequencies and percentages were
used to describe categorical variables, while continuous variables were described using the median
and the interquartile range (IQR) as they were not normally distributed. Some numerical variables

were transformed to categorical for the analysis. The effect of RSV subtype on the categorical
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variables of severity (moderate-to-severe score at admission, PICU admission, need for respiratory
support, >7 days of hospital and PICU LOS. use of respiratory support} and use of healthcare
resources (X-ray performance and antibiotic prescription) was calculated using a Chi-squared test to
assess the relative risk (RR). For continuous variables, the median difference with a 95% confidence

interval (95% CI) was calculated [8).

We performed a multivariate analysis to assess the effect of RSV type on the categorical variables of
severity and use of healthcare resources, The adjusted RR (aRR) was cnkula!:(!.u,.éj.ﬂ’g_._‘goixﬂon
regression maodels, considering season, age, sex, comorbidities, and prematurity. a8 potential
confounders (Supplementary Table 1). Statistical analysis was performed on Stata v16 software

(StataCorp. 2019, Stata Statistical Software: Release 16, College Station, TX: StataCorp LP).

All study procedures followed the ethical standards of the institutional rescarch committee and the
Helsinki Declaration and its subsequent amendments. The study was approved by the Vall d"Hebron

Hospital Clinical Research Ethics Committee (PR(AG)78/2014).
RESULTS

During 2014-2018, 687 children were admitted to the hospital due to bronchiolitis caused by RSV
322 (46.9%) cases were identified as RSV-A and 365 (53.1%) as RSV-B. Mean age, sex, preterm
status, and presence of chromc conditions were similar in both groups (RSV-A and RSV-B infection)

(Table 1),

Overall, bronchiolitis was more severe in patients infected by RSV-A compared with RSV-B in all
outcomes measured and in the use of antibiotics (Table 1). Likewise, after adjusting for cofounding

factors, moderate/severe score at hospital admission (aRR = 1.15), LOS >7 days (aRR = 1.44), PICU

ezoz fensga g g1 uo mwoanb Aq zosszousooeedspdiEsal o Lropeope-aaueapesEd(uco dno Sauspest Sdiiy 1WAl PepeojuMog]

admission (aRR = 1.44) and PICU LOS >7 days (aRR = 2.06), the need for respiratory support
(aRR = 1.07). and antibiotic use (aRR = 1.40) were more frequent in RSV-A-infected patients (Figure

1) and (Supplementary Table 1).
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DISCUSSION

In this study, we show that among patients hospitalized due to RSV bronchiolitis with similar
characteristics (demographics, prematurity, and previous comorbidities), those infected with RSV-A
presented greater bronchiolitis severity at admission, required longer hospital and PICU LOS, and

were more likely to require PICU admissions and respiratory support,

Our results are in line with previous reports suggesting that RSV-A bronchiolitis is associated with
worse severity and evolution compared with RSV-B [3.4], possibly because RSV-A rcphcum and
disseminates more effectively in airway cells than RSV-B, thereby triggering amore virulent immune
reaction in the host, and suggesting that RSV-A may be more pathogcﬁjc l@),;lfi’]. However, other
studies have reported no differences between subgroups and bmchioiiti‘s’ severity [10]. On one hand,
the lack of standardized severity scores prevents any mcaning‘f_yl“egq}pﬁﬁson between studies, and on
the other, factors such as prematurity, coinfection, or viral lmd [3-5,11] may affect the severity of the

disease and prevent an accurate assessment of nnyassocinuon between subtype and severity.

The disparity between the number of Xerays requested, which was similar in patients with RSV-A and
RSV-B infection, and the higher propartion of antibiotics prescribed in patients with RSV-A infection
may be explained by the higher prop(;rlion of RSV-A-infected patients requiring PICU admission and
invasive mechanical ver_l_nflhﬁ.o‘n. 48 these patients were more likely to receive antibiotic treatment for
suspected  respiratory bacterial coinfections or confirmed nosocomial infections related to the

procedures they were subjected.

Ong of the strengths of our study is that it includes a large number of hospitalized patients over
severﬂ_‘ consecutive seasons, with a similar proportion of RSV-A and RSV-B infections, and with
exclusive co-circulation of ON1 and BA9 (according to previous surveillance studies, 99% RSV-A
positive samples were ON1 and 91% of RSV-B positive samples were BA9Y), allowing us to perform
an unbiased study of the circulation and seventy of RSV over a long period of time [2). Another
strength is that both groups had similar demographic characteristics. The major limitation of the study

is that viral or bacterial coinfections were not assessed. Viral interference can regulate the burden of

Resultados
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respiratory viruses, although clinical studies comparing disease evolution in single and co-infected
RSV patients have reported conflicting results [3.5.12). Among viral-bacterial coinfections, although
the difficultics in obtaining samples for culture to confirm respiratory bacterial infections, it is
described in the 1-3% of bronchiolitis. In most of the cases described, bacterial coinfections are
related to Streptococeus pneumoniae causing more severe discase [13.14]. Another limitation is that
viral loads were not estimated in our study samples. Although viral load might have an effect on
disease severity [11], other studies have shown no association between viral load, subtype, and

severity [10].

Our results provide useful information for both healthcare providers and researchers. The 5vailability
of rapid diagnostic tests that can discriminate between subgroups nuyimpr(we the initial evaluation
and predict worse clinical outcomes in certain patients, while idanlAiufyng the predominant subtype at
the start of the season could facilitate public health planning, Fdi"'ﬂ;&"s;udics are required to determine

the contribution of RSV subtypes and genotypes to bmhdiihliﬁs seventy.
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Table 1. Seasonal number of cases and demographic and clinical charactenstics of patients

hospitalized for RSV-A und RSV-B bronchiolitis between 2014 and 2018,

Cohort characteristics
RSV-A,n RSV-B.n Total, n
(%) (%) (%)
N 2469 sy OV
: : e (100.0)
Season 2014-2015 57 (34.6) 108(654)  165(24.0) . \
2015-2016 127(794)  33(206)  160233) 4
2016-2017 92 (50.3) 91(49.7) 18326600 W
2017-2018 461(25.7) 133(743) 179260 %
Sex Male 186 (57.8) _ 193(529) 379(58.2) «
Median age (days)* 80.5(35-194) 85 (41-208) ;%EF o
Age <3 months 172(53.4) 186 (51.0) '1;§§8.(52.|)
3 10 12 months 115(35.7) 145 (39.7). 260(37.9)
> 12 monthy 35(10.9) 34(93) 69 (10.0)
Prematurity (<34 2% e
weeks' gestation) 7(84) & ';lﬂ"‘ ) 540.9)
Comorbidities’ 15470 | _1343.6) 28 (4.1)
Clinical characteristics
RSV-A,n RSV-B,n  Total,n RR P-
(%) (%) (%) (95%CI' _ value’
687
N 3269 3653 o0
. Y . - v
Severity score a1 Mw.lt::z”?_\ _ _9330.4) 140 (384) 238 (34.6) “:z:zlrm
issi 5 W M
admission poon v 224 (69.6) 225(61.6) 449(65.4) 1.26) 0.03
Hospital length of stay (daysy_— 5(3-8) 437 51 1(030-1.70) <001
days: 228 (70.8) 289(792)  517(75.3) REF
. 37 days 94(292) 76208  170(24.7) "“‘l’;',')"s' 0.01
PICU admission. ' Yes BN ssase  siasn IS on
PICU fength of stay e = ) 1(-092-
i 5 (4-10) 4(3:6) 5(3-9) 593) 0.31
<7 days 45(61.6) 45(77.6)  90(68.7) REF
37 days wawy e gy O o0
Respiratory support and type 268(832)  280(767) 548(79.8) "‘?{',‘,0" 0.03
Non-invasive
sourcesof 242903 209061 s11@32 A w0
axvgen' g
MV 26(9.7) 1G9 3768 2‘2;:,;"5 <001
Duration of respiratory support (days)™ 5(3-7) 41(2-6) 4(2-6) 1(0.31-1.69) <001
Respiratory suppost = 171 (1.19- >
3% deva Yes 64 (23.9) 39(139)  103(18.8) 2.46) <001
Chest Xeray ok 163(50.6) 162 (444) 325(47.3) u: ;2.)97- Gid
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135 (41.9) 113(31.0)  248¢36.1) 1L35(L.11-

1.65) et

Antibiotics Yes

95% CI: 95% confidence interval; IMV: invasive mechanical ventilation; PICU: pediatric intensive care unit;
REF: reference category for relative risk assessment; RR: relative nisk: RSV: respimatory syncytial
virus,'Column percentage, except for the season and the total, where row percentage is used. * Median
(interquartile range).’Congenital heant disease, bronchopulmonary dysplasia and other chronic respiratory
diseases, immunodeficiency, or immunosuppression and, chronic neurological disease. “Median (interquartile
range) for continuous variables. *For continuous variables, difference between medians (95% CI) is used instead
of RR. “The p-value corresponds to the relative risk (see the statistical analysis section) or the difference
between medians, depending on the case. “According to the Bronchiolitis Score of Sant Joan de Déu (Balaguer
M, et al. Bronchiolitis Score of Sant Joan de Déu: BROSJIOD Score, validation, and usefulness, Pediatr
Pulmonol. 2017:52(4):533-539). 'Non-invasive sources of oxygen include conventional oxygen, high flow
nasal cannula and non-invasive mechanical ventilation. "One patient continued with respiratory. hporl after

discharge.
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Figure 1
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Supplementary Table 1. Summary of the Poisson regression models.

Moderate and

Adjusted Relative Risk (95% CI) of the study severity outcomes

Respiratory

Respiratory

ver Hospital length . Pl length of hest X-r
5 Rssgc geg ;e) 5 Ofoss& ya>7ed3y5 PICU admission stCa;J >e7 gayso f:qpup)icr)g; supé:););: >7 Antibiotics use ;;ricsyrman?;

Sex Female (REF) REF REF REF REF REF REF REF REF
Male 1.18(1.05-1.32) 1.23(0.95-1.60) 1.46(1.06-2.01) 0.82(0.49-1.36) 1.11(1.03-1.20) 1.53(1.05-2.23) 1.03(0.85-1.26) 1.02(0.87-1.19)

<3 months (REF) REF REF REF REF REF REF REF REF
Age 3to12months 1.12(1.00-1.26) 0.42 (0.30-0.58)  0.33(0.22-0.50)  0.43 (0.17 - 1.07)  0.91 (0.84-0.99) 0.31 (0.19-0.52) 1.02(0.83-1.27) 1.08 (0.91-1.28)
>12 months 1.17 (0.99-1.40) 0.19 (0.08-0.45)  0.13(0.04-0.39) 0.57 (0.10-3.29) 0.96 (0.84-1.09) 0.19 (0.07-0.55) 1.28 (0.92-1.77) 1.47(1.17-1.85)

2014-2015 (REF) REF REF REF REF REF REF REF REF
Season 2015-2016 1.00(0.85-1.17) 0.68(0.49-0.95) 0.87(0.58-1.32) 0.65(0.35-1.19) 1.07(0.96-1.19) 0.79(0.51-1.21) 0.70(0.53-0.92)  0.75 (0.61-0.93)
2016-2017 0.87 (0.74-1.03) 0.62 (0.43-0.89) 0.59 (0.37-0.96) 0.49(0.20-1.19) 0.89(0.78-1.00) 0.66 (0.39-1.12) 0.60(0.46-0.79)  0.62 (0.50-0.77)
2017-2018 1.07 (0.92-1.24) 0.66 (0.46 - 0.93)  0.94 (0.63-1.41) 058 (0.27-1.21) 1.06(0.95-1.17) 0.60 (0.36-0.99) 0.66 (0.50-0.87)  0.65 (0.52-0.81)

Prematurity No (REF) REF REF REF REF REF REF REF REF
(<34week) Yes 1.10(0.91-1.31) 1.56(1.03-2.38) 1.58(0.96-2.60) 1.40 (0.66-2.99) 1.11(0.99-1.24) 1.25(0.67-2.35) 1.01(0.68-1.50) 1.15(0.87-1.49)

Comorbidities No (REF) REF REF REF REF REF REF REF REF
Yes 0.88(0.66-1.18) 2.01(1.12-3.61) 2.56(1.27-5.17) 1.89(0.54-6.55) 0.96(0.79-1.18) 1.91(0.72-5.10) 0.93 (0.57-1.53) 1.15(0.87-1.49)

RSV type RSV-B REF REF REF REF REF REF REF REF
RSV-A  1.15(1.02-1.29) 1.44(1.10-1.89) 1.44(1.04-1.99) 2.06(1.14-3.74) 1.07(0.99-1.16) 1.64(1.12-2.41) 1.40(1.14-1.74) 1.15(0.97-1.35)

95%Cl: 95% confidence interval; PICU: paediatric intensive care unit; REF: reference category for RR assessment; RR: relative risk.
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Abstract

Background Bronchiolitis caused by the respiratory syncytial virus (RSV) is the main reason for hospitalization in infants.
Supportive care 15 the mainstay of treatment. and tests are restricted to a few indications. During 2015, our hospital bron-
chiolitis protocol (2015 HBP) was updated according to the Tatest practice guidelines,

Objective The objective of this study was 10 assess impiementation of the 2015 HBP and the clinical outcome of children
aged < 24 months with RSV bronchiolitis admitted to a pediatric ward,

Methods We compared the use of treatments and tests, hospital length of stay (LOS), und oxygen requirements before imple-
mentation of the 2015 HBP (2014-2015 and 2015-2016 scasons) and after implementation (2016-2017 and 2017-2018
seasons).

Results The study population comprised 251 children (44.90% ) in the fivst period and 308 (55.10% ) in the second (median
age 99 days, interquartile range 44-233). After implementation of the 2015 HBP, a statistically significant reduction was
found in the percentage of patients undergoing the following treatments or diagnostic tests: salbutamol, from 57.77 to 31.17%
(p < 0.001): epinephrine, from 61.75 to 1.30% (p < 0.001); 3% hypertonic saline. from 70.12 to 6.82% (p < 0.001); anti-
biotics, from 33.07 to 23.05% (p = 0.008); and chest X-ray, from 43.82 10 31.17% (p = 0.001), No statistically significant
reductions were observed in the use of corticosteroids and blood tests. Hospital LOS and oxygen requirements were similar
n each period.

Conclusions Appropriate implementition of the 2015 HBP in the pediatric ward improves the use of medication and chest
X-ray without modifying clinical outcomes. However. further efforts are needed to reduce the use of saibutamol, corticos-
teroids. and blood tests.

1 Introduction

Acute bronchiolitis 1s the most common lower respiratory
tract infection in infancy and the leading reason for hospi-
talization in infants aged < 1 year [1], Bronchiolitis is caused
by viral infection, with respiratory syncytial virus (RSV)
being the mosi common etiological agent, RSV is responsi-
ble for 70-8(¢% of all cases of bronchiolitis, either alone or in
coinfection with other respiratory viruses [1-3]. In Spain, as
in other temperate countries, RSV causes annuul epidemics
during the autumn—winter months (epidemiological week 42
o week 15, with peak detection between weeks 52 and 53)

=1 Jorgina Vila
Jorvila® vhebron net

Extended author information available on the Last page of the article

|4, 5]. Based on genetic divergence in the G protein—cod-
ing sequence, RSV viruses can be divided into two genetic
groups, RSV-A and RSV-B. Both groups co-circulate in the
same scason, with prevalence values alternating between the
seasons (4, 6],

Pediatric primary care centers, emergency departments,
hospitalization units, and pediatric intensive care units
(PICUs) can be overwhelmed during an RSV-related bron-
chiolitis epidemic |7]. The associated healthcare costs of
bronchiolitis are high, not only because of the number of
patients who receive medical care, but also because treat-
ments and tests are not often performed according to the
latest available evidence {8, 9]. Bronchiolitis is diagnosed
on the basis of the clinical history and physical examing-
tion, with chest X-rays and blood tests being indicated only
in specific sitwations [10]. Treatment is mainly supportive,
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Diagnosis of viral bronchiolitss i based upon chinical
findings, and treatment is mainly supportive. The use of
nebulized medicines and corticosteroids to treat bron-
chiohtis does not seem to improve clinical course or
severity,

After the publication and dissemination of a reviewed
hospital bronchiolitis protocol, we observed a consuder-
able reduction in the use of nebulized treatments, chest
X-ray, and antibiotics in children cared for in a pediatric
ward in Spain. Appropriate implementation of the proto-
col does not seem to modify clinical outcome.

Haospitul bronchiolitis protocols can harmonize manage-
ment of bronchiolitis and reduce the use of reatments
and tests that are not indicated, This approach helps 1o
reduce healthcare expenditure, the probability of adverse
effects, and the damage arising from the performance of
additional tests.

and oxygen and hydration constitute the pillars of clinical
management, Pharmaceutical treatments, such as salbuta-
mol. epinephrine. and corticosteroids should not be used. 3%
hypertonic suline (3HS) can be used in specific situations,
and antibiotics are only indicated if a bacterial coinfection
is confirmed or highly suspected | 11-15]. Management of
bronchiolitis varies widely, not only between countries, but
also between hospitals in the same country [16]; therefore,
it 1s essential to unify diagnostic and therapeutic criteria
[8, 17]. After the publication of the latest bronchiolitis
guidelines [11, 15], some studies in Spain unalyzed their
application in emergency departments [ 18] and PICUs [19],
although Tittle is known about the clinical management of
bronchiolitis on hospital wards.

Our hospital broachiolitis protocol (HBP) was edited
in 2015 (the previous HBP was drafted in 2010) following
the 2014 American Academy of Pediatrics (AAP) guide-
Tines [11] and the National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) guidelines [15], The 2015 HBP recom-
mends nebulized treatments in severe cases wecording to the
Bronchiolitis Score of Sant Joan de Déu (BROSIOD), und
there was no place for corticosteroids [20] (Online Resource
1), The 2015 HBP was disseminated through educational
interventions from specialists from the participating clinical
departments, namely, the emergency unit, the pulmonology
unit, the hospitalization unit, and the PICU,

The main objective of this study was to assess changes
in the use of medications, chest Xeray, and blood tests in
patients with RSV bronchiolitis hospitalized in the pediatric
ward after the application of the 2015 HBP. As a secondary

£ Adis

objective, we aimed to evaluate modifications in hospital
length of stay (LOS) and oxygen requirements aftes the
application of the 2015 HBP.

2 Materials and Methods
2.1 Study Design and Settings

We conducted a retrospective cohort study of infants hos-
pitalized in the pediatric ward with RSV bronchiolitis in a
tertiary pediatric hospital in Barcelona (Spain) from season
20142015 10 season 2017-2018, Those patients attending
and discharged from the emergency unit and those admatted
directly to the PICU were excluded. We compared clini-
cal practice and the putients’ ¢linical course between the
periods before implementation of the 2015 HPB (seasons
20142015 and 2015-2016) and after implementation (sea-
sons 2016-2017 and 2017-2018). Each season covered
October (epidemiological week 40) to May (epidemiologi-
cal week 20).

2.2 HBP Design and Implementation

Our HBP was drafted by a group of clinicians from the units
caring for patients with bronchiolitis. namely. the emergency
unit, PICU, pulmonology unit, and hospitalization unit, The
indications for the use of medicines and tests were taken
from the 2014 AAP guidelines [11] and the 2015 NICE
guidelines [15]. PICU admission criteria and respiratory
support indications were agreed upon based on available
scientific evidence,

The HBP was sent by e-mail to all pediatric clinicians
in late 2015 and was published for clhinicians” online access
and consultation on the hospital webpage (personal access
only). During the 2015-2016 season, clinical sessions were
provided for climcians caring for affected patients 1o present
the protocol and resolve queries. Once the HBP had been
implemented. patients admitted to the pediatric ward were
reviewed daily to reinforce the protocol indications.

2.3 Patients and Data Collection

The study population comprised all patients aged < 24
months with clinical bronchiolitis and a laboratory-con-
firmed RSV infection requiring hospitalization in the pedi-
atric ward between the 2014-2015 and 2017-2018 scasons.
Cases requiring admission to the PICU and those cared for in
and discharged from the emergency unit were excluded from
the main analysis. Patients were initially identified based
on positive RSV results from the microbiology department.
Therealter, patients were identified by reviewing clinical
records, and those aged < 24 months with bronchiolitis
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were included, Bronchiolitis was defined as the first epi-
sode of viral lower respiratory tract infection in an infant
aged < 2 years [ 15]. A post hoc analysis excluding patients
> 12 months of age was performed to identify differences
according to age. In addition, a post hoc analysis of those
patients transferred to the PICU from the pediatric ward was
performed.

Routine detection of RSV was based on nasopharyn-
geal aspirates and testing with a direct immunofluorescent
antigen detection kit (D3 Ultra 8™ DFA Respiratory Virus
Screening and Identification Kit, Diagnostic HYBRIDS,
USA) or a real-time multiplex RT-PCR assay (Anyplex™
11 RV 16 Detection kit, Seegene, South Korea, during the
20142015 season, and Allplex™ Respiratory Panel assay,
Scegene, South Korea, thereafter). Rapid RSV detection,
especially during annual epidemics, wis with an immuno-
fluorescent assay (Sofia RSV FIA, Quidel, CA, USA) or a
rapid molecular test (GeneXpert Flu or FIwRSY XC, Cep-
heid, CA, USA). If the rapid test was negative, the study
was extended to laboratory confirmation of other respiratory
viruses. In the case of RSV-positive samples, the genetic
group (RSV-A or RSV-B) was assessed using the same
real-time multiplex PCR assay as for routine laboratory
confirmation, which was able to distinguish between them,
or using a specific real-time PCR-based technique for RSV
typing, as described in Gimferrer et al. [4).

Demographic and clinical data were gathered retrospec-
tively from electronie clinical records and included the fol-
lowing: dite of birth, sex, comorbidities (congenital heart
disease, chronic pulmonary disease, immunosuppression,
chronic neurologic discase), prematurity (< 34 weeks),
BROSJOD severity score at admission (mild, moderate,
or severe) [20], dates of hospital admission and discharge,
PICU udmission. need for respiratory support and type of
maximum support required, date of initiation and cessa-
tion of respiratory support. treatments received. and tests
performed (chest X-ray and/or blood test). The treatments
evaluated were nebulized salbutamol, nebulized epineph-
rine, nebulized 3HS. systemic corticosteroids (oral and/or
intravenous), and antibiotics. Respiratory support included
oxygen through a nasal cannula or high-low nasal can-
nula (HFENC) and non-1nvasive mechanical ventilation. The
patient’s outcome was assessed according to the hospital
LOS. the need for and duration of respiratory support. and
the maximum respiratory support required. All the informa-
tion was stored in an anonymized database.

2.4 Statistical Analysis

A univariate analysis was performed (o describe the char-
acteristics of the patients included in the study. Categorical
variables were expressed using frequencies and percent-
ages: continuous variables were expressed as median and

interquartile range (IQR). For purposes of the analysis,
some numerical variables were transformed to categorical
variables, In the bivariate analysis, the effect of the inter-
vention on categorical variables was measured with the
percentage of change and its 95% confidence interval (C).
The formula used for calculating the percentage of change
was as follows: (proportion in the first period—proportion
in the second period)/proportion in the first period, which
is mathematically equivalent to the following: 1—relative
risk (proportion in the second period/proportion n the first
period), The effect on continuous variables was measured
by calculating the difference in medians with its 95% CI
based on the Bonnett-Price method [21]. A p value < 0.05
was considered statistically significant. Statistical analysis
way performed using Stata v16 software (StataCorp. 2019,
Stata Statistical Software: Release 16, College Station, TX,
USA: StataCorp LP).

3 Results

The study population comprised 559 hospitalized children
aged < 24 months of age with laboratory-confirmed RSV
bronchiolitis, that is, 5.88% of all patients admitted to the
pediatric ward (559/9501) during the study peniod. Of the
559 patients, 44.90% (N = 251) were admitted before imple-
mentation of the 2015 HBP and 55.10% (N = 308) after
implementation, and 52.59% (N = 294) were male.

RSV cases belonging to both viral genetic groups were
reported during both periods, although their incidence was
variable across the seasons. While RSV-A was responsible
for 55.78% (N = 140) of hospital admissions for bronchioli-
tis in the first period, RSV-B was the predominant genetic
type in the second (63.96%) (Table 1),

Median age was 99 days (IQR 44-233), with 68.69% of
patients (N = 384) aged < 6 months at admission. In addi-
ton, 7.51% (N = 42) were born prematurely, and 3.76% (N
= 21) had previous comorbidities, The median age of the
hospitalized patients was higher in the second period (118 vs
84 days), while values for sex, prematurity, and patients with
previous chronic conditions were similar between periods.
The BROSJOD severity score at admission was similar for
both periods: 55.81% moderate (N = 312), 39.36% mild (V¥
= 220). and only 4.47% severe (N = 25) (Table 1).

3.1 Use of Pharmacological Treatments
and Diagnostic Tests

The frequency of use of medications decreased consider-
ably during the study period, especially for nebulized treat-
ments, Statistically significant decreases were observed in
the second period in the percentage of patients treated with
epinephrine, 3HS, salbutamol, and antibiotics (97.9, 90,28,
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46.05, and 30.29%, respectively) (Table 2), The percent-
age of patients treated with antibiotics in the second period
coincided with i reduction in the number of chest X-rays
performed (28.87%: p < 0.001). Likewise. more modest
and non-statistically significant decreases were recorded in
the percentige of patients treated with corticosteroids and
those who underwent a blood test (reductions of 9.45 and
4.47%, respectively) (Table 2). Similar results were obtained
in the post hoc analysis, once patients over 12 months of
age were excluded (see the electronic supplementary mate-
rial, Online Resource 2), although reductions in the use of
salbutamol and antibiotics were higher (55.58 and 39.37%.
respectively). coinciding also with a 36.23% decrease in the
frequency of chest X-rays. The decrease in the frequency
of corticosteroids was higher among younger patients
(38.46%), although the differences were not statistically
significant (p = 0.086).

3.2 Patients’ Clinical Outcome
Median hospital LOS was 4 days (IQR 3-6), with 46.15%

of the cases hospitalized for a period of 4-7 days (N = 238),
After implementation of the new protocol, the median LOS

did not vary. However, during the second period, the propor-
tion of patients with stays shorter than 4 days increased by
24.53% (p = 0.037),

Up to 75.13% of admitted paticnts required respiratory
support, with no striking difference between the two periods
(78.49% in the first period snd 72.40% in the second, p =
0.097). The median duration of respiratory support was 3
days (IQR 2-3) in both periods. In the second period, the
proportion of patients with HENC increased substantially
(18.78-41.07%. p < 0.001) (Table 2).

In the post hoc analysis, from 128 patients with RSV
bronchiolitis admitted to the PICU during the study period,
24 out of T4 in the first period and 16 out of 54 in the second
were transterred from the pediatric ward, while the rest were
admitted directly from the emergency unit or from another
hospital (p = 0.484),

4 Discussion

This study reviews the impact on daily clinical practice of
a new hospital protocol based on the latest bronchiolitis
practice guidelines and after an educational intervention.

Table 1 Climscal and epidemiotogical characteristics before and afier the 2015 HBP

Before 2015 HBP (2014--2015 and 2015-2016)

After 2015 HAP (2016-2017 and 2017-2018)

Number of patients (%) Number of patients {%¢ "

Total 251 308
RSV-A 130 (55.78%) E11 (36.04%)
RSV-B 111 (44.22%) 197 (63.96%)
Male sex 132 (52.59%) 162 (32.60%)
Age (days)! 84 (37-177) 118 (52-276)
Age

< 1 month 41(16.33%) I (10.06%)

1-3 months 61 (24.300%) 63 (2045%)

46 months 88 (35.06%) 100 (32.47%)

7-12 months 40 (15.94%) 64 (22405 )

> 12 months 21 (8.37%) 45 (14.61%)
Prematurily (< 3 weeks gestation) 16 (6.37%) 26 (R.44'%)
Comorbiditics 94359%) 12 (3.90%)
Severity score at admission®

Mila 100 {39.84'%) 120 (38.96%)

Moxderate 143 (56.97%) 169 (54.87%)

Severe 7% 15 (5.84%)

HEBP hospital bronchiolitis prosocel, RSV respiratory syncytial viros
*Column peecentage
"Median (interquantile range)

“According 10 Bronchsolitis Score of Saat Joan de Déu (BROSIOD) [205; numbers do not add up as two values were missing
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Table 2 Use of medications and tests and outcomes before and after the 2015 HBP
Before 2015 HBP (2014-  After 2015 HBP (2016-  Percentage change® (95% CI) p value®
2015 and 2015-2016) 2017 and 2017-2018)
Number of puticnts (%) Number of patients (%)
Total 251 308
Epinephrine 155 (61.75%) 441.30%) L97.90% (| 93.41-199.21) < 0001
3% hypertonic saline 176 (70.12%) 21 (6.82%) | 90.28% (| K5.52-] 93.62) <0001
Salbutamol 145 (37.77%) 96 (31.17%) | 46.05% (| 34.32-| 55.69) < 0001
Antibiotics 83 (33.07%) T123.05%) | 30.29% (| 8.73-] 46.76) 0.008
Corticosteroids 36 (14.345) 40 (12.99%) | QAS% (13757 40.41) 0.642
Chest X-ray 110 (43.82%) 96 (31.17%) | 28.87% (| 11.63-] 42.76) 0.001
Blood tests 10 (44.06%) 129 (41 88%) L447% (1 1581 21.14) 0.644
Hospital length of stay {days) 4 (367 413-6) O (= 0.48 10 0.48)" 1
Hospital length of stay
< 3 duys 89 (35.46%) 136 (44.16%) 124535 (1 1LOS-1 53.46) 0.037
4-7 days 124 (4940%) 134 (4351%) LS4 (1 5.28-] 2633 0164
> S days IR(15.14%) 38 (12.34%) L I8S15 (1 23.73-] 46.33) 0.136
Use of resparatory suppon 197 (TR 49%) 223 (T2.40%) L T5% (7 L40-] 16.08) 0.097
Type of maximum respiratory support required”
Nasal cannula 160 (81.22%) 129 (57.85%) | 28.78% (| 18.84-] 37.50) <0001
HENC IT(18.78%) 93 (41.70%) 1 12205% (1 59.75-1 208.62) <0001
NIMV 0 (0005 1 (0.45%)" - -
Duration of respiratory support (days)t 3 (2-51° 3(2-5F 0 (= 0.69 1o 0,69y 1
> 7 days* 11 (5.58%) 14 (6.28%) 1 14.00% (] 47.19-1 146.12) 0.738

CIeomfidence mterval, HEP hospital bronchiolits protocol, HFNC high-fow nasal cannula, A/AY non-nvasive mechanical ventilaton
*The arrows indicate an therease (1) or decrease (L) in the percentage in the variable during the second period
"The p value corresponds 1o the relative rsk (see the “Statistical Analysis™ section) or the difference in medians, depeing on the case

“Median (nterguartile range)
“Difference in medians (95% CI)

“Percentages caleulated based on the total number of patients receaving respitatory suppost
"The patient had chronic lung disease and wis receiving NIMV a1 home. However, because of an exacerbation, the patient was admitted to hos-

pital, and ventilator sethings were increased
FThere are two missing values i the second period

Patient outcomes before and after implementation were also
analyzed. The results show a considerable improvement in
the management of patients hospitalized with bronchiolitis
in terms of use of salbutamol, epinephrine, 3HS, antibiotics,
and chest X-ray, thus suggesting that HBP and educational
interventions were successful in changing clinical practice.
Hospital LOS, as well as need for and duration of respira-
tory support. remained unchanged, indicating. like in pre-
vious studies. that the nebulized medications evaluated do
not reduce severity or improve the course of bronchiolitis
in children hospitalized in the pediatric ward [11, 14, 22],
Bronchiolitis was slightly more frequent in males
(52.59%), according to previous reports that suggest that
respiratory tract infections tend to be more common and
severe in males than in females [1, 10]. Both types of RSV
co-circulate every scason, with RSV-A predominating in the
first period and RSV-B in the second. In Catalonia and other

regions, both RSV types circulate simultaneously, although
each scason, one type tends to be more prevalent than the
other [4, 23], Age < 6 months, prematurity, and previous
chronic conditions are known risk factors for severe bronchi-
olitis | 10]. In our study, the children were older, had fewer
comorbid conditions, and were less likely to be born prema-
turely than in previous studies on hospitalized bronchiolitis,
in which 90% were under 5§ months of age. 10% were born
prematurely, and 20% had previous chronic conditions |1,
24|. These differences can be explained by the exclusion of
patients admitted to the PICU, who had more severe disease.
For the same reason, disease was severe in only 4.47% a
admisston according to the BROSIOD score.

Treatments such as systemic corticosteroids, f-agonists,
and epincphrine have been proven inefficacious for the treat-
ment of bronchiolitis [22]. Previous studies und meta-analy-
ses on the efficacy of 3HS showed the drug to be beneficial
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in reducing hospital LOS when administered for > 3 days.
Therefore, the AAP 2014 guidelines recommended 3HS
only in hospitalized patients [ 11-13], However, since these
benefits could not be confirmed in subsequent studies, 3HS
was not recommended for any indications in the 2015 NICE
guidelines [ 14, 15]. Because of the initial doubts concern-
ing the benefits of 3HS and given that these studies include
mild-moderate bronchiolitis, the 2015 HBP recommends
3HS only for severe cases.

Previous studies carmed out in hospitahized bronchiolitis
patients also showed an improvement in the use of medi-
cations after the publication of the guidelines, In England,
o simifar study ivestigated the improvement in clinical
practice after the 2015 NICE guidelines [15] and found a
decrease 1n the use of salbutamol (from 47 to 30%), 3HS
(from 35 to 33%), corticosteroids (from 7 to 2%), and epi-
nephrine (from 22 to 12%) [25]. Another study conducted
in the United States after implementation of the 2006 AAP
guidelines showed i reduction in the use of nebulized medi-
cations (from 64.6 to 58%) and corticosteroids (from 24.7
to 16.3%) [26]. The results of these and previous studies
seem to demonstrate clinicians’ acceptance of bronchioli-
tis practice guidelines and protocols. However, we found
that pharmacological treatments such as corticosteroids and
salbutamol were used considerably more frequently in our
hospital than epinephrine and 3HS and that the reduction in
the use of corticosteroids and salbutamol was much higher
in children aged < 12 months. Previous studies found cor-
ticosteroids and salbutamol to be more commaon for bron-
chiolitis in ¢hildren aged |3-24 months, probably because
symptoms overlap with acute wheezing in some cases [16].
The inclusion of patients aged [13-24 months can explain
why the reduction in the use of corticosteroids and salbuta-
maol was much less significant than for epinephrine or 3HS.
In addition, difficulty avoiding the use of medicines in clini-
cal practice (e.g.. when an infant with breathing difficulties
is accompanied with anxious parents requesting treatment),
can partially explain the continued frequent use of these
medicines [27). Further efforts with educational interven-
tions for clinicians should be carried out to reduce the use
of salbutamol and corticosteroids, as with 3HS and epineph-
rine, especially in children aged > 1 year.

Another remarkable result was the decline in the use of
antibiotics, which was probably more reluted to the reduc-
tion in the use of the chest radiographs than 10 a decrease
in the prevalence of antibiotic therapy in hospitalized pedi-
atric patients. According to the EPINE study (“Estudio de
Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales en Espafia™),
the prevalence in the use of antibiotic therapy in hospitalized
pediatric patients did not change substantially from 2014 10
2018 (43.35, 52,08, 44.22, and 42.25%, respectively) [Dr.
JA Rodngo-Pendis. personal communication]. Chest X-ray
is not routinely recommended, since it does not improve
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diagnosis or treatment and atelectasis or unspecific images
are often confused with pneumonia, thus increasing adminis-
tration of unnecessary antibiotics [28]. Although antibiotics
were administered less frequently during the second period,
this reduction was not as pronounced as for epinephrine or
3HS, probably because of the number of chest X-rays that
were still being performed.

A blood test was performed in 43% of the study popula-
tion, which is higher than expected. Blood tests in bronchi-
olitis are only indicated 1n children aged < 1 month with
fever or if a serious bacterial infection is suspected, although
this is extremely rare in vaccinated infants aged > | month
with RSV bronchiolitis [ 11, 15, 22, 29, 30]. Only 12.88%
of the patients in our study were aged < | month, suggest-
ing that most of these blood tests were not indicated. The
blood tests were probably performed in children with fever
to identify analytical signs of bacterial coinfection, although
the probability of detecting a bacterial coinfection s low, as
reported in the abovementioned studies,

Approximately 70-90% of cases of hospitulized RSV-
induced bronchiolitis require oxygen supplementation,
with a mean hospital LOS of 5-6 days, which is similar to
the figure we reported [1, 2, 31, These clinical outcomes
and the number of patients that required PICU admission
from the ward remained unchanged despite differences in
the management of bronchiolitis during the study, showing
that modifications in clinical practice were not followed by
deterioration of bronchiolitis. The indication for HENC did
not change between 2010 and 2015 HBP. This therapy was
limited to a few patients admitted to the pediatric ward until
mid-2015; before this period, HFNC was only available m
the PICU, From that moment on, its increasing availability
in the pediatric ward—rather than the severity of the clinical
features—might account for its more frequent use in the sec-
ond period. Despite the higher use of HFNC in the second
period, hospital LOS and the number of patients from the
ward that required PICU admission were similar between
perieds. HENC is a safe therapy, but some doubts exists
about the benefits in ¢linical evolution when compared with
conventional oxygen [32].

The application of clinical practice guidelines aims to
improve the quality of healthcare and has direct benelits for
patients and healthcare costs by reducing the probability of
adverse effects. the damage resulting from additional tests,
and the healthcare expenditure [9). Hospital protocols are
necessary, although it is also important to raise awareness
about the benefits of supportive measures and the disadvan-
tages of unnecessary pharmacological treatments through
clinical sessions and other educational interventions [2¥,
33|, Evaluation of modifications in clinical practice and
patient outcomes after implementation of the protocol also
acts as a key positive reinforcement for chinicians.
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Our study has several limitations, Its observational
nature and the absence of a control group prevent us from
establishing a causal relationship between the new proto-
col, improvement in the use of medications, diagnostic test,
and outcomes. The two cohorts had similar demographical
characteristics, except for age and predominant RSV type,
Given that RSV type is not a clear risk factor for more severe
disease [34, 35), we consider that RSV type did not affect
outcome measures. Younger age is & known risk factor for
severity of bronchiolitis; therefore, the results obtained in the
second period could be affected by the fact that the patients
had a higher median age [ 10, 23]. However, the difference in
median age was only 1 month, and other indicators of sever-
ity were similar between periods, leading us to assume that
age did not sigmficantly influence the results. In addition, the
items used 1o evaluate severity and outcomes were similar
between periods. Other interesting outcome measures that
we did not study were re-consultation and re-hospitaliza-
tion, which could have underestimated hospital LOS and the
frequency of treatments and tests. Inclusion of only RSVY-
positive cases o minimize the effect of the causative virus
on the clinical characteristics of bronchiolitis can partially
limit the generalizability of the results, although they are
valid for more than 70-80% of cases of bronchiolitis [ 1., 36}

Simuilar studies aiming to evaluate the suitability of clini-
cal practice according to guidehines performed in the set-
ting of emergency departments [8, 18], PICU [19, 37], and
primary care centers [38] revealed expected differences with
respect to disease severity in each setting. However, they
also revealed variations in clinical practice between and
within countries [ 16]. One of the strengths of the present
study is the population included, which made it possible o
study the application of the protocol in the pediatric ward by
excluding mild cases discharged from the emergency depart-
ment and those severe cases transferred to the PICU from the
emergency unit or from a lower level of care hospital, Our
study analyzes the epidemiology, management, and ontcome
of hospitalized bronchiolitis in one of the largest pediatric
hospitalization wards in Spain. To our knowledge. this is the
first study in Spain to evaluate the application of the 2014
and 2015 bronchiolitis guidelines in hospitalized bronchi-
olitis patients’ outside the PICU.

5 Conclusion

The widespread promulgation and application of 2015 HBP
in clinics led to a decrease in the use of pharmacological
treatments and tests. Evidence that changes in clinical prac-
tice are not accompanied by poorer outcomes is essential if
we are to convinee clinicians that supportive treatment is
the only indicated and effective measure. However, further
efforts are required o maintain and improve current clinical

practice, especially in the case of corticosteroids, salbuta-
mol, and blood tests.
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Resultados

Online Resource 1. 2010 HBP and 2015 HBP. Differences between the protocols are specified m the table

Description

Severity assessment

BROSJOD scale ( Bronchiolitis Score of Sant Joan de Déu)’

Additional tests

Blood test and blood culture: if bacterial infection is suspected

Urine dipstick and culture: bronchiolitis and fever in infants aged < 3 months

Blood gas test: severe bronchiolitis

Chest X-ray: to rule out other etiologies, atypical symptoms, severe bronchiolitis, and poor clinical course
RSV study in respiratory samples before hospitalization for isolation. RSV study was also mdicated in the

2015 HBP for immunocompromised children who were candrdates for antiviral treatment

Monitoring

Pulse oximetry: the 2010 HBP does not specify whether this should be continuous or intermitient, whereas in
the 2015 HBP, pulse oximetry is indicated as an initial assessment and continuous pulse oximetry is only
indicated in severe bronchiolitis.

Apnea monitor: <1 month-old and/or if apnea

Hospital admission

criterin

Mild disease in an infant < 6 weeks old and/or risk of severe bronchiolitis, moderate/severe bronchiolitis,

hypoxemia (pulse oximetry < 92%), apnea, dehydration, feeding problems, or altered mental status

PICU admission

criteria

Severe respiratory distress. pulse oximetry < %% with FiO, = 0.5, apnea, or respiratory acidosis despite the
treatment and respiratory support received in the emergency department and/or in the hospital ward (pH <

7.2 and/or pCO; > 60 mmHg)

Hydration

Fractionate meals: The 2010 HBP recommends this approach in mild bronchiolitis, while the 2015 HBP
recommends fractionating meals or enteral feeding through a nasogastric tube only when hydration is not
achieved through oral feeding

Intravenous hydmtion: The 2010 HBP recommends this approach in moderate/severe bronchiolitis, while the

2015 HBP recommends it only in severe bronchiolitis

Respiratory

support

Nasal cannula or Ventuni mask: when oxygen saturation < 92%

HFNC®: when BROSJOD > § points, respiratory acidosis (pH < 7.2 and/or pCO, > 65 mmllg). apnea, or
oxygen saturation < 90% with Fi0, > 0.5

NIMV: when hypoxemia and/or hypercapnia despite previous respiratory support and medical treatment:
apnea

IMV: when respiratory failure despite NIMV; cardiac or respiratory arrest

Medical treatment

2010 HBP 2015 HBP
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Resultados

Salbutamol:  mild  disease  with  positive | Salbutamol, epinephrine, 3HS: only in severe
bronchodilation test result bronchiolitis (BROSIOD)

Epinephrine:  hospitalized  bronchiolitis  if | Selection according to chest auscultation (salbutamol if
bronchodilation test with salbutamol 1s negative wheezing)

3HS: together with epinephrine or salhutamol m

hospitalized patients

Corticosteroads: not indicated except in cases of | Corticosteroids: not indicated in any situation
bronchopulmonary  dysplasia  or  chronic

pulmonary disease

Antibactenial medications: when bactenal infection is suspected or confirmed

RSV respiratory syneytial virus; HBP: Hospital Bronchiolitis Protocol; PICU: Pediatric Intensive Care Unit; FiO;: fraction of
inspired oxygen: pCO,: partial pressure of carbon dioxide; HFNC: high-flow nasal cannula; NIMV: non-invasive mechanical
ventilation. IMV: invasive mechanical ventilation. 3HS: 3% hypertonic saline.

' Balaguer M, Alejandre C, Vila D, Esteban E, Carrasco JL, Cambra FJ, et al. Bronchiolitis Score of Sant Joan de Déu: BROSJIOD
Score, validation and usefulness. Pediatr Pulmonol, 2017:52:533-539. https:/doi.org/10.1002/ppul 23546

THFNC was limited 10 a few patients admitted to the pediatric ward until mid-2015. Before this, HENC was only available in the
PICU,
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Online Resource 2.

Clinical and epidemiological characteristics before and after the 2015 HBP (children < 12 month)

Before 2015 HBP After 2015 HBP
(2014-2015 and 2015-2016) (2016-2017 and 2017-2018)
Number of patients (%)’ Number of patients (%)’

Total 230 263
RSV-A 127 ({55.22%) 92 (34.98%)
RSV-B 103 (44.78%) 171 (65.02%)
Male 124 {33.91%) 143 (54.37%)
Age (days) 70 (36 - 144) 92 (46 - 194)

< | month 41 (17.83%) 3 L.79%)
Age 1-3 months 61 (26.52%) 63 (23.95%)

4-6 months 88 (36.26%) 100 (38.02%)

7412 months 40 (17.39%) 69 (26.24%)

Prematurity (< 34 weeks gestation) 11 (4.78%) 21 (7.98%)
Comorbidities 7(3.04"%) 8 (3.04%)
Severity score al Mild 96 (41,74%) 104 (39.54%)
admission’ Moderate 126 (54.78%) 147 (55.89%)
Severe 7(3.04%) 11 (4,18%)

HBP: Hospital Broachsolitis Protocol; RSV: respiratory syneytial virus.

'Column percentage.
“Medun (interquartile range}

"According to BROSIOD score (Balaguer M, Alejandre €, Vila D, Esteban E, Carasco JL, Cambra FJ, et al.
Bronchiolitis Score of Samt Joan de Déu; BROSJOD Score, validation and usefulness. Pediatr Pulmonol.
2017:52(4):533-539); numbers do not add up as two values were missing
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Use of medications and tests and outcomes before and after the 2015 HBP (chaldren < 12 month)

Before 2015 HBP After 2015 HBP
(2014-2015 and 2015-2016)  (2016-2017 and 2017-2018) Percentage change' (95%CT) p-value®
Number of patients (%) Number of patients (%)

Total 230 263
Salbutamel 126 (54.78%) 64 (24.33%) | 55.58% (134.83% - |56.66%) <0001
Epinephrine 152 (66.09%) 4(1.52%) 197.70% (J94.89% - |99.13%) < 0.001
3% hypertonic saline 169 (73.48%) 21 (7.98%) L R9.13%  (183.50% - |92.84%) <0001
Corticosteroids 27 (11.74%) 19 (7.22%) 138.46% (1 7.69%- 164.83%) 0.086
Antibiotics 75 (32.61%) 52 (19.77%) 13937% (J17.64% - |55.36%) 0.001
Chest X-ray 96 (41.74%) 70 (26.62%) 136.23%  (417.94% - |50.45%) < 0,001
Blood tests 9% (42.61%) 103 (39.92%) L 630% (115.70% - [24.12%) 0.546
Hospital length of stay (days) 437 4(3.6) 0 (0,48 - 0.48)° 1
Hospital fength of stay <3 days 76 (33.04%) 114 (43.35%) 13L18% (14.21% - 165.11%) 0.019

4.7 days 116 ($0,43%) 114 (43.35%) L 14.06% (13.77% - |28.82%) 0.116

> 8 days 38 (16.52%) 35(13.31%) 1 19.45%  (123.05% - [47.27%) 0316
Use of respiratory support 179 (77.83%) 191 (72.62%) L 6.68% (13.26%- |15.68%) 0.183
Type of maximum Nasol cannula 143 (79.89%) 108 (56.54%) §29229% (418.22% - 138.74%) <0001
resqn_rato‘ry support
roquired HENC 36420.11%) 83 (43.46%) T116.07% (154.75% - 1201.69%) < 0,001
Duration of respiratory support (days) 3(2-5) 3(2-5) 0 (-0.69 - 0.69)° 1

>7 days® 11(6,15%) 13 (6.81%) 111.93% (48.52 % - 1143,31%) 0.776

HBP: Hospital Bronchiolitis Protocol; 95%C1: 95% confidence interval, HFNC: high-flow nasal cannula: NIMV: non-mvasive mechamcal ventifation,
' The arrows indicate an increase (1) or decrease (1) in the percentage in the variable during the second period.

* The pevalue corresponds to the relative risk (see the Statistical analysis section) or the difference in medians, depending on the case,

* Median (interquartile range).

* Difference in medians (95%CI).

? Percentages calculated based on the total number of patients receiving respiratory support.

* There are two missing values in the second period.
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DISCUSION

Las IRVB virales son una de las principales causas de morbimortalidad y
hospitalizacién en la poblacidn pediatrica, principalmente en menores de 5 afios (7).
Estas infecciones tienen un fuerte impacto a nivel mundial, pero cabe destacar que las
tasas de mortalidad estan relacionadas con el nivel de ingresos y desarrollo del pais y
en consecuencia de los recursos sanitarios de los que dispone cada pais (3).

Dentro de las IRVB pediatricas, la bronquiolitis y su principal virus causante, el
VRS, han sido objeto de muchos estudios cientificos, al tratarse la bronquiolitis por VRS
de la principal causa de hospitalizacion en menores de 2 afios, que trasciende en un
fuerte impacto econdmico y de recursos para el sistema sanitario y social para las
familias (14). Aunque se han identificado factores del huésped asociados a una mayor
gravedad, la bronquiolitis por VRS afecta en mas del 80% de los casos a pacientes
previamente sanos (30). Pero a pesar de este impacto, tan incisivo, intenso y en un
corto periodo de tiempo, y que afecta a los nifios mas pequefios, no se dispone hasta
la fecha de un farmaco preventivo que se pueda ofrecer a toda la poblacién
susceptible o un antiviral eficaz para evitar o tratar la enfermedad, o como minimo
para prevenir las complicaciones y secuelas a largo plazo como son las sibilancias
recurrentes; aunque recientemente, se estan haciendo importantes avances en este
campo (28,142).

La NAC de etiologia viral es otra de las IRVB de creciente interés en los ultimos
anos debido a dos factores. En primer lugar, la disminucion de la incidencia de NAC
bacterianas debido a la elevada cobertura vacunal de S. pneumoniae y H. influenzae
tipo b ha hecho que los virus respiratorios hayan ganado relevancia como causantes de
esta enfermedad. Y, en segundo lugar, la mayor utilizacién de las técnicas moleculares
para el diagndstico microbioldgico ha supuesto ganar capacidad para la deteccion de
los virus respiratorios respecto a las técnicas cldsicas, y asi se ha podido atribuir a los
virus respiratorios un gran porcentaje de NAC (12).

Finalmente, la implicacidn de los virus respiratorios como factores que

pueden facilitar la aparicidn de sibilancias recurrentes en la primera infancia y su papel
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en las sibilancias agudas y agudizaciones asmaticas ha motivado su investigacion en los
ultimos anos, centrada sobre todo en el VRS y el RV (63,64).

Previo a la pandemia de SARS-CoV-2, existia ya un interés dentro de la
comunidad cientifica en la investigacidn de los virus respiratorios, especialmente para
los virus de la gripe y el VRS, aunque a raiz de la pandemia esta investigacion ha
crecido exponencialmente. El SARS-CoV-2 y la enfermedad asociada (Coronavirus
disease 2019 o COVID-19) han obligado a invertir recursos para profundizar en la
fisiopatologia de la enfermedad, para conocer sus caracteristicas virales, desvelar sus
mecanismos de patogenicidad, y describir su diversidad genética a causa de continuas
mutaciones resultado de su evolucidn natural. Con parte de esta informacion, sumada
al conocimiento previo en virus taxondmicamente muy préoximos como el SARS-CoV-1
y el MERS-CoV, se ha podido avanzar rapidamente en el desarrollo de vacunas y
farmacos antivirales, que han demostrado ser de gran utilidad en nuestra respuesta
frente a la pandemia (143). Seguir en esta linea para todos los otros virus respiratorios,
en particular aquellos asociados a una mayor morbimortalidad, deberia ser una
prioridad.

La presente tesis doctoral se inicié6 mucho antes de que el mundo empezara a
hablar del SARS-CoV-2. Con los resultados obtenidos hemos sido capaces de describir
la estacionalidad y clinica de las IRVB virales en poblacién pediatrica hasta 2020. Pero,
ademas hemos podido observarlos efectos de la circulacion de un nuevo virus, que
produce enfermedad de mayor gravedad en adultos que en nifios y que ha obligado a
tomar una serie de medidas no farmacoldgicas para evitar la transmisiéon comunitaria.
Ya sea por estas medidas no farmacoldgicas o incluso por fendmenos de interferencia
viral, hemos podido ver como se ha alterado el patrén de circulacién habitual de los
virus respiratorios, también de los principales virus causantes de las epidemias
pediatricas anuales tales como el VRS, los virus de la gripe o el hMPV.

En el primer trabajo publicado de esta tesis doctoral, se analizaron mas de
4.000 episodios de hospitalizacién a partir de los datos estructurados extraidos de la
historia clinica electrénica del paciente pediatrico hospitalizado por IRVB. Se constato,
como ya se ha comentado previamente, la importancia en nuestro medio de la

bronquiolitis por VRS dentro de la morbimortalidad por IRVB en pediatria,
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mayoritariamente en menores de 12 meses. La epidemia de VRS es de hecho el gran
reto al que los pediatras, tanto hospitalarios como de atencién primaria, nos tenemos
gue enfrentar todos los afios. Con los otros dos trabajos publicados, profundizamos en
el estudio de la bronquiolitis por VRS. Por un lado, en el segundo trabajo se analizé si el
subgrupo genético del VRS condiciona la gravedad de la enfermedad, comparando la
evolucién clinica entre las bronquiolitis por VRS-A y aquellas producidas por VRS-B,
sabiendo que entre ellos existen diferencias genéticas y antigénicas, y probablemente
también en la virulencia. Finalmente, en el tercer trabajo publicado se evalud la
prescripcién de fdrmacos y la realizacion de exploraciones complementarias en las
bronquiolitis por VRS hospitalizadas tras la publicacién de las guias de practica clinica
entre 2014 y 2015. La demostracién de que los farmacos utilizados hasta el momento
para el tratamiento de la bronquiolitis, asi como la utilizacion de algunas exploraciones
complementarias, no mejoran el prondstico de la enfermedad ha de permitir disminuir
la iatrogenia a los pacientes y el gasto sanitario. Cabe destacar que los tres estudios se
realizaron en poblacién hospitalizada, permitiendo analizar la demografia, la virologia y
la clinica en aquellos casos mas graves, sin tenerse en cuenta los casos atendidos en
atencion primaria y que no han requerido ingreso hospitalario. Es por esto que los
resultados no reflejan la morbilidad global en la poblacién, una carga de enfermedad
no menos despreciable a nivel de atencidn primaria (11).

Segun los resultados de nuestro estudio, el sexo, la edad y las enfermedades de
base son factores del huésped que aumentan el riesgo o la gravedad de las IRVB. En
relacion al sexo, la proporcion de varones fue levemente superior al de mujeres,
oscilando entre el 52 y el 57%, siendo también 1,4 veces mayor su probabilidad de
ingresar en UCI por IRVB en comparacidn con el sexo femenino. Estos hallazgos son
comunes en la mayoria de trabajos sobre IRVB, incluidos algunos de los publicados por
nuestro grupo (11,94,144,145). En algunos estudios se ha apuntado que factores
hormonales y genéticos asociados al sexo influirian en la respuesta inmunitaria del
huésped aumentando asi la morbimortalidad de las IRVB en el sexo masculino
(146,147). Estudios in vitro han demostrado que la activacion de la inmunidad innata

tras una infeccidn por un virus respiratorio, medida a partir de la respuesta de
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interferdn, es menor en varones que en mujeres lo que se ha asociado a una mayor
gravedad de las IRVB (148).

La edad también se ha identificado como un factor del huésped que condiciona
la gravedad de las IRVB. Algunos estudios han demostrado que el aumento de un mes
en la edad de los pacientes afectos de una IRVB disminuye el riesgo de ingreso en UCl y
la duracién de la estancia hospitalaria (28,149). En nuestro trabajo de la carga de
enfermedad, que incluyé pacientes hasta los 15 afios, un tercio de los casos tenia
menos de un afio de edad y solo el 12% eran mayores de 5 afos, siendo los menores
de un afio los que tenian mayor probabilidad de ingresar en UCI. En la bronquiolitis por
VRS, donde se incluyd poblacion menor de 2 afios, aproximadamente el 90% tenia
menos de 12 meses de edad. Igual que en el sexo masculino, los factores inmunitarios
son criticos para la respuesta de los lactantes a las infecciones respiratorias virales.
Factores de la inmunidad innata y de la adaptativa, como la respuesta a interferén o la
produccién de células de memoria, estan disminuidos en lactantes. Esto, sumado a la
ausencia de exposicion previa al virus y a la anatomia propia de la via respiratoria les
hace mas susceptibles a las infecciones respiratorias virales (150).

La presencia de enfermedades de base y la prematuridad condicionan la
evolucidn de las IRVB, aumentando la gravedad de éstas y la probabilidad de
hospitalizacién e ingreso en UCI (149). En el primer trabajo, en el que no se hizo
distincidn de la prematuridad entre las comorbilidades, aproximadamente el 10% de
los pacientes padecia como minimo una comorbilidad y estas aumentaron mas de tres
veces la probabilidad de ingresar en UCI. En los dos estudios publicados, centrados en
la bronquiolitis, aproximadamente el 8% fueron prematuros y el 4% tenia alguna
enfermedad crénica. La proporcion de enfermedades crénicas fue mayor en el primer
estudio ya que el rango de edades de la poblacién incluida fue mayor que en los otros
dos, aumentando asi las probabilidades de poder reconocer o desarrollar una
enfermedad crdénica. Con estos resultados es importante destacar que hasta un 90% de
los pacientes incluidos en estos estudios eran previamente sanos y sin enfermedades
de base. Este hallazgo, que es comun en estudios similares, pone de manifiesto que
toda la poblacion es susceptible de padecer una IRVB viral, unas infecciones

potencialmente graves que pueden requerir hospitalizacion (28,151). Algunos de los
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factores asociados al huésped se pueden reconocer, y otros muy probablemente
quedardn como desconocidos, ya que en algunos casos la capacidad de respuesta
frente al virus tiene una base genética.

En relacidn a los virus que somos capaces de detectar mediante el uso de
técnicas moleculares, una caracteristica que se describe en nuestro trabajo es la
estacionalidad en la circulacién de cada uno de ellos. Esta estacionalidad hace que en
nuestro medio la circulacién de los virus con mayor morbilidad y consumo de recursos
sanitarios se concentre durante los meses de otofo e invierno. Sin embargo, debemos
ser conscientes que estamos detectando virus respiratorios en pacientes sintomaticos,
y siempre nos queda la pregunta de cudl es su circulacién real ya que no hay estudios
comunitarios basados en muestras de poblacidn asintomatica. Es probable que de
haber realizado este estudio en poblacién asintomatica o sintomatica leve en el
contexto de atencién primaria dispondriamos de un mayor nimero de casos, y
podriamos describir mejor su estacionalidad. Segun los resultados del primer trabajo,
los patrones de circulacién mensual de virus como el VRS, los virus de la gripe, hMPV,
hPIV 3-4, EV y hBoV fueron similares a los patrones previamente descritos en Espafiay
otros paises del hemisferio norte (15,78,94,116,117,144,152). Estos confirman que el
VRS tiene el pico de hospitalizaciones durante el mes de diciembre, seguido por los
virus de la gripe durante los meses de enero y febrero, y el hMPV durante los meses de
marzo y abril. La circulacién de RV fue ligeramente diferente a los estudios previos
donde el pico de detecciones se producia en febrero-marzo, a diferencia de nuestro
estudio donde se concentré en noviembre (109). De la misma manera, la circulacién de
hAdV no presentd pico en primavera, como si esta descrito en otras areas geograficas
donde habitualmente presenta dos picos de incidencia, uno al final de primavera o
principios de verano y otro en invierno (153). Estas diferencias respecto a estudios
previos para estos dos virus respiratorios se puede explicar por dos motivos. En primer
lugar, por la mayor realizacion de test rapidos para deteccién de VRS y virus de la gripe
durante los meses de invierno y la no realizacion de estudios adicionales para otros
virus respiratorios, que permitirian detectarlos; y, en segundo lugar, por producir estos
virus sintomas mas leves que no requieran hospitalizacién. Finalmente, los hCoV y los

hPIV 1-2 no presentaron un claro patrén estacional, probablemente por el pequeno
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numero de casos detectados y por la levedad de los sintomas que hace que estos
pacientes no sean hospitalizados (104,105,117).

A parte de la estacionalidad, un resultado interesante de la presente tesis
doctoral es la diferencia en el porcentaje de casos positivos de cada virus respiratorio
entre temporadas. Esta diferencia, se puede explicar por la interaccion de factores
ambientales, factores de susceptibilidad del huésped y factores virales, ademas de la
utilizacidn de diferentes técnicas de laboratorio a lo largo del estudio con diferente
sensibilidad para detectar cada virus. Los factores ambientales como la temperatura, la
humedad o la polucidon ambiental afectan la viabilidad, y en consecuencia a la
capacidad de transmision del virus, y a la respuesta inmunitaria local de la via
respiratoria del huésped (16). Las interacciones entre la poblacién susceptible a la
infeccidn, la higiene, la exposicion previa al virus o a las vacunas, son factores del
huésped que determinan la susceptibilidad, lo que también condiciona la
transmisibilidad en la comunidad y con ello la incidencia y la gravedad de la infeccidn
(16,154). Finalmente, la coinfeccién de mas de un virus respiratorio en el huésped o la
aparicidon de un nuevo virus o una nueva variante de un virus previamente existente,
son factores virales que pueden condicionar la patogenia del virus, y en consecuencia
la transmisibilidad y la gravedad de los sintomas (92,124).

Como se puede ver en los resultados del primer trabajo, la interaccidn de estos
factores ambientales, del huésped y del virus fue especialmente importante durante la
temporada 2020-2021 cuando la aparicién de un nuevo virus, el SARS-CoV-2, obligd a
adoptar medidas de distanciamiento social, higiene y restriccidon en la movilidad de Ia
poblacién. Estas medidas no farmacoldgicas, sumadas a la interaccién entre este
nuevo virus y los previamente existentes, han condicionado hasta ahora la circulacién
de virus estacionales como el VRS, los virus de la gripe o el hMPV. En los periodos
esperados durante la temporada 2020-2021 no se detectaron casos o muy pocos de
VRS, gripe y hMPV, sin que se vieran los caracteristicos picos epidémicos invernales
(19,20,155). Pero no todos los virus respiratorios se vieron afectados por igual. La
ausencia de envuelta lipidica en la estructura de virus como el RV o el hAdV, que les
confiere una especial resistencia a las medidas no farmacoldgicas para prevenir la

transmisidn, hizo que estos si circularan durante esa temporada 2020-2021 (156,157).
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Cabe destacar que ademas de lo previamente mencionado, una vez controlada la
pandemia y coincidiendo con la relajacién de algunas medidas no farmacoldgicas, se
restablecid la circulacidn de los virus respiratorios estacionales, pero con un patréon de
circulacion diferente al habitual, sobre todo de VRS y hMPV. En el caso del VRS se
detectd un pico tardio de circulacién entre los meses de abril y julio de 2021 y un pico
estacional durante la temporada 2021-2022 mas precoz que habitualmente (138). En
cuanto al hMPV, durante el aiio 2021 se detectaron dos picos de circulacién fuera de
los meses habituales, el primero a mediados-finales de primavera y el segundo en los
meses de otono e invierno, al mismo tiempo que el VRS, con el que comparte
caracteristicas estructurales y genéticas y estructurales (158). Los resultados del
primer estudio tan solo han permitido registrar la ausencia de pico epidémico habitual
hasta diciembre de 2020, pero al terminarse la recogida de datos a finales del 2020 no
se ha podido objetivar este cambio en 2021 del patrén de circulacion habitual de los
virus respiratorios.

De entre los virus estudiados, el VRS y el RV fueron los dos mas prevalentes. La
mayoria de estudios coinciden con estos resultados, aunque la prevalencia de un virus
sobre el otro es variable en los diferentes trabajos y depende de la edad, los sintomas
de los pacientes incluidos y del nivel asistencial donde se ha realizado el estudio, es
decir de la gravedad de la infeccion (71,159). Haddadin et al. reportaron que, en
menores de un afio, el VRS era mas frecuente en menores de 6 meses atendidos en
urgencias u hospitalizados, un hecho que se explica por la potencial gravedad de la
bronquiolitis por VRS en menores de 6 meses. EI RV en cambio, fue mas frecuente en
mayores de 6 meses atendidos en atencidn primaria lo que muchas veces se justifica
por los sintomas leves producidos por este virus, aunque tal y como podemos ver en
nuestro estudio el RV fue el segundo virus mas prevalente en el paciente pediatrico
hospitalizado (149). En referencia a la prevalencia del resto de virus respiratorios, los
resultados difieren entre las diferentes publicaciones y probablemente se deba a
diferencias metodoldgicas entre los trabajos (94,160,161). En nuestro caso, la mayor
utilizacion de técnicas de inmunofluorescencia en los primeros afios del estudio y de
técnicas de diagndstico rapido para VRS y virus de la gripe en los picos epidémicos,

aparte de haber infravalorado el papel del RV, también habrd condicionado los
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resultados de la prevalencia de virus como hMPV, hAdV, por la menor sensibilidad de
las técnicas de inmunofluorescencia, y de EV, hPIV 1-4, hBoV o hCoV que no eran
detectados con estas técnicas antigénicas. A pesar de esta limitacién, seglin nuestros
resultados el hMPV fue el tercer virus mds prevalente en el paciente pediatrico
hospitalizado, lo que pone de manifiesto el potencial patogénico de este virus en la
poblacion pediatrica. Un virus que en algunos estudios se le atribuye una gravedad
comparable al VRS o a los virus de la gripe (91,94,160). Finalmente, los virus de la gripe
representaron tan solo el 4% de los casos a pesar de ser uno de los virus con mayor
morbimortalidad como veremos mds adelante.

Las codetecciones virales mas frecuentes fueron VRS-RV y RV-hAdV. Ninguno
de los tres trabajos fue disefiado especificamente para estudiar el impacto en la clinica
de las codetecciones virales ya que este no era un objetivo de la presente tesis
doctoral. Estas codetecciones tan solo se recogieron en algunos casos del trabajo sobre
carga de enfermedad, lo que hace que los resultados puedan estar sesgados. La
utilizacién de diferentes técnicas de laboratorio a lo largo del periodo de estudio, con
diferente capacidad o sensibilidad para detectar los diferentes virus respiratorios, y no
haber estudiado otros virus respiratorios en el caso de resultados positivos para VRS y
gripe por técnicas rapidas durante las epidemias anuales, explican que en la mayoria
de casos no se pudiera confirmar la presencia de mds de un virus en la muestra. Esta es
una limitacién de los tres estudios ya que algunos trabajos al respecto atribuyen una
mayor gravedad a las IRVB con mads de un virus en la muestra respiratoria (126,127).
Aun asi, como se ha comentado en la introduccidn, otros estudios no confirman esta
mayor gravedad por lo que existen dudas sobre el verdadero papel de las
codetecciones virales en modificar la evolucién de las IRVB, especialmente con
aquellos virus respiratorios como RV o hBoV que son de larga excrecion (128,129).
Ademas, las técnicas de diagndstico molecular utilizadas en estos estudios no permiten
establecer la viabilidad de los virus detectados en las muestras respiratorias y
consecuentemente no permiten al clinico establecer el verdadero papel patogénico de
cada virus, al poder persistir el material genético semanas o meses después de una
infeccion aguda. A esto hay que sumarle que la edad pediatrica, sobre todo antes de

los 2 afios de edad, es una etapa donde es frecuente que los nifios encadenen
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infecciones viricas ante la ausencia de contacto previo con el virus, lo que facilita la
codeteccion del virus agudo ainadido a los restos de material genético de una infeccién
virica pasada.

En cuanto a los sintomas, en general los mas frecuentes fueron las
sibilancias/agudizaciones asmaticas, pero si analizamos esta informacion por edades,
la bronquiolitis fue la IRVB mas frecuente en menores de un afio, mientras las
sibilancias/agudizaciones asmaticas y NAC fueron mas frecuentes en nifios entre los 2 y
los 4 afios. La prevalencia de cada IRVB tiene una estrecha relacién con la prevalencia
de cada virus segun la edad. El 80% de bronquiolitis se diagnosticaron en menores de
un afio y en el 76% de los menores de 12 meses se aislé VRS en las muestras
respiratorias. Ademas, tener una infeccidon por VRS aumenté significativamente la
probabilidad de sufrir una bronquiolitis hasta 3,57 veces comparado con los otros virus
respiratorios. Las sibilancias/agudizaciones asmaticas fueron mas frecuentes en la
poblacién entre 2-4 anos, probablemente relacionado con una mayor proporcion de
RV en esta franja de edad. Segun los estudios, el RV es una causa reconocida de
sibilancias agudas y agudizaciones asmaticas en niflos mayores (63). Esto se confirma
en nuestros resultados, al aumentar el RV la probabilidad de sufrir esta IRVB 3,58 veces
comparado con los otros virus respiratorios. Otros virus que segun nuestros resultados
aumentan la probabilidad de sibilancias/agudizaciones asmaticas son el hAdV, el hBoV,
los hPIV 1-4 y los EV; aun asi, no pudimos demostrar esta relacion con el VRS. En
algunos estudios se define la bronquiolitis como el primer episodio de IRVB en un
lactante menor de un afo (23); en nuestro estudio en cambio la definicién incluye
aquellos pacientes menores de 2 afios. Esto puede explicar que, comparado con otros
estudios, las sibilancias agudas/agudizaciones asmaticas sean mas frecuentes entre los
dos y los cuatro afios, y no entre los 12-24 meses, y que el VRS no aumente el riesgo de
padecer esta IRVB (63). Finalmente, aproximadamente la mitad de los pacientes
diagnosticados de NAC en el estudio tenian entre dos y cuatro anos y los virus de la
gripe fueron los que mds aumentaron la probabilidad de padecer NAC. Los virus de la
gripe son una causa reconocida de neumonia primaria causada por el propio virus o

secundaria por una coinfeccién bacteriana, mas frecuentemente por S. aureus o S.
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pneumoniae, causando una elevada morbimortalidad a nivel mundial, especialmente
en menores de 5 y mayores de 70 afios (7,162).

A parte de la demografia, la estacionalidad y los sintomas, se estudio la
morbimortalidad de cada virus respiratorio. La morbilidad se estudié mediante la
duracion de la estancia hospitalaria, la necesidad de soporte respiratorio y de ingreso
en UCI. Estudios previos sobre la morbimortalidad de estas enfermedades demuestran
que los virus con mayor carga de enfermedad son el VRS, los virus de la gripe y el
hMPV, especialmente en menores de 1 afio (14,73,91). Como se ha mencionado
previamente, el RV fue el segundo virus mas prevalente en el paciente hospitalizado,
aun asi, la morbilidad fue menor comparado con estos tres. Esta menor gravedad
probablemente se relaciona con una menor respuesta inflamatoria local en la via
respiratoria en las infecciones por RV (163). Nuestros resultados coinciden con la
literatura sefalando que el VRS y los virus de la gripe son los principales causantes de
morbilidad, por la mayor duracién de la estancia hospitalaria y la proporcion de
pacientes que requiere ingreso en UCl y soporte respiratorio (14,73). Otro indicador de
la potencial mayor gravedad de estos virus respecto al resto son los dos casos que
requirieron oxigenacién por membrana extracorpdrea que describimos: el primero,
una NAC por virus de la gripe A con una coinfeccidén por S. pneumoniae en una nifia sin
enfermedades de base, y la segunda una NAC por VRS en un paciente con secuelas
neuroldgicas secundarias a un tumor cerebral. La mortalidad, muy poco frecuente en
nuestro medio, segln nuestros resultados se relaciona con el VRS y el virus de la gripe
A, todos los casos en pacientes con comorbilidades asociadas. Tal y como se describe
en la literatura, la mortalidad debida a estos dos virus en paises desarrollados se
concentra sobre todo en poblacidn con enfermedades crénicas (162,164).

La morbilidad del VRS en la bronquiolitis se estudié en mas profundidad en el
segundo trabajo publicado, en el que se comparé la gravedad segun el subgrupo
genético de VRS, A o B. Varios trabajos han comparado la gravedad de la infeccién
entre VRS-A y VRS-B pero pocos se han centrado especificamente en la bronquiolitis. Y
aungue los resultados de algunos estudios parecen atribuir mayor gravedad al VRS-A,
el escaso nimero de estudios y las diferencias metodoldgicas entre ellos no permiten

confirmarlo (82—-84,87,88). Esta potencial mayor gravedad del VRS-A también parece
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confirmarse en las investigaciones realizadas in vitro que apuntan que comparado con
el VRS-B, el VRS-A tiene una mayor capacidad de replicacion y diseminacién por la
mucosa respiratoria (165). Ademas, algunos genotipos de VRS-A, comparado con el
VRS-B, inducen una respuesta inmunitaria con menor activacion de la respuesta de
interferén y una mayor expresiéon de genes de los neutrdfilos que se asocia a mayor
gravedad clinica (166). Segun nuestros resultados, en los que la edad, la distribucion
por sexos y la proporcién de prematuros o ninos con enfermedades crénicas fue
similar entre VRS-A y VRS-B, las bronquiolitis por VRS-A presentaron peor prondstico
en cuanto a duracién de la estancia hospitalaria, el ingreso en UCl y la necesidad de
soporte respiratorio. A nivel clinico, los pocos estudios centrados en la bronquiolitis
parecen apuntar que el VRS-A se asocia a sintomas mads graves, aunque en un estudio
la evolucion clinica fue similar en ambos subgrupos (82,83,88). Las diferencias
metodoldgicas entre los trabajos, la inmunidad previa o la susceptibilidad de la
poblacién afectada y las diferencias en los genotipos circulantes en cada area
geografica pueden explicar los diferentes resultados entre los estudios. Uno de los
puntos fuertes de nuestro trabajo es que durante el periodo de estudio en Cataluiia
hubo una cocirculacidn casi exclusiva de los genotipos ON1 de VRS-A y BA9 de VRS-B,
lo que facilita la comparacién entre ambos subgrupos genéticos al no ser el genotipo
un factor de sesgo para estimar la gravedad (78). La identificacion de si el subgrupo
genético es un factor condicionante de la gravedad ha de permitir a los clinicos
anticipar la evolucion de los pacientes en funcién del VRS detectado, y a los gestores
sanitarios prever la necesidad de mayores recursos sanitarios al inicio de la epidemia
anual segun el subgrupo de VRS predominante. Pero ademas, esta informacion deberia
facilitar el desarrollo de tratamientos orientados a prevenir la enfermedad o la
gravedad de la misma, mas especificamente para aquel VRS asociado a una mayor
morbimortalidad.

En relacién con el hMPV, estudios previos sugieren que la gravedad en menores
de un afio es similar a la producida por el VRS o los virus de la gripe, una afirmacién
gue no se cumple en nuestro estudio, donde la gravedad del hMPV fue levemente
menor a los otros dos virus (91,94,160). Una posible explicacién a esta diferencia es

por la menor proporcidn de pacientes menores de un afio infectados por hMPV. Otros
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factores pueden ser las diferencias entre los genotipos de hMPV circulantes entre los
estudios y la susceptibilidad de la poblacién a la infeccién debido a la inmunidad
adquirida por exposiciones previas al virus, tal como describimos en un trabajo previo
realizado por nuestro grupo no incluido en esta tesis doctoral (92).

A parte de los mencionados previamente, en la presente tesis doctoral también
se estudio la morbilidad de virus como hBoV, hCoV, hPIV 1-4, hAdV o EV. Segln
nuestros resultados, en aproximadamente en un tercio de las hospitalizaciones por
IRVB alguno de estos virus fue detectado, y en el 11,56% de los casos se pudo
demostrar codeteccién con virus como VRS, gripe, RV o hMPV. La gravedad de la
enfermedad de estos virus fue menor que los mencionados previamente. En este
punto debemos destacar que la elevada proporcion de hBoV y hCoV estacionales que
requirieron hospitalizacién en UCl estaba probablemente relacionada con la
codeteccion con virus de mayor gravedad como el VRS y no tanto por la gravedad en si
de estos virus (104,115).

La carga que suponen las IRVB virales para el sistema sanitario obliga a adaptar
los recursos materiales, humanos y espacios disponibles para poder atender la elevada
demanda de atencion sanitaria de estos pacientes, sobre todo durante los periodos de
invierno por las esperadas epidemias anuales de VRS, virus de la gripe y hMPV. Segun
los resultados del primer estudio, mas del 90% de los casos se hospitalizaron entre los
meses de octubre a marzo ocupando mas el 12,36% del total de camas disponibles
para estos pacientes en el hospital, mas de un 14% de las camas de plantas de
hospitalizacion convencional y casi el 7% de las camas de UCI. Esta ocupacion, si
tenemos en cuenta el porcentaje de casos positivos segun el mes, se debid
fundamentalmente al VRS, los virus de la gripe, el h(MPV y el RV. Es interesante ver,
como ya se ha descrito previamente en la literatura y se ha comentado en esta
discusidn, que la carga de cada uno de ellos se distribuye a lo largo de los meses de
otofio e invierno (78,92,109,152). Fuera del periodo epidémico, la ocupacion de camas
se relaciond fundamentalmente con virus como EV, hPIV 3-4 y hAdV, a parte del RV.
Estos porcentajes pueden parecer bajos comparados con la sensacién de colapso
hospitalario que tenemos los pediatras y gestores sanitarios durante los meses

invernales. Hay varios factores que pueden haber condicionado estos porcentajes. En
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primer lugar, al haberse realizado el estudio en un hospital de tercer nivel, centro de
referencia de pacientes oncohematoldgicos, trasplantados de érganos sélidos,
enfermedades minoritarias, etc., explica que un porcentaje variable de las camas de las
plantas de hospitalizaciéon convencional de pediatria junto a la sala de observacién de
urgencias, puedan estar ocupadas por estos pacientes y no por IRVB virales durante los
periodos de estudio. En segundo lugar, la ocupacidn se ha calculado durante las
temporadas epidémicas (de octubre a mayo) y la distribucion de los ingresos se
concentra sobre todo durante el mes de diciembre, siendo los porcentajes menores en
los meses de octubre y mayo. Finalmente, la utilizacién de técnicas de
inmunofluorescencia durante los primeros afios del estudio, con menor sensibilidad,
habra infravalorado el nimero de casos hospitalizados con virus confirmado en este
primer periodo de estudio.

La hospitalizacién de estas enfermedades se asocia a un consumo de recursos
econdmicos nada menospreciable. Segun nuestros cdlculos, realizados a partir del
coste medio de la hospitalizacion segun datos internos del HIVH, el coste total durante
todo el periodo de estudio fue de 16.603.415 € con un coste por episodio de 4.093,54
€. A estas cifras habria que sumarle los costes de la atencién primaria y los costes
indirectos debidos al absentismo laboral de los padres, las comidas y desplazamientos
de los familiares durante la hospitalizaciéon, etc. Ademas, hay que tener en cuenta las
consultas y reingresos posteriores debidos a las secuelas a largo plazo de estas
infecciones, principalmente las sibilancias recurrentes que pueden aparecer después
de una bronquiolitis por VRS (64). Con todo, el coste total es mucho superior al
mencionado previamente.

La aplicacién de medidas profilacticas para prevenir la infeccién, asi como la
adecuacién de la practica clinica a las guias deberia permitir disminuir el coste de estas
enfermedades. Durante la pandemia de SARS-CoV-2 la aplicacién de medidas no
farmacoldgicas como el lavado de manos o la utilizacién de mascarillas faciales previno
la transmision y contagio del SARS-CoV-2 y de otros virus, como se ha mencionado
previamente. Estas medidas son dificiles de aplicar fuera de un estado de pandemia,
pero hacer hincapié en un correcto lavado de manos tanto en ambitos hospitalarios

como en guarderias y colegios podria disminuir la transmisibilidad de los virus
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respiratorios y en consecuencia la morbilidad de los mismos, especialmente en la
poblacion de riesgo (167,168). Aunque estas medidas pueden ser un arma de doble filo
ya que al no generarse inmunidad debido a la falta de exposicidn a los virus, puede
aumentar la poblacién susceptible y en consecuencia la incidencia y la gravedad de las
epidemias (169). A nivel farmacoldégico, para prevenir las IRVB y sus complicaciones
actualmente disponemos de farmacos comercializados basados en anticuerpos
monoclonales para la prevenciéon del VRS, y vacunas y antivirales para la prevencion o
tratamiento de los virus de la gripe. En Catalufia, estos farmacos actualmente solo se
ofrecen a poblacién de riesgo. Desde la pandemia de COVID-19 disponemos también
de vacunas dirigidas contra el SARS-CoV-2, indicadas para toda la poblacién mayor de 5
afios, independiente de las comorbilidades asociadas. Teniendo en cuenta nuestros
resultados, donde el 90% de los pacientes hospitalizados no tenian enfermedades
cronicas, ofrecer estas medidas preventivas de gripe y VRS a la poblacién general
podria ayudar a disminuir la morbimortalidad, ocupacion de camas y el gasto derivado
de la asistencia sanitaria de estos pacientes.

En referencia a la gripe, segun estudios realizados en Estados Unidos, la
vacunacion antigripal anual en la poblacién pediatrica podria ayudar a prevenir hasta
el 50% de las hospitalizaciones en menores de 8 afios (170), pero ademas, al ser los
nifos el vector de transmisién a los adultos, la vacunacién infantil ayudaria a prevenir
la gripe y sus complicaciones en el paciente adulto (171). En este sentido, la OMSy la
ECDC recomiendan la vacunacién antigripal en poblacién pediatrica entre los 6 y los 59
meses de edad (172,173); en Espafia, el comité asesor de vacunas de la Asociacién
Espafiola de Pediatria ha introducido como novedades en 2022 la recomendacion de
vacunar de la gripe a los nifios entre los 6 meses y los 5 afos, independientemente de
los factores de riesgo (174), una medida que en Catalufia se empezara a aplicar a partir
de la temporada 2023-2024 (175). En referencia a los antivirales inhibidores de la
neuraminidasa, en pediatria el de eleccidn es el oseltamivir. Esta indicado para
pacientes con factores de riesgo y en aquellos con una gripe grave que requiere
hospitalizacion (176,177). La maxima efectividad se consigue cuando se administra

precozmente, entre las primeras 24-48 horas de haberse iniciado los sintomas. Es por
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ello que para la prescripcidén precoz de estos farmacos deberiamos poder disponer en
la consulta de atencion primaria y en urgencias de test de diagndstico rapido de gripe.

Por su parte, en la prevencién del VRS el Unico fdrmaco comercializado hasta la
fecha es el palivizumab. Las indicaciones se restringen a pacientes hasta los 2 afios de
edad con determinados factores de riesgo, disminuyendo las hospitalizaciones por VRS
en estos pacientes (178). Aun asi, actualmente se esta investigando en anticuerpos
monoclonales para la prevencion del VRS que puedan administrarse a toda la
poblacion menor de 12 meses. En los ensayos clinicos, estos han demostrado una
eficacia del 77,3% en evitar ingresos hospitalarios en lactantes que entran en la
primera temporada de VRS (142). En este sentido la Agencia Europea del
Medicamento aprobd a finales de 2022 la comercializacién de nirsevimab para la
prevencion de la IRVB por VRS en recién nacidos y lactantes (49).

Para el hMPV, no existe por el momento ninguna vacuna, anticuerpo
monoclonal o farmaco antiviral, aunque se estd investigando en ello (179).

Otra medida que permitiria disminuir el coste es ajustar las pautas de
diagnéstico y tratamiento a las recomendaciones de las guias de practica clinica. En
este sentido, los resultados del tercer trabajo demuestran que la publicaciéon en 2015
de un nuevo protocolo de bronquiolitis, basado en las ultimas guias y muy restrictivo
en cuanto al uso de fdrmacos y a la realizacion de exploraciones complementarias,
acompafado de sesiones dirigidas al personal médico para explicar las modificaciones
en el protocolo y de una revision diaria de los casos hospitalizados, mejoré
sustancialmente la préctica clinica (22,33). Esto permitié disminuir la utilizacién de
farmacos vy la realizacién de exploraciones complementarias sin que se modificase la
evolucidn clinica y, aunque no se analizd especificamente en este trabajo, es légico
pensar que esto se asocié a un menor coste de la hospitalizacion por la menor
utilizacién de recursos. La disminucion en la prescripcion de farmacos y en la
realizacion de exploraciones complementarias no fue homogéneo para cada uno de
ellos. A nivel farmacoldgico, la disminucion en la prescripcion de adrenalina y SSH3 fue
mucho mas importante que la de salbutamol o corticoides. Esta diferencia
probablemente se explique por la inclusién de pacientes mayores de 12 meses, en los

gue, segln la literatura la prescripcion de salbutamol y corticoides es mas habitual que
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en los menores de 12 meses (35). Otro de los farmacos que disminuy6 de forma
moderada su consumo fueron los antibidticos, una disminucién en gran medida
secundaria a la menor realizacién de radiografias de tdrax ya que los hallazgos
radiograficos de una bronquiolitis se pueden confundir con una neumonia bacteriana,
aumentando la prescripcion innecesaria de antibiéticos (42). Finalmente, el nimero de
analiticas de sangre fue similar en los dos periodos a pesar de tener unas indicaciones
muy restrictivas (solo deberia realizarse en casos de sospecha de infeccion bacteriana
donde se podrian incluir los menores de un mes con fiebre y los mayores de esta edad
con signos clinicos, analiticos o radiograficos de infeccidn bacteriana). En nuestra
muestra solo el 12,88% eran menores de un mes, esto afiadido a que el riesgo de
infeccion bacteriana en lactantes vacunados con infeccién por VRS es bajo, nos lleva a
concluir que se realizaron un nimero innecesario de pruebas de laboratorio (180,181).
Probablemente, estas analiticas se indicaron en pacientes con fiebre, para poder
descartar signos analiticos de infeccién bacteriana, aunque como se ha comentado el
riesgo fuera muy bajo. A pesar de la importante mejoria de la practica clinica tras la
publicacién del protocolo del 2015, es necesario mantener las sesiones clinicas y la
revision periddica de los casos hospitalizados para detectar los motivos que expliquen
gue algunos farmacos sigan prescribiéndose y valorar la necesidad e indicacidn de las
exploraciones complementarias realizadas a los pacientes. Creemos que buena parte
del éxito de este protocolo es debido a estas medidas de educacion de los
profesionales médicos encargados de la asistencia de las bronquiolitis, tal y como se ha
demostrado en otros estudios (42,182). Esta mejoria en la préctica clinica tiene
impacto en el paciente, al disminuir la posible iatrogenia de los tratamientos y
exploraciones, en los profesionales sanitarios al disminuir la carga de trabajo y en el
sistema sanitario en general al disminuir el gasto sanitario.

Afadido al punto de vista clinico y viroldgico, los resultados presentados tienen
interés a nivel de salud publica y demuestran que los datos estructurados de los que
disponen los sistemas de la informacidn del hospital aportan datos de interés que
podrian ser incorporados a los actuales sistemas de vigilancia epidemiolégica. Estos
datos son faciles de obtener al estar estructurados en la historia clinica electrénica del

paciente.

123



A pesar de los cambios en los ultimos anos, no existe a nivel pediatrico en
Cataluia un sistema de vigilancia que combinando datos epidemiolégicos, virolégicos y
clinicos permita conocer el impacto de todos los virus en la enfermedad respiratoria
del paciente pediatrico hospitalizado. El SIVIC, sistema de vigilancia para los virus
respiratorios en Catalufia, actualmente en fase de despliegue, aporta de momento
datos muy limitados del paciente pedidtrico hospitalizado (43). A nivel hospitalario la
informacidn se centra basicamente en el nimero de ingresos hospitalarios, en UCl y
defunciones por COVID-19, pero no aporta suficiente informacién sobre otras variables
de interés como la duracion de la estancia hospitalaria, la duracién de la estancia en
UCl o la necesidad de soporte respiratorio, que serian indicadores validos de gravedad
para todos los virus respiratorios. Es por esto que la aplicacidon de la metodologia
utilizada en el primer trabajo en los sistemas de vigilancia epidemioldgica, permitiria
monitorizar todos los virus respiratorios y aportar datos que reflejen el impacto que
estan teniendo en la gravedad de la epidemia y en el sistema sanitario, mejorando
sobre todo la vigilancia de las IRVB virales mas graves que son las que requieren

hospitalizacion.
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CONCLUSIONES

1. El rinovirus y el virus respiratorio sincitial son los virus mas prevalentes
en el paciente pediatrico hospitalizado por una infeccion de vias
respiratorias bajas, seguidos por el metapneumovirus humano. Los virus
de la gripe, a pesar de ser menos prevalentes, son uno de los virus con
mayor morbimortalidad asociada.

2. La edad menor de 12 meses, el sexo masculino y la presencia de
enfermedades crdnicas aumentan la gravedad de las infecciones
respiratorias virales. Aun asi, el 90% de los pacientes hospitalizados son
previamente sanos.

3. Las sibilancias/agudizaciones asmaticas son los sintomas mas frecuentes
en el paciente pediatrico hospitalizado por una infeccion de vias
respiratorias bajas de etiologia viral, seguidos por la bronquiolitis y la
neumonia. Sin embargo, por edades, las sibilancias/agudizaciones
asmaticas y la neumonia son mas prevalentes en nifios entre los 2 y los
4 afos, y la bronquiolitis en menores de 12 meses.

4, El virus respiratorio sincitial es el virus que mds aumenta el riesgo de
sufrir una bronquiolitis, el rinovirus el que comporta mayor riesgo de
sibilancias agudas/agudizaciones asmaticas y los virus de la gripe los que
se relacionan con mayor frecuencia con la neumonia.

5. El virus respiratorio sincitial y los virus de la gripe son los que ocasionan
mas morbilidad, evidenciada por la mayor duracion de la estancia
hospitalaria, la mayor necesidad de ingreso en la unidad de cuidados
intensivos, de soporte respiratorio y de soporte mediante oxigenacion
por membrana extracorpdrea. La mortalidad en nuestro medio es
excepcional y se relaciona con infecciones por el virus respiratorio
sincitial o el virus de la gripe A en pacientes con comorbilidades.

6. La estacionalidad antes de la pandemia de SARS-CoV-2 se caracterizaba

por el pico de virus respiratorio sincitial en diciembre, seguido por la
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gripe durante los meses de enero y febrero y el metapneumovirus
humano en el periodo de marzo y abril. Durante la temporada 2020-
2021, debido a la aplicacién de las medidas no farmacoldgicas para
contener la pandemia de COVID-19, junto a la interaccién del SARS-CoV-
2 con los virus previamente existentes, el patrén de circulacidn habitual
de estos virus se vio interrumpido. Contrariamente, el rinovirus y el
adenovirus humano si que circularon durante este periodo, siendo los
virus mas prevalentes.

Mas del 90% de las infecciones de vias respiratorias bajas virales
pedidtricas requiere hospitalizacidn entre los meses de octubre a mayo,
ocupando el 14% de las camas de las plantas de hospitalizacién
convencional y el 7% de las camas de la unidad de cuidados intensivos
pedidtricos. Se asocian a un coste aproximado de 4.000€ por paciente
hospitalizado.

Las bronquiolitis por virus respiratorio sincitial del subgrupo A,
comparadas con las producidas por el virus respiratorio sincitial del
subgrupo B, tienen peor prondstico por la mayor duracidn de la estancia
hospitalaria, mayor porcentaje de pacientes que requieren ingreso en la
unidad de cuidados intensivos, mayor duracién de la estancia en Ia
unidad de cuidados intensivos y mayores requerimientos de soporte
respiratorio.

Tras la actualizacidn del protocolo de bronquiolitis del Hospital Infantil
Vall d’Hebron, basado en las guias de practica clinica de la Academia
Americana de Pediatria del afio 2014 y del The National Institute for
Health and Care Excellence del afio 2015, ha habido una adecuacion de
la practica clinica con una disminucidn en la prescripcién de farmacos y
en la realizacion de exploraciones complementarias. Estos cambios no
se han acompanado de una peor evolucidn clinica en el paciente
hospitalizado.

Utilizar los datos estructurados ya existentes en la historia clinica

electrdénica del paciente para correlacionar la informacion
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microbioldgica con la clinica, permitiria ampliar la informacion que
aportan los sistemas de vigilancia de los virus respiratorios y mejorar la

vigilancia de las infecciones de vias respiratorias bajas pediatricas graves

que son las que requieren hospitalizacion.
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