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RESUMEN  

 

TÍTULO: ESTUDIO DEL PAPEL DE LA MICROBIOTA NASOFARÍNGEA EN LA GRAVEDAD DE 

LA INFECCIÓN POR RINO/ENTEROVIRUS HUMANO EN NIÑOS MENORES DE 5 AÑOS 

 

INTRODUCCIÓN:  Los Rinovirus (RV) y Enterovirus (EV) son una de las principales cau-

sas de infección del tracto respiratorio superior (ITRS) e inferior (ITRI). Las manifesta-

ciones clínicas producidas por los RV/EV son múltiples y heterogéneas, pudiendo cau-

sar desde infecciones asintomáticas hasta infecciones graves con compromiso vital. 

Esta variabilidad se ha relacionado con múltiples factores, dependientes del propio 

virus, del huésped o del ambiente. En los últimos años la microbiota nasofaríngea viral 

y bacteriana está cobrando protagonismo como un posible factor modulador de la 

gravedad de las infecciones respiratorias, pero existe poca evidencia acerca de su rela-

ción con la infección por RV/EV.  

HIPÓTESIS: La co-infección viral podría ser un factor modificador de la gravedad de la 

ITRI por RV/EV en niños menores de 5 años. Por otra parte, los niños menores de 5 

años con ITRI grave por RV/EV podrían presentar una microbiota nasofaríngea bacte-

riana distinta a la de niños con infección respiratoria banal y niños sanos, en tanto que 

determinadas composiciones de microbiota nasofaríngea bacteriana se asociarían con 

salud respiratoria. En este sentido, la composición de la microbiota nasofaríngea bac-

teriana en el escenario de la infección por RV/EV variaría de acuerdo con la gravedad 

de los síntomas.  

OBJETIVOS: Describir el impacto clínico de la co-infección viral en pacientes con ITRI 

grave por RV/EV que precisan ingreso en una unidad de cuidados intensivos pediátri-

cos (UCIP). Describir y comparar la microbiota nasofaríngea bacteriana de niños con 

ITRI grave por RV/EV, niños con infección respiratoria banal por estos microorganismos 

y niños sanos, identificando perfiles de microbiota bacteriana nasofaríngea relaciona-

dos con salud respiratoria, y evaluando la relación de ésta con la gravedad de la infec-

ción por estos microorganismos.  
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MÉTODOS: Se realizaron dos estudios observacionales, en los que se reclutaron niños 

menores de 5 años atendidos en el hospital Sant Joan de Déu entre 2017-2020. En el 

primer estudio se incluyeron pacientes que precisaron ingreso en la UCIP de dicho cen-

tro, diagnosticados de ITRI por RV/EV mediante realización de un panel de PCR múlti-

ple en aspirado nasofaríngeo, que era además capaz de detectar 6 virus respiratorios 

más. Se analizaron 3 grupos de pacientes en función de si presentaron mono-infección 

por RV/EV, co-infección con virus respiratorio sincitial (VRS), o co-infección con múlti-

ples virus, considerando como variables resultado la necesidad de ventilación mecáni-

ca invasiva (VMI), y la estancia en UCIP superior a la media de la muestra (5 días). El 

segundo estudio con diseño caso-control se definieron 3 grupos: el grupo caso en el 

que se incluyeron niños con ITRI grave por RV/EV que precisaron ingreso en la UCIP, y 

que se pareó por rango de edad y sexo con dos grupos controles: niños sanos y niños 

con infección respiratoria banal por RV/EV. Se caracterizó la microbiota nasofaríngea 

bacteriana de estos 3 grupos mediante técnicas de secuenciación masiva basadas en la 

tecnología del gen 16S rRNA. 

PRINCIPALES RESULTADOS: En la presente tesis se ha identificado que la co-infección 

de RV/EV con múltiples virus respiratorios no representa un factor que incremente la 

gravedad de dicha infección. Los pacientes que presentaron una ITRI grave por RV/EV 

en mono-infección precisaron VMI y tuvieron una estancia media en UCIP significati-

vamente mayor que los pacientes con múltiples co-infecciones. Por otra parte, se han 

descrito diferentes perfiles de microbiota nasofaríngea bacteriana en función de la 

presentación clínica de la infección por RV/EV. Los niños sanos presentaron una mi-

crobiota nasofaríngea rica y diversa, con mayor abundancia de especies comensales 

como Dolosigranulum pigrum y Corynebacterium spp. En cambio, los niños con ITRI 

grave por RV/EV presentaron una microbiota nasofaríngea significativamente menos 

rica y diversa que los controles sanos, con una menor abundancia de Dolosigranulum y 

una mayor abundancia de Haemophilus. Los niños con infección respiratoria banal 

RV/EV mostraron niveles intermedios de riqueza y diversidad entre ambos grupos.  
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CONCLUSIONES: Los RV/EV en mono-infección pueden constituir el agente etiológico 

de ITRI grave en el paciente pediátrico. La co-infección con otros virus respiratorios no 

resulta un factor determinante que incremente la gravedad de las ITRI por RV/EV. Se 

han caracterizado diferentes perfiles de microbiota nasofaríngea bacteriana en función 

de la gravedad de las manifestaciones clínicas de la infección por RV/EV, con una dis-

biosis progresiva de dicha microbiota desde la que presentan los pacientes asintomáti-

cos hasta la descrita en aquellos que precisaron ingreso en la UCIP, caracterizada por 

una pérdida de riqueza y diversidad, reducción de bacterias comensales como Dolosi-

granulum y aumento de bacterias del género Haemophilus.  
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Infección por Rinovirus y Enterovirus  

Los Rinovirus (RV) y Enterovirus (EV) son una de las principales causas de infección del 

tracto respiratorio superior (ITRS) e inferior (ITRI) y son considerados a nivel mundial 

como uno de los agentes infecciosos más frecuentes en los seres humanos [1].  

La mayoría de las infecciones provocadas por estos microorganismos son benignas, 

con la sintomatología típica del denominado "resfriado común". Por este motivo, la 

posibilidad de que estos virus pudieran ser causantes de cuadros severos ha sido histó-

ricamente menospreciada en la literatura médica [2]. Sin embargo, existe una eviden-

cia creciente en las últimas décadas que contradice esta supuesta banalidad. Los RV y 

EV son el segundo agente etiológico causante de bronquiolitis en la infancia, sólo por 

detrás del Virus Respiratorio Sincitial (VRS) [3], y el impacto de la infección de estos 

microorganismos en el desarrollo posterior de sibilancias recurrentes y asma ha sido 

objetivo de numerosos estudios [4]. Además del impacto clínico, las infecciones por RV 

y EV tienen un importante impacto económico en la sociedad, tanto directa (por el 

elevado uso de recursos sanitarios) como indirectamente (por la pérdida de producti-

vidad) [5].  

Los objetivos de esta introducción son revisar la taxonomía y genética, patogénesis, 

epidemiología, características clínicas, métodos diagnósticos y tratamientos de la in-

fección por estos microorganismos.  

1.1.1 Taxonomía y genética 

Los RV y EV pertenecen al género Enterovirus (EV) dentro de la familia Picornaviridae. 

En el pasado, estos microorganismos se consideraba que pertenecían a géneros dife-

rentes, pero las actuales técnicas moleculares han demostrado su elevada similitud 

genética. De acuerdo con la última clasificación proporcionada por el International 

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) [6], dentro del género Enterovirus se inclu-

yen siete especies que afectan al ser humano, tres especies de RV (RV-A, RV-B y RV-C) 

y cuatro de EV (EV-A, EV-B, EV-C y EV-D). Dentro de las especies de RV se reconocen 
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hasta la fecha 169 subtipos distintos [7]. Los poliovirus, englobados también dentro del 

género EV, no serán considerados en este trabajo de tesis.  

Los RV y EV son pequeños virus esféricos, con un diámetro medio de 30nm, no encap-

sulados, con un genoma consistente en una única cadena de RNA monocatenario posi-

tivo, compuesto de 7200 pares de bases. Este único gen codifica para 1 poliproteína 

precursora, que es escindida por proteasas virales en 11 proteínas maduras; 4 de ellas 

(VP1, VP2, VP3 y VP4) conforman la cápside viral que engloba a la cadena de RNA, y 7 

de ellas con función no estructural (2A a 2C y 3A a 3D) [8]. Las proteínas VP1, VP2 y 

VP3 conforman la cápside y determinan la diversidad antigénica viral, siendo la VP1 la 

principal diana de la respuesta inmunitaria [9]; la proteína VP4, en cambio, se encuen-

tra en la superficie interna de la cápside, anclando el RNA a ésta. La estructura genó-

mica de los RV y EV se representa en la Figura 1.  

 

 

Figura 1: Estructura del genoma de los RV y EV. El genoma de RNA monocatenario codifica para una poliproteína 

que es escindida en 4 proteínas estructurales (VP1 a VP4) y 7 proteínas no estructurales  (Figura Adaptada de la 

revista Viruses [1]). 

Como hemos visto, los RV y EV comparten una estructura genética común. Sin embar-

go, estos microorganismos son muy diferentes fenotípicamente, y muestran diferen-

cias significativas en la capacidad de replicación en las distintas regiones del organismo 

humano. El tropismo de los RV se centra en las vías respiratorias, tanto superiores co-

mo inferiores, y no suelen causar patología sistémica excepto en casos excepcionales, 

como comentaremos a continuación; los EV, sin embargo, son resistentes a pH ácido y 

pueden infectar una mayor variedad de localizaciones, dando lugar a diversos síndro-

mes (meningitis, encefalitis, miopericarditis, gastroenteritis, etc.) [1]. A pesar de ello, 

algunos EV comparten características con los RV y sólo se replican en el tracto respira-

torio, causando cuadros clínicos similares [3]. Este trabajo de tesis se centra en los RV y 

EV causantes de infección respiratoria (de ahora en adelante RV/EV). 

Proteínas cápside Proteínas no estructurales 
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1.1.2 Patogénesis  

Replicación viral  

La replicación de los RV/EV tiene lugar en las células ciliadas del epitelio de la vía aé-

rea, tanto del tracto respiratorio superior como inferior. Dado que la temperatura 

ideal a la que replican estos microorganismos se sitúa entre los 33-35ºC, en el pasado 

se asumía que la infección por estos agentes se limitaba al tracto respiratorio superior, 

donde la temperatura de las mucosas es inferior. Sin embargo, múltiples estudios han 

demostrado que los RV/EV pueden replicar de forma efectiva en muestras obtenidas 

de las vías respiratorias inferiores [10], e incluso que la capacidad de replicación a ba-

jas temperaturas es mínima vs temperaturas superiores [11]; así mismo, el desarrollo 

de las técnicas moleculares han permitido demostrar el papel patogénico de estos mi-

croorganismos en infecciones del tracto respiratorio inferior en la infancia (bronquioli-

tis, bronquitis, neumonía) [12] y en adultos (exacerbaciones asmáticas, cuadros pseu-

dogripales y neumonía en pacientes inmunodeprimidos) [13].  

Además del tracto respiratorio, se ha demostrado que otros tejidos pueden verse in-

fectados por RV/EV. Mediante técnicas moleculares se ha detectado RNA de estos mi-

croorganismos en cepillados de senos maxilares en pacientes con sinusitis [14], y tam-

bién en el oído medio en niños con otitis media aguda supurada [15], presuponiéndose 

la propagación a estas localizaciones por extensión local. También se ha detectado 

RNA de RV/EV en sangre y en heces, hallazgos que contradicen la supuesta incapaci-

dad de estos microorganismos de propagarse mediante viremia más allá de las fronte-

ras del tracto respiratorio [16-18]. 

Para que se inicie la replicación, los RV/EV deben unirse a un receptor en la superficie 

de las células epiteliales, gracias a un anclaje situado en la proteína estructural VP1, y 

posteriormente internalizarse en dicha célula mediante una vía clatrina-dependiente o 

bien mediante endocitosis o vía micropinocitosis [19]. Posteriormente, el genoma del 

RNA viral se libera del virión en el citoplasma de la célula huésped, y se traduce me-

diante los ribosomas de dicha célula en una sola lipoproteína, que es procesada por las 

proteasas virales para generar las diferentes proteínas virales anteriormente comen-

tadas. A continuación, las proteínas no estructurales median la replicación del genoma 
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del RNA en los orgánulos de replicación, que se forman como resultado de un reorde-

namiento de las membranas celulares. Las moléculas de RNA recién sintetizadas pue-

den entrar en otra ronda de traducción y replicación o pueden empaquetarse en las 

proteínas de la cápside viral para formar nuevos viriones que se liberan tras la lisis ce-

lular, y también a través de mecanismos no líticos [20-21] 

Existen diferentes receptores epiteliales a los que se unirán los RV/EV, y en este punto 

nos centraremos en los receptores utilizados específicamente por las diferentes espe-

cies de RV, en tanto que los usados por los EV respiratorios son más diversos o incluso 

desconocidos, y sobrepasarían los objetivos de esta introducción. Respecto a los RV-A 

y RV-B, la mayoría de serotipos utilizan la molécula de adhesión intercelular tipo 1 

(ICAM-1) como receptor epitelial; de hecho, la infección por RV incrementa la expre-

sión celular de este receptor [22]. No obstante, algunos serotipos de RV-A utilizan el 

receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL-R). En cuanto a los RV-C, precisan del 

receptor CDHR3 (del inglés cadherin-related family 3) para unirse a las células epitelia-

les [23]. 

Respuesta del huésped  

A diferencia de otros virus respiratorios (como el virus respiratorio sincitial (VRS) o el 

virus de la gripe), los RV/EV no causan una destrucción directa del epitelio respiratorio 

ni tienen un efecto citopático definido [24]. En su lugar, los RV/EV comprometen la 

función de barrera del epitelio mediante la liberación de especies reactivas de oxígeno 

durante la replicación viral, que provocan la disociación de la zónula occludens-1 del 

complejo de unión celular [25]. Esta disrupción de la función de barrera incrementa la 

translocación de patógenos a su través, iniciando la cascada que conducirá a una infec-

ción respiratoria [25].  

Una vez que los RV/EV han iniciado la infección del epitelio respiratorio, mediante el 

anclaje a sus receptores de superficie celular específicos e internalización posterior, los 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) de los RV/EV son reconocidos en 

la célula huésped a través de la interacción con receptores Toll-like (TLRs) [26-27]. Este 

reconocimiento implica la activación de múltiples factores de transcripción que culmi-

na con la expresión del Interferón beta y gamma y la transcripción de varias citoquinas 
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pro-inflamatorias (entre ellas IL6, IL8, TNFalfa), generando un ambiente inflamatorio 

para combatir la infección viral [28]. Estos mediadores pro-inflamatorios activan y 

atraen al sitio de la infección a granulocitos, monocitos y células dendríticas, para ge-

nerar una respuesta humoral a la infección. Los anticuerpos producidos durante la in-

fección por RV/EV son serotipo específico; hecho que explica la posibilidad de infectar-

se por estos agentes en múltiples ocasiones, dado el elevado nombre de serotipos dis-

tintos [29]. Además, estos anticuerpos presentan escasa reactivada cruzada, lo que 

representa un desafío para el desarrollo de vacunas como se comentará posteriormen-

te. 

1.1.3 Epidemiología  

La transmisión de las partículas víricas de RV/EV puede ocurrir principalmente a través 

de dos vías: vía contacto directo entre personas o con fómites contaminados, o vía 

inhalación de aerosoles. Existe debate en la literatura acerca de cuál de estas vías es la 

predominante. Algunos estudios defienden que la transmisión directa de humano a 

humano es relativamente sencilla, especialmente en presencia de elevada carga viral 

[30], dado que estos microorganismos son capaces de sobrevivir en las manos durante 

varias horas, y presentan una resistencia moderada a las soluciones alcohólicas desin-

fectantes [30]. La transmisión a través de la inhalación de aerosoles también ha sido 

documentada [31], y existe literatura que defiende que ésta sería la principal vía de 

transmisión en espacios cerrados [32].  

Los RV/EV circulan por todo el mundo, y son considerados como el agente infeccioso 

más frecuente en el ser humano. Las infecciones ocurren a lo largo de todo el año, 

aunque con dos picos de incidencia en el hemisferio norte: el primero entre los meses 

de abril y mayo, y el segundo entre setiembre y octubre [33-34]. Sin embargo, el RV-C 

presenta una tendencia diferente, con un pico de incidencia durante los meses de in-

vierno [35]. La mayoría de las infecciones son adquiridas en la comunidad, aunque re-

cientemente se han reportado brotes de infecciones relacionadas con la asistencia 

sanitaria que han afectado tanto a pacientes como a personal sanitario [36]. El único 

reservorio conocido de estos microorganismos es el ser humano, especialmente la 

población pediátrica, pudiendo presentar entre 8-12 infecciones por estos agentes al 
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año (especialmente en los menores de 12 meses), mientras que en adultos se reduce a 

2-3 episodios anuales [37] 

1.1.4 Presentaciones clínicas 

Las manifestaciones clínicas producidas por la infección por RV/EV son muy diversas, 

siendo la mayoría de ellas benignas y de resolución espontánea. Por este motivo, clási-

camente estos microorganismos han sido minusvalorados; sin embargo, hoy sabemos 

que estos virus son una causa importante de hospitalización, que están implicados en 

múltiples cuadros de infecciones respiratorias (bronquiolitis, bronquitis, neumonías), y 

que tienen un papel en el desarrollo y exacerbaciones de enfermedades pulmonares 

crónicas como el asma [2]. A continuación, se describen las diferentes presentaciones 

clínicas producidas por la infección por RV/EV.   

Estado de portador asintomático 

Se define como estado de portador asintomático a la situación donde se detecta RNA 

de RV/EV en muestras de vías respiratorias altas de individuos sin sintomatología res-

piratoria. Este estado es más frecuente en los niños, y se ha estimado una prevalencia 

de alrededor del 14-22% [38]. Sin embargo, la confirmación del estado de portador es 

compleja, en tanto que la excreción del virus en las mucosas de dichas vías puede ocu-

rrir hasta 5-6 semanas después del inicio de los síntomas respiratorios, y este período 

de tiempo puede ser superior en pacientes inmunodeprimidos [39].  

Resfriado común  

Los RV/EV son la principal causa a nivel mundial del denominado resfriado común [40]. 

Se estima que el período de incubación es de unos dos días [41], con una duración de 

los síntomas entre 7-10 días [42]. Esta entidad se caracteriza por clínica de congestión 

nasal y rinorrea, tos y estornudos, odinofagia y malestar general, entre otros síntomas, 

y suele resolverse de forma espontánea en una o dos semanas [43].  

A pesar de tratarse de una entidad benigna, el resfriado común se asocia con impor-

tantes costes en cuanto a visitas médicas, absentismo laboral y uso inadecuado de 

antibióticos [44].  
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Otitis media aguda 

La otitis media aguda (OMA) suele estar causada por bacterias o por co-infecciones de 

bacterias con virus, pero también se ha descrito la mono-infección viral como etiología 

de esta entidad [45]. En un estudio donde se analizaron 362 niños menores de 1 año 

con OMA, en el que se realizaron aspirados nasofaríngeos durante 9 meses con una 

periodicidad mensual, se detectó que los RV/EV y el VRS se asociaban específicamente 

con esta entidad (p<0.001) [46]. 

Bronquiolitis  

La bronquiolits es la principal causa de hospitalización en la infancia. Se define como el 

primer episodio de dificultad respiratoria en menores de dos años. Después del VRS, 

los RV/EV son la segunda causa de esta entidad, suponiendo un 25% de los casos [47].  

Hasta la fecha, existe controversia en la literatura acerca de que uno de estos dos virus 

sea causante de bronquiolitis más severas [48]. En algunos estudios se ha descrito una 

hospitalización más corta en aquellos pacientes con bronquiolitis por RV/EV [49]; sin 

embargo, otros estudios señalan que parece no haber diferencias significativas en 

cuanto a la prevalencia de RV/EV y VRS entre pacientes hospitalizados en unidades de 

hospitalización pediátricas o unidades de cuidados intensivos pediátricos (UCIP) [50].  

Es importante destacar que los RV/EV sí parecen estar más implicados como causantes 

de bronquiolitis en aquellos pacientes con predisposición atópica [51], y han demos-

trado en múltiples estudios ser un factor de riesgo para el desarrollo de sibilancias re-

currentes en la infancia [52-54] 

Neumonía  

En un gran estudio que evaluó la incidencia y distribución de patógenos causantes de 

neumonía adquirida en la comunidad en niños hospitalizados, se identificaron los virus 

(uno o más), las bacterias o las co-infecciones virales y bacterianas como etiología de 

esta entidad en un 66%, 8% y 7% de los casos, respectivamente [55]. Los patógenos 

más comúnmente detectados fueron el VRS (28%) y los RV/EV (27%); todos los demás 

virus o bacterias detectados estaban por debajo del 10%. Los RV/EV fueron encontra-

dos principalmente entre niños de 5 a 17 años. 
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En otro estudio europeo donde se evaluaron las etiologías de neumonía adquirida en 

la comunidad en pacientes menores de 14 años, se reportó una prevalencia de RV/EV 

del 29% de los casos examinados [56]. 

Asma 

Las infecciones virales son la principal causa de exacerbaciones asmáticas en la infancia 

[57], y se estima que aproximadamente dos tercios de estas infecciones son secunda-

rias a RV/EV [58]. Las exacerbaciones asmáticas son estacionarias, con dos picos de 

incidencia en los climas templados, uno al inicio del otoño y otro al inicio de la prima-

vera [59]; este patrón coincide con la distribución estacional de los RV/EV [33-34], su-

giriendo una estrecha relación causal.  

En este punto es importante comentar el papel que pueden tener los virus en el desa-

rrollo ulterior de asma. Actualmente sabemos que las infecciones virales son las prin-

cipales causantes de los episodios de sibilancias en la población pediátrica, y que la 

ocurrencia de estos episodios se relaciona con el riesgo de presentar asma en la edad 

adulta [60]. En este sentido, estudios longitudinales han demostrado que los pacientes 

ingresados con bronquiolitis tienen entre 2 y 3 veces mayor riesgo de desarrollar asma, 

y este riesgo se ve aún más incrementado en los pacientes con antecedentes persona-

les o familiares de atopia (dermatitis atópica, sensibilización IgE mediada frente a ali-

mentos o aeroalérgenos, o eosinofília) y en bronquiolitis causadas por RV/EV [52-54]. 

Por ejemplo, en un estudio caso-control realizado en Finlandia demostró que los pa-

cientes hospitalizados por bronquiolitis RV/EV presentaban un riesgo incrementado de 

presentar asma en el futuro, y este riesgo se mantenía a 10 años vista [61]. 

Otras infecciones 

Existe evidencia en la literatura de que los RV/EV pueden estar implicados en otros 

cuadros infecciosos no respiratorios. Por ejemplo, en un estudio de pacientes pediátri-

cos hospitalizados por gastroenteritis se identificó RV/EV en un 10% de las muestras de 

heces [62]. En 2015 se describió el caso fatal de un lactante de 19 meses que ingresó 

en una UCIP por un síndrome de distrés respiratorio agudo severo y que falleció por 

este motivo, en el que se identificó el RV-C en sangre, pulmones, heces y líquido cefa-
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lorraquídeo como agente causal en la autopsia, evidenciando la capacidad que tienen 

algunos subtipos de RV/EV para diseminarse más allá del aparato respiratorio [63]. Es 

interesante señalar también en este punto la implicación que pueden tener estos mi-

croorganismos en cuadros neurológicos; por ejemplo, la infección por EV-D68 se ha 

relacionado con casos de mielitis fláccida [64] o de meningoencefalitis con disautono-

mía severa y exitus [65]. Otro ejemplo sería el brote de rombencefalitis causado por el 

EV-A71 en el año 2016 [66].  

Otro escenario clínico donde los RV/EV pueden estar implicados es en la fiebre sin fo-

co. El manejo del lactante menor de tres meses con síndrome febril sin foco ha sido 

históricamente debatido en Pediatría, en tanto que la posibilidad de que estos cuadros 

sean causados por infecciones bacterianas es alta, lo que requiere una rápida evalua-

ción clínica, recogida de cultivos de muestras estériles e inicio de antibioterapia empí-

rica.  

Sin embargo, detrás de estos cuadros clínicos también pueden estar las infecciones 

víricas. En un estudio publicado en 2018 [67] donde se evaluaron pacientes menores 

de 3 meses con síndrome febril sin foco se detectó una infección viral en el 55% de los 

casos, y de ellos los RV/EV fueron los agentes más frecuentemente detectados (69%). 

Los pacientes infectados por un virus tuvieron menor probabilidad de estar infectados 

por una bacteria; sin embargo, aquellos lactantes con infección por RV/EV presentaron 

también una infección bacteriana de forma mucho más frecuente que los pacientes 

con otras infecciones víricas (7.5 vs 3.5% respectivamente, RR =2.12 (1.43-3.15)). Den-

tro del subgrupo de pacientes menores de 1 mes, se evidenció que la detección de 

RV/EV no disminuía la incidencia de infección urinaria, bacteriemia o meningitis. Por 

todo ello, la detección de RV/EV en lactantes febriles no debe disuadir de la utilización 

de antibioterapia en estos cuadros clínicos. 
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1.1.5 Métodos diagnósticos 

Recogida de muestras  

En caso de ITRS el frotis o aspirado nasofaríngeo ha demostrado ser más sensible que 

el frotis nasal u orofaríngeo por separado [68]. En caso de ITRI, las muestras pueden 

ser obtenidas mediante aspiración traqueal o bronquial, lavado broncoalveolar, o más 

raramente por biopsia pulmonar. Sin embargo, la disponibilidad de estas técnicas inva-

sivas en la práctica clínica diaria es limitada, y la mayoría de los estudios microbiológi-

cos para infecciones respiratorias en edad pediátrica se realizan a partir de muestras 

obtenidas del tracto respiratorio superior mediante aspirado o frotis nasofaríngeo. De 

hecho, se ha demostrado que en niños inmunocompetentes existe una elevada corre-

lación en cuanto a detección viral comparando muestras obtenidas mediante aspirado 

nasofaríngeo o lavado broncoalveolar [69].   

Una vez obtenidas las muestras deben ser enviadas rápidamente al laboratorio para su 

posterior análisis. Si el envío se va a demorar unos días deben transportarse congela-

das o en un medio de transporte viral a 4ºC.  

Métodos moleculares  

Los cultivos virales tienen una baja sensibilidad y no ofrecen resultados hasta unos 14 

días después de su recogida, por lo que no suelen ser útiles en la práctica clínica diaria.  

En cambio, el desarrollo de las técnicas moleculares ha supuesto una revolución en el 

diagnóstico etiológico de las infecciones respiratorias. Las técnicas basadas en la reac-

ción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) permiten 

detectar y cuantificar a un amplio rango de microrganismos. Actualmente, los paneles 

de PCR múltiple en tiempo real permiten detectar múltiples microorganismos en una 

sola reacción de PCR reduciendo el volumen de muestra inicial, así como el uso de 

reactivos, el tiempo de preparación y el coste, y aumentando el rendimiento de la téc-

nica [70-71].  

Sin embargo, la mayoría de estos paneles son incapaces de diferenciar las especies de 

RV/EV, en tanto que la diana de replicación de estas técnicas es la región no codifica-

ble 5', altamente conservada en estos microorganismos como se ha comentado con 
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anterioridad. Por ello, son necesarios estudios moleculares específicos para lograr di-

cha discriminación a nivel de especies [72].  

1.1.6 Tratamiento  

Antivirales  

Hasta la fecha, ningún tratamiento antiviral específico para la infección por RV/EV ha 

sido aprobado, por lo que el manejo de los cuadros clínicos producidos por estos mi-

croorganismos se basa en un tratamiento de soporte. 

Diversos factores explican la dificultad para el desarrollo de fármacos activos contra 

estos virus [73]. Por un lado, el elevado número de serotipos, su diversidad genética, y 

la elevada incidencia de mutaciones espontáneas en el RNA de estos microorganismos 

supone un obstáculo mayor. Por otra parte, para que estos tratamientos fueran efecti-

vos sería necesario iniciarlos en una fase inicial de la infección, y este aspecto puede 

resultar complicado en tanto que el diagnóstico en dichas fases puede ser complejo. 

En este contexto es fácil entender que el desarrollo de estos fármacos supone un ele-

vado coste económico; este hecho, junto con la benignidad de la mayoría de los cua-

dros clínicos producidos por estos microorganismos, ha limitado el interés de la indus-

tria farmacéutica en encontrar un tratamiento para el resfriado común. Este fracaso 

supone una ironía para la ciencia, tal y como resumieron White y Fenner: "En esta era 

de trasplante de órganos, ingeniería genética, y otras demostraciones dramáticas de 

las maravillas de la ciencia médica, la gente puede percibir cierta ironía en la incapaci-

dad de la medicina moderna para conseguir el más mínimo impacto sobre la más trivial 

de todas las dolencias humanas, el resfriado común" [74].  

Sin embargo, existen algunos antivirales que han demostrado actividad inhibitoria 

frente a RV/EV, que comentaremos a continuación.  

Los inhibidores de la formación de la cápside son uno de los principales grupos de an-

tivíricos frente a RV/EV. Estos fármacos se unen a la proteína VP1 previniendo los 

cambios conformacionales de la cápside que son necesarios para la unión del virus a la 

célula huésped. Dentro de este grupo, el primer fármaco que se desarrolló fue Piroda-

vir, demostrando en un modelo animal que era capaz de prevenir la infección por 
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RV/EV administrado vía intranasal. Sin embargo, tan solo demostró actividad frente a 

la infección si se administraba 10 minutos después del contagio, sin observarse ningún 

efecto si se administraba 24 horas después de éste [75]. Otro fármaco perteneciente a 

esta familia es Pleconaril, que fue el primer antiviral contra RV/EV estudiado en ensa-

yos clínicos con humanos. En dos estudios paralelos prospectivos, doble ciego, contro-

lado por placebo [76], la administración vía oral de este medicamento 24 horas des-

pués del inicio de los síntomas de la enfermedad demostró reducir la duración de estos 

síntomas (1 día menos, p<0.001) en comparación con el grupo placebo. Sin embargo, 

estos beneficios clínicos presentaron una elevada correlación con la susceptibilidad del 

virus a la medicación [77], no observándose en aquellos con sensibilidad reducida o 

resistentes a Pleconaril. Finalmente, otro inhibidor de la formación de la cápside es 

Vapendavir, que se estudió en un ensayo clínico fase IIb para determinar su efectividad 

en la prevención de las ITRS en 455 participantes adultos con asma moderada-severa, 

no siendo capaz de cumplir su objetivo principal que era la reducción de los síntomas 

[78].  

Otro grupo de fármacos antivirales frente a RV/EV son los inhibidores de la proteasa. 

Estas moléculas actúan previniendo la escisión de las proteínas virales en el ciclo de 

replicación viral. Uno de estos medicamentos es Rupintrivir, que actúa inhibiendo la 

proteasa 3C, y ha demostrado actividad antivírica in vitro contra diferentes serotipos 

de RV/EV [79], incluidos serotipos de la especie RV-C [80]. Sin embargo, no existen 

hasta la fecha ensayos clínicos para testar la efectividad in vivo de estos tratamientos.  

Otra estrategia que se ha investigado para prevenir la infección por RV/EV es impedir 

que estos virus se unan a sus receptores celulares (LDL-R, ICAM-1, o CDHR3). Hasta la 

fecha, sólo se han testado anticuerpos monoclonales contra ICAM-1, como por ejem-

plo el fármaco Tremacamra, que demostró ser efectivo mejorando los síntomas de la 

infección por RV/EV administrado antes y después de la infección [81]. Sin embargo, 

este fármaco presenta una desventaja importante en tanto que precisa de una dosifi-

cación frecuente (6 dosis diarias, cada 3 horas vía intranasal). Recientemente, se ha 

desarrollado un anticuerpo anti ICAM-1 de origen murino (14C11) [82], que adminis-

trado de forma tópica o sistémica en modelos animales ha demostrado reducir la carga 

viral y las citoquinas proinflamatorias [82]. 
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Además de los fármacos antivirales específicos para RV/EV, se han intentado utilizar 

otros tratamientos para el manejo de esta infección. Por ejemplo, los corticoides, que 

administrados vía intranasal no han demostrado ningún efecto [83]; sin embargo, 

cuando se administran sistémicamente en pacientes pediátricos de 3-35 meses de 

edad hospitalizados por una bronquiolitis por RV/EV parecen reducir la recurrencia de 

episodios causados por estos microorganismos a un año vista [84]. Otros fármacos 

estudiados en la literatura son la azitromicina [85], la vitamina D [86], o el interferón 

beta inhalado [87], siendo la efectividad de todos ellos discutida.  

Vacunas  

Durante décadas, el desarrollo de vacunas contra la infección por RV/EV se ha conside-

rado irrealizable. Teóricamente, una respuesta humoral neutralizante eficiente y alta-

mente específica contra la infección por RV/EV debería conferir protección. Sin embar-

go, debido al elevado número de cepas virales recientemente reconocidas, se puede 

provocar poca reactividad cruzada mediante anticuerpos neutralizantes [88]. 

En los últimos años se han intentado implementar dos estrategias principales para in-

tentar superar la dificultad de la diversidad antigénica de los RV/EV. La primera estra-

tegia consiste en el desarrollo de una vacuna multivalente que comprende múltiples 

serotipos de RV/EV. En este sentido, una vacuna de virus completo decavalente inacti-

vado con formalina mostró un aumento en los niveles de anticuerpos neutralizantes, 

activos contra hasta el 40% de los serotipos conocidos [88]. Recientemente, una vacu-

na polivante con 50 serotipos incluidos demostró ser inmunogénica contra aproxima-

damente un tercio de los RV/EV circulantes en los macacos rhesus, lo que induce una 

respuesta neutralizante amplia [89]. Cabe señalar que una limitación del estudio reali-

zado por Lee et al. es que los autores no incluyeron en el diseño de la vacuna antíge-

nos de la especie RV-C, que representa un problema crucial para la población pediátri-

ca.  

Una segunda estrategia para inducir inmunidad protectora contra diferentes serotipos 

de RV/EV es desarrollar vacunas de subunidades, que consisten en regiones pequeñas 

pero conservadas de la estructura molecular de los RV/EV, y éstas se unen con un ad-

yuvante capaz de potenciar la respuesta de las células T. El objetivo de este proceso es 
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aumentar el espectro serológico de cobertura mientras se limita el número de antíge-

nos necesarios. La proteína VP1 y las regiones de la cápside VP4 y VP2 son las estructu-

ras de la cápside viral más conservadas y representan un objetivo prometedor para el 

desarrollo de vacunas [88-89].  

Finalmente, añadir que la respuesta futura para el desarrollo exitoso de una vacuna 

contra los RV/EV puede residir en la tecnología del ácido ribonucleico mensajero 

(ARNm). Las vacunas basadas en dicha tecnología han demostrado ser seguras y efica-

ces, tal y como nos ha enseñado la pandemia por SARS-CoV2. Sin embargo, no existen 

hasta la fecha ensayos clínicos para el desarrollo de una vacuna anti RV/EV basada en 

esta plataforma [90].  

El desarrollo de estrategias preventivas frente a la infección por RV/EV se antoja aún 

más necesaria si cabe en el futuro inmediato. Es probable que en los próximos años se 

comercialicen los anticuerpos monoclonales contra el VRS para niños a término [91]. 

En los ensayos clínicos se ha observado una elevada eficacia de estos anticuerpos fren-

te a VRS; sin embargo, es posible que la tasa de hospitalización por infección respirato-

ria se mantenga estable tanto en el grupo de vacunados con estos anticuerpos como 

en el de no vacunados, a expensas de un incremento de otras etiologías virales (princi-

palmente RV/EV) [91]. Por tanto, es posible que cuando estas estrategias de mitigación 

frente al VRS empiecen a ser efectivas, los RV/EV constituyan la principal causa de in-

fección respiratoria y hospitalización, lo que enfatiza la importancia de la investigación 

de nuevas estrategias terapéuticas frente a estos virus.  
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1.2 Factores modificadores de la gravedad de la infección por RV/EV 

Como hemos visto con anterioridad, los cuadros clínicos producidos por los RV/EV son 

múltiples y heterogéneos, pudiendo causar desde infecciones asintomáticas hasta in-

fecciones graves con compromiso vital. No se conoce con exactitud por qué algunos 

individuos desarrollan cuadros más leves cuando se infectan por estos microorganis-

mos, y otros en cambio cursan con infecciones severas.  

En la presente sección se discuten los principales factores descritos en la literatura 

como posibles modificadores de la gravedad de la infección por RV/EV, divididos en 4 

grupos: factores dependientes del virus, del huésped, del ambiente, y de la relación de 

estos virus con los microorganismos del nicho ecológico, en donde introduciremos el 

concepto de microbiota.  

1.2.1 Factores dependientes del virus  

Actualmente sabemos que dentro del género Enterovirus se incluyen siete especies 

que afectan al ser humano, tres especies de RV (RV-A, RV-B y RV-C) y cuatro de EV (EV-

A, EV-B, EV-C y EV-D). Existen múltiples estudios en la literatura que han intentado 

demostrar que la especie de RV puede determinar la severidad de la infección. Las 

especies de RV-A y RV-C son más prevalentes y parecen estar relacionadas con cuadros 

clínicos más severos; en cambio, los RV-B se detectan con mayor frecuencia en pacien-

tes asintomáticos [92-94]. Sin embargo, existen otros estudios con resultados opues-

tos, en los que se reporta que los RV-C se relacionaron con infecciones más leves [95], 

incluso otros no demostraron ninguna correlación de esta especie con gravedad o po-

sibilidad de hospitalización [96]; otro estudio señaló que no existieron diferencias en 

cuanto a severidad o características clínicas entre las diferentes especies de RV [97], en 

contraste con otro trabajo que encontró que los RV-B se relacionaron con hospitaliza-

ciones más prolongadas [98]. Por lo tanto, hasta la fecha la especie de RV como de-

terminante de severidad es objeto de controversia. En cambio, sí que parece existir 

consenso en la literatura en la imposibilidad de diferenciar las diferentes especies de 

RV en función de la sintomatología producida [99].  
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Respecto a las especies de EV, se ha descrito en la literatura que algunas especies de 

EV-D (especialmente EV-D68) circulan mundialmente en forma de brotes, como por 

ejemplo el brote detectado en Estados Unidos en el otoño de 2014 [100], que afectó 

predominantemente a la población pediátrica, causando infecciones respiratorias de 

diversa gravedad, especialmente en pacientes con antecedentes de sibilancias recu-

rrentes o asma; o el brote de rombencefalitis causado por EV-A71 en Cataluña en el 

año 2016 [66]. Los EV-A y EV-C también presentan un elevado tropismo respiratorio 

[101-102], pero no se han descrito hasta la fecha que infecciones por una determinada 

especie puedan ser más graves que otras.  

Hablaremos ahora del papel que la carga viral puede tener a la hora de modular la gra-

vedad de la infección por RV/EV. Se ha observado que los pacientes con infecciones 

sintomáticas por RV/EV presentan una carga viral más elevada en comparación con los 

pacientes asintomáticos [103-104]. Sin embargo, múltiples estudios han intentado de-

terminar unos valores de corte de carga viral que puedan predecir mayor gravedad, 

con resultados dispares. Mientras algunos de estos estudios encontraron una asocia-

ción entre elevadas cargas virales y severidad de la enfermedad, mayor riesgo de ITRI e 

insuficiencia respiratoria aguda en niños [105], otros estudios no han podido confirmar 

estos hallazgos [106]; por tanto, la carga viral parece insuficiente como valor aislado 

para determinar la gravedad de la infección.  

1.2.2 Factores dependientes del huésped  

Edad  

La población pediátrica constituye el principal reservorio de los RV/EV, por lo que su 

papel en la transmisión de esta infección en la comunidad es clave [107]. Para ilustrar 

este punto, diversos estudios han demostrado que, en países del hemisferio norte, el 

regreso al colegio tras el período vacacional estival se relaciona con un pico de inci-

dencia de la infección por estos virus, con un incremento de las visitas en los servicios 

de urgencias y un mayor número de exacerbaciones asmáticas [108-109]. 

Además de ser el grupo etario donde las infecciones por estos microorganismos son 

más frecuentes, los niños tienen un riesgo incrementado de que éstas sean sintomáti-
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cas cuánto más pequeños sean. Esto ha sido ejemplificado por diferentes autores en la 

literatura. Un estudio caso-control realizado en África mostró que la infección por 

RV/EV se asociaba con mayor frecuencia a neumonía en niños entre los 13 y 59 meses 

de edad [110]. Otro estudio centrado en niños hospitalizados observó que el 71.4% de 

las infecciones por RV/EV se dieron en niños menores de 3 años [111].  

Las especies de RV-C parecen estar implicadas en infecciones detectadas a una edad 

más temprana, particularmente en niños menores de dos años [112]. En cambio, las 

especies de RV-A se observan con mayor frecuencia en poblaciones adultas [113]. Las 

especies de RV-C parecen ser más inmunogénicas, lo que apoya la hipótesis de que con 

la edad se desarrolla inmunidad protectora contra éstas, permitiendo la mayor fre-

cuencia de infecciones por RV-A en poblaciones más mayores [114]. Esta mayor sus-

ceptibilidad a RV-C podría deberse a una inmadurez del sistema inmunológico de los 

niños pequeños, por lo que el RV-A se vuelve más común con la edad debido a su ma-

yor prevalencia general.  

La población anciana, por su parte, también constituye un grupo en el que las infeccio-

nes por RV/EV son frecuentes [115], y con mayor riesgo de complicaciones. La neumo-

nía causada por RV/EV en esta población ha demostrado una morbilidad y mortalidad 

mayor que la neumonía por virus Influenza, especialmente en aquellos ancianos afec-

tos de enfermedad pulmonar crónica [116].  

Comorbilidades  

1. Asma: La relación entre la infección por RV/EV y el asma ha sido objeto de discusión 

en la literatura médica [117-118]. Como se ha comentado con anterioridad, la infec-

ción por estos virus es un predictor para el desarrollo de sibilancias recurrentes [119], 

muy frecuentes entre los niños menores de 5 años, y representan un riesgo a medio 

plazo para el desarrollo del asma [120], incluso en poblaciones pediátricas sin factores 

predisponentes [121]. Además, se ha descrito la infección por estos microorganismos 

como factor desencadenante de las exacerbaciones asmáticas, tanto en adultos como 

en niños [122].  
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Otro aspecto que también se ha estudiado es si, en función de la especie de RV/EV, el 

papel que puedan tener sobre el desarrollo o las descompensaciones del asma sea 

diferente [123]. Las especies de RV-C se han asociado, especialmente en niños meno-

res de 5 años, a mayor posibilidad de desarrollo de asma y a mayor severidad de ésta 

[124]. En cambio, otros estudios no han identificado que dicha especie pueda tener un 

papel diferencial en los resultados clínicos [125]. Respecto a las especies de RV-A, se 

han descrito como clínicamente más relevantes en pacientes asmáticos que no requie-

ren hospitalización, en cuanto a que se asocian con peor control de los síntomas del 

asma, entre ellos la tos prolongada [125]. Por tanto, no queda claro que sea la especie 

de RV/EV la que pueda justificar la mayor o menor gravedad de presentación de los 

cuadros asmáticos.  

 

2. Prematuridad: Los RV/EV pueden causar infecciones respiratorias severas en pacien-

tes prematuros, constituyendo la principal causa de hospitalización en esta población 

[126]. Existen estudios que han demostrado que prematuros extremos (nacidos con 

una edad gestacional inferior a las 32 semanas) hospitalizados por una infección por 

estos microorganismos presentan signos clínicos de obstrucción del tracto respiratorio 

inferior, lo que traduciría una hiperreactividad de la vía aérea como mecanismo fisio-

patológico que explicaría la susceptibilidad de estos pacientes a dichos virus [127]. Sin 

embargo, la prematuridad también se ha descrito como factor de riesgo para infeccio-

nes respiratorias severas por otros virus (VRS, metapneumovirus humano) [128-129].  

3. Cardiopatía congénita: Se han descrito manifestaciones de la infección por RV/EV en 

pacientes pediátricos con cardiopatías congénitas [130], tales como hipertensión pul-

monar severa, cianosis, u hospitalización prolongada. De hecho, un estudio realizado 

por Delgado-Corcoran et al. demostró que la infección por estos microorganismos 

complicaba el curso postoperatorio de los pacientes intervenidos de cirugía cardíaca 

[131], con un incremento de la necesidad de ventilación mecánica invasiva (VMI) y 

ventilación mecánica no invasiva (VNI), terapia con óxido nítrico y prolongación de la 

estancia en UCI, llegando a proponer considerar atrasar la cirugía en pacientes positi-

vos para estos virus si la situación clínica lo permite. Sin embargo, otros estudios han 

demostrado hallazgos similares cuando se ha analizado el papel de otros virus respira-
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torios en el postoperatorio de cirugía cardíaca, especialmente el VRS y el virus Influen-

za [132]. La cardiopatía congénita en sí misma se ha descrito como factor de riesgo 

independiente para una enfermedad más severa independientemente de la etiología 

de la infección respiratoria [133].  

4. Inmunosupresión: Los pacientes inmunocomprometidos constituyen también una 

población de riesgo para sufrir una infección por RV/EV [134], dado que esta población 

puede desarrollar infecciones virales crónicas y re-infecciones dada su incapacidad 

para eliminar a estos microorganismos. Este hecho se ha relacionado con la aparición 

de nuevos serotipos de RV/EV [135].  

1.2.3 Factores dependientes del ambiente  

Cabe pensar que la transmisibilidad y la gravedad de la infección por RV/EV puede ver-

se modificada también en función de variaciones climatológicas, tales como la hume-

dad o la temperatura. Existen estudios que demuestran una mayor circulación de los 

RV/EV en las estaciones lluviosas de países tropicales [136-137]. Sin embargo, otros 

trabajos contradicen estos hallazgos, observando una mayor circulación de estos mi-

croorganismos en las estaciones secas [138-139]. En cambio, estudios realizados en 

países mediterráneos no han observado ninguna asociación entre variaciones meteo-

rológicas e infecciones por RV/EV [140]; dichas asociaciones sí se han descrito en el 

mismo ámbito geográfico con el VRS [141] y el virus Influenza [142].  

Tal y como decíamos, los RV/EV son virus con una circulación global, con varios subti-

pos detectados al mismo tiempo en diferentes continentes al mismo tiempo [143]. Es 

interesante señalar que incluso esta circulación global se ha mantenido en situaciones 

que no fueron favorables para la transmisión de otros virus, como es el caso de la pan-

demia por la COVID19. Todas las medidas no farmacológicas instauradas por los dife-

rentes gobiernos para intentar frenar la transmisión del SARS-CoV2 resultaron en una 

reducción drástica de las infecciones respiratorias por VRS, adenovirus, o virus Influen-

za. Por el contrario, los RV/EV mantuvieron su estacionalidad habitual, en co-

circulación con el SARS-CoV2, a pesar de las medidas que comentábamos [144]. De 

hecho, en un estudio realizado en nuestro centro durante el primer pico epidémico del 

SARS-CoV2 (marzo-abril 2020) se observó que los RV/EV constituyeron la principal cau-



 
 

34 

sa de ITRI que precisó ingreso hospitalario [145], a pesar de que en aquel momento las 

escuelas estaban cerradas en nuestro país. Se han propuesto diferentes explicaciones 

para justificar este comportamiento de los RV/EV durante la pandemia, como por 

ejemplo su tropismo por las vías respiratorias superiores en comparación con otros 

virus (VRS, virus Influenza), su período infectivo prolongado y su menor sensibilidad a 

las soluciones hidroalcohólicas [146]. 

Otro factor a tener en cuenta en este punto es el de la contaminación ambiental. La 

exposición a contaminantes aéreos (tales como el dióxido sulfúrico, ozono, dióxido de 

nitrógeno u óxido nítrico) se ha asociado a exacerbaciones respiratorias en pacientes 

asmáticos, tanto en adultos como en niños [147]. Los cambios en las concentraciones 

de estas partículas en el ambiente podrían estar relacionados con el número de ingre-

sos hospitalarios por infecciones respiratorias [148-149]. Sin embargo, existe informa-

ción escasa acerca del papel que pueden tener estos contaminantes en el escenario 

específico de la infección por RV/EV.  

1.2.4 Factores dependientes de la interacción de los RV/EV con otros microorganis-

mos: rol de la microbiota 

En la actualidad, la comunidad científica está otorgando un mayor reconocimiento a 

los microorganismos que colonizan el cuerpo humano, en tanto que podrían constituir 

un factor importante para determinar la gravedad de las infecciones respiratorias vira-

les [150]. La microbiota humana está compuesta por una intrincada red de bacterias, 

virus, hongos, bacteriófagos, arqueas y eucariotas menores que colonizan las mucosas 

de diferentes regiones del cuerpo humano, y desempea roles esenciales en las funcio-

nes de éste, incluida la digestión de los alimentos, la nutrición, la regulación del meta-

bolismo y de la defensa inmunitaria contra las infecciones, entre otras [151]. 

Empezando con la microbiota viral, comentar que la mayoría de estudios sobre esta 

microbiota se basan en técnicas moleculares mediante PCR múltiple en muestras de 

vías respiratorias superiores [152]. Es importante destacar que las co-infecciones vira-

les de RV/EV con otros virus respiratorios (VRS, adenovirus, coranavirus, parainfluenza) 

son frecuentes [152]. Sin embargo, la relación entre co-infección viral y gravedad de la 

enfermedad es objeto de controversia en la literatura. Algunos estudios reportan que 
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la co-infección viral está asociada a un riesgo incrementado de ingreso prolongado en 

UCIP y a necesidad prolongada de VM [153], mientras que otros no muestran diferen-

cias clínicamente significativas en cuanto a gravedad entre las mono-infecciones vs co-

infecciones [154]. No obstante, la mayor parte de la literatura publicada no se centra 

en infecciones víricas concretas a la hora de analizar el papel de la co-infección viral 

como factor de gravedad, y éste podría ser diferente en función de la etiología vírica 

[155]. En este sentido, la co-infección viral de RV/EV más estudiada en la literatura es 

con el VRS, dado que son las dos principales etiologías de infecciones respiratorias en 

la infancia, como ya se comentado [3]. Los RV/EV son uno de los virus más frecuente-

mente detectados en muestras respiratorias donde se aísla el VRS [156]. La co-

infección de estos microorganismos parece incrementar la sensibilización alérgica res-

pecto a la mono-infección, resultando en mayor riesgo de sibilancias recurrentes y 

asma [156-157].  

Sin embargo, la co-infección de RV/EV con otros virus respiratorios puede también 

tener un papel protector. Este concepto se conoce como interferencia viral. Por ejem-

plo, en el caso del virus Influenza, la co-infección con RV/EV es menos frecuente de lo 

esperado [91], en contraste con lo reportado por algunos estudios basados en mode-

los matemáticos, donde la co-infección RV/EV-virus Influenza estaría asociada a una 

mayor gravedad de la enfermedad [158]. Otro ejemplo sería la co-infección con el virus 

SARS-CoV2; en este escenario, un estudio demostró mediante un modelo matemático 

que la infección por RV/EV produciría una resistencia temporal a la infección por este 

microorganismo mediante la estimulación de la inmunidad innata en el tracto respira-

torio superior [159].  

Continuaremos con la microbiota bacteriana, puesto que resultan las comunidades 

microbianas más estudiadas, en tanto que se ha sugerido que en nuestro organismo 

existe un número de células bacterianas parecido o incluso mayor al de células huma-

nas [160], presentando una elevada diversidad genética, por lo que se han llegado a 

considerar el segundo genoma humano [161].  

Inicialmente, el estudio del microbioma bacteriano humano se centró en la investiga-

ción de las bacterias que habitan la mucosa intestinal [162]. Sin embargo, en los últi-
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mos años estos estudios se han generalizado a otras regiones del cuerpo humano, des-

cribiéndose comunidades bacterianas específicas en la piel [163], vagina [164] y tracto 

respiratorio [165], entre otras.  

Dentro del aparato respiratorio, la región más estudiada es la nasofaringe, tanto por su 

accesibilidad como por su posición estratégica entre el tracto respiratorio superior e 

inferior, constituyendo la puerta de entrada de bacterias patógenas y el hábitat de 

patobiontes, que son bacterias que tienen un comportamiento dual, capaces de pro-

ducir colonización asintomática pero también capaces de invadir torrente sanguíneo y 

producir enfermedad potencialmente grave [166], como Streptococcus pneumoniae, 

Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis,. 

Desde el nacimiento, la composición de la microbiota respiratoria sufre cambios conti-

nuos hasta alcanzar una estructura estabilizada aproximadamente hacia los dos años 

de vida [167-168]. Existen múltiples factores que se han relacionado con el desarrollo 

de una microbiota protectora o de riesgo frente a infecciones respiratorias en el tracto 

respiratorio superior en edades tempranas de la vida [169], tales como la alimentación 

mediante lactancia materna [170], el parto vaginal [171], la asistencia a guarderías 

[172], las estrategias de vacunación [173], o la exposición a antibióticos [174]. Algunos 

estudios han descrito perfiles de microbiota relacionados con salud respiratoria, carac-

terizados por predominio de especies de los géneros Corynebacterium, Dolosigranu-

lum y Moraxella, que ejercerían un efecto protector frente a la colonización por espe-

cies con potencial patogénico, como S.pneumoniae o H.influenzae [167]. En este senti-

do, se ha demostrado que pacientes pediátricos con microbiotas nasofaríngeas con 

abundancia de géneros como Haemophilus, Streptococcus y Moraxella tienen mayor 

riesgo de otitis media aguda [175].En cambio, microbiotas nasofaríngeas con mayor 

abundancia de géneros como Dolosigranulum, Corynebacterium, Propionibacterium o 

Lactococcus se han relacionado con menor riesgo de esta infección [176].Sin embargo, 

otros estudios han demostrado hallazgos contradictorios, relacionado la colonización 

temprana de la nasofaringe por Moraxella a un aumento de las infecciones respirato-

rias en el primer año de vida [177], o la asociación de Dolosigranulum pigrum con la 

coinfección por el virus de la gripe en adultos [178]. Es necesario por tanto profundizar 

en estudios futuros en el conocimiento de las complejas relaciones de las bacterias 
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que conforman la microbiota nasofaríngea entre ellas, con el patógeno y con el hués-

ped, en el desarrollo de las infecciones respiratorias. En este sentido un estudio reali-

zado por nuestro grupo analizó la microbiota nasofaríngea bacteriana a nivel de espe-

cie, observando que perfiles de microbiota ricos en Moraxella linconii se asociaban con 

salud respiratoria [179]. 

Centrémonos ahora en el escenario específico del papel que la microbiota nasofarín-

gea bacteriana puede tener en el desarrollo de infecciones respiratorias de causa viral. 

Se ha postulado que estas comunidades bacterianas podrían prevenir al huésped de la 

infección viral a través de un efecto barrera, manteniendo una respuesta inmune pro-

tectora o, por el contrario, predisponer a la infección al facilitar la invasión viral [179]. 

Así mismo, la infección viral podría facilitar la colonización y el crecimiento excesivo de 

bacterias patógenas en el tracto respiratorio, mediante la modulación de las respues-

tas inmunitarias y la susceptibilidad a la invasión bacteriana [180]. Se trata, por tanto, 

de una relación bidireccional.  

Empezando por los estudios de microbiota nasofaríngea bacteriana clásicos, centrados 

en analizar las co-infecciones bacterianas con RV/EV mediante técnicas de cultivos, se 

ha demostrado que la infección por RV/EV se asocia a un incremento de la detección 

de bacterias con potencial patogénico en el tracto respiratorio (Streptococcus pneu-

moniae, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis), lo que comporta mayor ries-

go de infección del tracto respiratorio inferior (ITRI) severa [181]. La respuesta del 

huésped a la infección por RV/EV podría promover la proliferación bacteriana, resul-

tando en infecciones más severas, independientemente de la especie de RV/EV, así 

como en estancias hospitalarias más prolongadas [182]. En pacientes adultos se ha 

descrito una mayor severidad de la infección por RV/EV en co-infección con bacterias 

[183], así como exacerbaciones en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica [184-186].  

También se ha demostrado el papel que la microbiota nasofaríngea puede tener en el 

desarrollo de infecciones respiratorias del tracto inferior, facilitando o bien impidiendo 

la replicación y extensión de virus y bacterias potencialmente patógenas, y viceversa. 

En este sentido, se ha descrito que la infección por RV/EV en pacientes adultos con 
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diagnóstico de enfermedad pulmonar obstructiva crónica altera la microbiota nasofa-

ríngea y podría precipitar infecciones bacterianas [187]. Sin embargo, existe poca evi-

dencia que aclare si existen cambios en la microbiota nasofaríngea asociados con la 

gravedad de la infección por RV/EV en pacientes pediátricos. En cambio, sí que se han 

descrito cambios en la microbiota nasofaríngea de pacientes pediátricos diagnostica-

dos de bronquiolitis por VRS. Estos estudios describieron que la detección de 

H.influenzae y el género Streptococcus en nasofarínge en niños menores de dos años 

se asociaba a mayor gravedad de la infección respiratoria viral y a ingreso en UCI [188]. 

Los perfiles de microbiota enriquecidos en H.influenzae y Streptococcus se han asocia-

do con una respuesta inflamatoria exagerada y una infección por VRS clínicamente 

más grave [189]. También se han descrito cambios similares en niños con neumonía 

adquirida en la comunidad [190]. Como vemos, la microbiota nasofaríngea no parece 

estar relacionada solamente con la susceptibilidad del huésped a la infección, sino 

también con la modulación de la gravedad de ésta.  

Por todo lo comentado, es presumible que el análisis de la microbiota bacteriana naso-

faríngea podría constituir un factor clave a la hora de analizar la heterogénea presen-

tación clínica de la infección por RV/EV en población pediátrica.  
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1.3 Metodología para el estudio del microbioma humano  

1.3.1 Introducción  

Los avances tecnológicos han ido construyendo y moldeando nuestra perspectiva so-

bre los microorganismos a lo largo de los siglos. Los primeros estudios de microbiota 

respiratoria humana se basaban en técnicas de microscopía y cultivo tradicional, cen-

trándose en el aislamiento e identificación de bacterias del tracto respiratorio superior 

con papel patógeno [191-192]. Posteriormente, el desarrollo de técnicas moleculares 

permitió caracterizar las comunidades microbianas utilizando la información codificada 

en el genoma de los microorganismos [193]. La aparición de la PCR permitió inicial-

mente identificar la presencia o ausencia de un microorganismo en una muestra [193]; 

más adelante cuantificar su concentración mediante técnicas de PCR cuantitativa 

[194]; y en la actualidad detectar múltiples microorganismos en una sola reacción de 

PCR gracias a la técnica de PCR múltiple [195].  

En la actualidad, las técnicas de secuenciación masiva (NGS, del inglés Next Generation 

Sequencing), aparecidas en la década del 2000, han permitido caracterizar con gran 

precisión las comunidades microbianas humanas [196]. Existen básicamente dos técni-

cas pertenecientes a este grupo que describiremos brevemente a continuación: la se-

cuenciación de amplicones, y la metagenómica shotgun. 

La secuenciación de amplicones constituye en la actualidad el método más empleado 

para el análisis del microbioma humano. Consiste en extraer el ADN genómico direc-

tamente de la muestra clínica, amplificando una región genómica conservada en el 

genoma de los microorganismos (en el caso de los procariotas, el gen 16S rRNA del que 

hablaremos más tarde) y la posterior secuenciación de los amplicones generados. A su 

vez, estas regiones génicas conservadas poseen regiones hipervariables que permiten 

la identificación taxonómica, la elaboración de perfiles filogenéticos de las comunida-

des microbianas estudiadas, y la descripción de la funcionalidad de los microorganis-

mos estudiados comparando las secuencias con genomas de referencia [196]. Sin em-

bargo, esta técnica también presenta limitaciones, especialmente a la hora de distin-

guir especies filogenéticamente cercanas [197].  
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La metagenómica shotgun o clinical metagenomics, en cambio, secuencia todo el ADN 

genómico de toda clase de microorganismos presentes en una muestra [198]. Estos 

análisis permiten trazar el perfil taxonómico de la comunidad microbiana a estudio con 

resolución a nivel de especie. Sin embargo, es una técnica más compleja que la se-

cuenciación de amplicones, con dificultad para el análisis bioinformático de los datos 

extraídos, y con mayor coste económico [198].  

Este trabajo de tesis se centra en el estudio de las comunidades bacterianas que habi-

tan la nasofaringe humana desde el punto de vista de su composición taxonómica a 

partir de la secuenciación del gen 16S rRNA, por lo que nos centraremos en él a conti-

nuación.  

1.3.2 El gen ribosomal 16S rRNA 

 

El ARN ribosomal bacteriano constituye un marcador de la evolución de las bacterias 

[199], por lo que su análisis se utiliza para establecer relaciones filogenéticas entra las 

diferentes especies [200].  

Estas moléculas se encuentran, como su propio nombre indica, en los ribosomas de las 

células bacterianas, que son orgánulos citoplasmáticos encargados de la síntesis de 

proteínas. Los ribosomas bacterianos están formados por dos subunidades: la 30S y la 

50S. La subunidad 30S está conformada por 21 proteínas diferentes y la molécula de 

ARN ribosomal 16S. Este gen tiene una longitud de unos 1542 pares de bases, y alterna 

en su estructura regiones conservadas y nueve regiones hipervariables (V1-V9) [201]. 

Estas últimas presentan variaciones en las secuencias de nucleótidos que son reflejo 

de los diferentes cambios evolutivos de las bacterias. De esta forma, el diseño de ce-

badores de PCR dirigidos a zonas conservadas del gen 16SrRNA permite amplificar to-

do el gen de la mayoría de las bacterias presentes en una muestra, a la vez que los 

cambios en las regiones hipervariables permiten la identificación taxonómica, la com-

paración y el establecimiento de filogenias [202]. El par de cebadores S-D-Bact-0341-b-

S-17 y S-D-Bact-0785-a-A-21que amplifican la región V3-V4 del gen 16SrRNA de apro-

ximadamente 464 pb ha mostrado ser el que ofrece los mejores resultados a la hora de 
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detectar los diferentes espectros de filos bacterianos [203], dado que la especificidad 

de los cebadores no es universal [204].  

Como se ha comentado con anterioridad, el gen 16S rRNA constituye la diana de las 

técnicas de secuenciación masiva mediante secuenciación de amplicones. Se utilizan 

diferentes plataformas comerciales para llevar esto a cabo, siendo capaces de generar 

gran cantidad de secuencias por muestra, lo que permite describir la diversidad taxo-

nómica de la microbiota humana [205]. Algunas de estas plataformas, revolucionarias 

en su momento, han quedado ya obsoletas víctimas de los avances tecnológicos, como 

son GS20 (454 LifeSciences/Roche),Genome Analyzer (Solexa), o SOLiD (Applied Byo-

sistems) [205]. En la actualidad, las plataformas de secuenciación de miSeq/HiSeq 

(Illumina) constituyen la tecnología líder en el mercado, ya que generan más del 90% 

de los datos de secuenciación a nivel mundial [206]. Más recientemente, tecnologías 

de secuenciación de tercera generación como Oxford Nanopore Technologies (MinION-

Nanopore) se postulan como potentes herramientas de futuro [207]. La descripción 

detallada de la metodología utilizada por cada una de estas plataformas excede, sin 

embargo, los objetivos de la introducción de esta tesis.  

Una vez estas plataformas han generado los datos de secuenciación del gen 16SrRNA 

se deben procesar mediante análisis bioinformático. Existen una serie de pipelines 

(programa o secuencia de comandos) bioinformáticos que se utilizan para analizar los 

datos de secuenciación de amplicones. Algunos de los más utilizados son QIIME-

UCLUST [208], MOTHUR [209], USERACH-UPARSE [210], DADA2 [211], QIIME2-Deblur 

[212] o USEARCH-UNOISE3 [213]. En general estos softwares constan de una serie de 

pasos comunes que describiremos brevemente a continuación:  

1. Preprocesamiento de las secuencias: Etapa destinada a depurar las lecturas crudas 

para obtener secuencias de buena calidad [214]. En este punto es importante tener en 

cuenta la posibilidad de la contaminación de las muestras con ADN bacteriano exó-

geno. Este problema es especialmente importante en muestras de baja biomasa, como 

son las muestras respiratorias, en tanto que la contaminación puede dominar la señal 

biológica y generarse resultados sesgados que pueden confundir las conclusiones de 

un estudio [215]. Existen diferentes métodos para mitigar el impacto de la contamina-
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ción, entre ellos la introducción de controles negativos [216], eliminando en el análisis 

bioinformático aquellos taxones que sean más abundantes en los controles negativos, 

así como aquellos que previamente se han descrito como contaminantes (plataforma 

DecontaM) [217]. Por lo tanto, es importante reportar en los trabajos de microbiota 

los taxones hallados en controles negativos de cara a una interpretación crítica de los 

resultados.  

2. Obtención de la tabla de abundancia de taxones: Una vez tenemos las secuencias 

depuradas éstas se agrupan en unidades taxonómicas operativas (OTUs, del inglés 

Opertational Taxonomic Units). Las OTUs son grupos de secuencias con elevada simili-

tud [218], consiguiendo una resolución taxonómica prácticamente a nivel de especie 

bacteriana [218]. 

Recientemente se han desarrollado métodos que permiten mejorar la resolución taxo-

nómica, en tanto que provocan una reducción del ruido de secuenciación (algoritmos 

denoising) [219]. Estos métodos identifican las variantes de secuencia de amplicones 

verdaderas (ASVs, del inglés Amplicon Sequence Variants), que agrupan secuencias 

únicas e idénticas para los análisis de diversidad de los que hablaremos más adelante, 

con variaciones incluso a nivel de un solo nucleótido, a diferencia de las OTUs [220].  

A la hora de escoger entre OTUs vs ASVs existen una serie de ventajas e inconvenien-

tes asociados a cada tipo de análisis. Las ASVs, por un lado, parecen tener mayor reso-

lución taxonómica, ya que agrupan secuencias exactas que se corresponden con una 

única bacteria, mientras que las OTUs agrupan secuencias similares que podrían incluir 

diferentes grupos taxonómicos [218]. No sólo eso, sino que las ASVs también podrían 

mejorar la reproducibilidad y comparabilidad entre estudios que utilizan el mismo 

marcador [221]. Como inconveniente, las ASVs tienden a sobreestimar la diversidad 

[222].  

Independientemente del uso de uno u otro método, el último paso de esta etapa es 

generar una tabla de abundancia donde constan el número de secuencias detectadas 

de cada taxón (OTU/ASV) por muestra, para general así un perfil de microbiota para 

cada muestra.  
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3. Anotación taxonómica y base de datos: Las secuencias consenso se comparan en 

esta fase contra una base de datos de referencia y son anotadas en función de la se-

cuencia más cercana identificada en la base de referencia. La elección de la base de 

datos tiene un gran impacto en los resultados en función de la amplitud y diversidad 

de secuencias anotadas disponibles [223]. Algunas de las más utilizadas son Greenge-

nes [224], SILVA [225] y RDP [226]. 

Finalmente, hablaremos brevemente sobre los análisis de diversidad y abundancia 

diferencial. Estos análisis son importantes desde un punto de vista clínico, en tanto 

que cambios en la composición bacteriana del nicho respiratorio respecto al individuo 

sano se han asociado con el desarrollo, gravedad y pronóstico de diferentes enferme-

dades [227]. Existen tres tipos de análisis de diversidad: alfa, beta y gamma [228], 

aunque nos centraremos en las dos primeras dado que son actualmente los pilares 

para caracterizar la diversidad de la microbiota bacteriana intra e inter-muestras.  

 

1. Análisis de diversidad alfa: describen la estructura ecológica de una comunidad en 

función de su riqueza (número de grupos taxonómicos diferentes) y homogeneidad 

(distribución de dichos grupos) [228]. Para estimar esto existen diferentes índices: ín-

dice Chao1 [229], que mide la riqueza, y los índices de Shannon [230] y Simpson [231], 

que miden riqueza y homogeneidad.  

 

2. Análisis de diversidad beta: calculan las diferencias en la composición bacteriana 

entre muestras a través del uso de matrices de disimilitud o distancia, como por ejem-

plo el índice de Jaccard [232], que tiene en cuenta la presencia o ausencia de taxones; 

la disimilitud de Bray-Curtis [233], que considera además la abundancia de taxones; o 

Weighted Unifrac [234] que calcula las distancias usando información de la presen-

cia/ausencia de taxones, su abundancia y las relaciones filogenéticas entre ellos. Con el 

objetivo de evaluar si existen diferencias en la composición bacteriana entre grupos de 

muestras se aplican análisis multivariados como PERMANOVA [235], ANOSIM [236] o 

test de Mantel [237]. Además, pueden usarse métodos para identificar bacterias espe-

cíficas conabundancia significativamente diferente entre dos grupos de muestras, co-
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mo ANCOM-BC [238], entre otras. La descripción detallada de la metodología utilizada 

por cada uno de estos tests excede los objetivos de la presente introducción.  
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2. HIPÓTESIS 

Como se ha comentado a lo largo de la Introducción, las manifestaciones clínicas pro-

ducidas por los RV/EV son múltiples y heterogéneas, pudiendo causar desde infeccio-

nes asintomáticas hasta infecciones graves con compromiso vital. Se han descrito los 

múltiples factores moduladores de la gravedad de esta infección que han sido recono-

cidos en la literatura, sin que ninguno de ellos sea suficiente per se para explicar la 

variabilidad clínica de estos microorganismos. 

De todos los factores comentados, existe escasa información en la literatura acerca del 

papel de la microbiota nasofaríngea viral y bacteriana en la modulación de la gravedad 

de la infección por RV/EV. Por ello, los estudios incluidos en esta tesis pretenden res-

ponder a estas cuestiones, utilizando técnicas moleculares específicas para el diagnós-

tico y caracterización de las comunidades virales, así como técnicas de secuenciación 

masiva basadas en la secuenciación del gen 16SrRNA para el estudio de la microbiota 

nasofaríngea bacteriana.  

Por todo ello, las hipótesis de trabajo son las siguientes:  

• La co-infección viral puede ser un factor modificador de la gravedad de la ITRI 

por RV/EV en niños menores de 5 años.  

• Los niños menores de 5 años con ITRI grave por RV/EV presentan una microbio-

ta bacteriana nasofaríngea distinta a la de niños con infección respiratoria ba-

nal y niños sanos.  

• Determinadas composiciones de microbiota bacteriana nasofaríngea se asocian 

con salud respiratoria y podrían tener un papel potencial para la protección 

frente a las infecciones por RV/EV.  

• La composición de la microbiota nasofaríngea bacteriana en el escenario de la 

infección por RV/EV varía de acuerdo con la gravedad de los síntomas, de tal 

forma que los niños con infección respiratoria banal tienen un perfil de micro-

biota más parecido al de niños sanos que al de los niños con ITRI grave.   
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3. OBJETIVOS 

Esta tesis profundiza en el conocimiento sobre la infección por Rino/Enterovirus 

(RV/EV) en población pediátrica, con especial atención al papel modulador de la gra-

vedad de la enfermedad por estos microorganismos que pueden tener la microbiota 

nasofaríngea viral y bacteriana.  

 

Con todo ello, se marcaron concretamente los siguientes objetivos:  

 

Objetivo 1. Describir el impacto clínico de la co-infección viral en pacientes con Infec-

ción del Tracto Respiratorio inferior (ITRI) grave por Rino/Enterovirus (RV/EV) que pre-

cisan ingreso en una UCIP.  

 

Objetivo 2. Describir y comparar la microbiota bacteriana nasofaríngea de niños con 

Infección del Tracto Respiratorio inferior (ITRI) grave por Rino/Enterovirus (RV/EV), 

niños con infección respiratoria banal por estos microorganismos y niños sanos.  

 

 Objetivo 2.1. Identificar perfiles de microbiota bacteriana nasofaríngea relacio-

nados con salud respiratoria.    

 

 Objetivo 2.2. Evaluar la relación de la microbiota bacteriana nasofaríngea con 

la gravedad de la infección respiratoria, comparando los resultados de tres cohortes 

con distintos estados de salud respiratoria: niños menores de 5 años con Infección del 

Tracto Respiratorio inferior (ITRI) por Rino/Enterovirus (RV/EV) grave, niños con infec-

ción respiratoria banal por estos microorganismos, y niños sanos sin detección viral.  
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4. MATERIAL, MÉTODOS Y RESULTADOS  

Los resultados de los estudios realizados se han publicado en dos artículos que se pre-

sentan a continuación. El doctorando es primer autor en ambos trabajos. Estos artícu-

los se han publicado en revistas situadas en el primer cuartil de factor de impacto de 

sus áreas de conocimiento.  

 

Primer artículo 

Penela-Sánchez D, González-de-Audicana J, Armero G, Henares D, Esteva C, de-Sevilla 

MF, Ricart S, Jordan I, Brotons P, Cabrerizo M, Muñoz-Almagro C, Launes C. Lower 

Respiratory Tract Infection and Genus Enterovirus in Children Requiring Intensive Care: 

Clinical Manifestations and Impact of Viral Co-Infections. Viruses. 2021 Oct 

14;13(10):2059. doi: 10.3390/v13102059. 

SJR Scimago Journal Rank ® 2021. Área de conocimiento: Enfermedades infecciosas. 

Cuartil: Q1. SJR impact factor 1.463.  

Journal Citation Report (JCR) 2021. Área de conocimiento: Virología. Cuartil: Q2 (Virol-

ogy, 14 de 37). Impact factor: 5.818. 

 

Segundo artículo 

Penela-Sánchez D, Rocafort M, Henares D, Jordan I, Brotons P, Cabrerizo M, Launes C, 

Muñoz-Almagro C. Impact of the bacterial nasopharyngeal microbiota on the severity 

of genus enterovirus lower respiratory tract infection in children: A case-control study. 

Pediatr Pulmonol. 2023 Mar;1-10. doi: 10.1002/ppul.26393.  

SJR Scimago Journal Rank ® 2021. Área de conocimiento: Pediatría, Perinatología y 

Salud Infantil. Cuartil: Q1. SJR 0.927.  

Journal Citation Report (JCR) 2021. Área de conocimiento: Pediatría, Perinatología y 

Salud Infantil. Cuartil: Q1 (Pediatrics, 21 de 130). Impact factor: 4.090. 
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PRIMER ARTÍCULO 

 

 

 

 

 

Lower Respiratory Tract Infection and Genus Enterovirus in Children Requiring Inten-

sive Care: Clinical Manifestations and Impact of Viral Co-Infections 

 

 

"Infección del tracto respiratorio inferior y Género Enterovirus en niños que requieren 

cuidados intensivos: manifestaciones clínicas e impacto de las co-infecciones virales" 

 

 

Viruses. 2021 Oct 14;13(10):2059. doi: 10.3390/v13102059. 

 

Penela-Sánchez D, González-de-Audicana J, Armero G, Henares D, Esteva C, de-Sevilla 

MF, Ricart S, Jordan I, Brotons P, Cabrerizo M, Muñoz-Almagro C, Launes C. 
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Resumen Primer Artículo 

 

Estudio observacional prospectivo en el que se incluyeron los niños menores de 5 años 

diagnosticados de ITRI por RV/EV que precisaron ingreso en la UCIP del Hospital Sant 

Joan de Déu, con consentimiento para participar en el estudio, entre enero de 2018 y 

marzo de 2020.  

 

El diagnóstico de infección por RV/EV se definió por la presencia de una ITRI (bronquio-

litis, broncoespasmo, neumonía) juntamente con la detección de RV/EV mediante un 

panel de PCR múltiple en aspirado nasofaríngeo. Este panel era capaz además de de-

tectar 6 virus respiratorios más. Así mismo, se realizó una PCR específica para diferen-

ciar entre las especies de RV/EV. Se recogieron una serie de variables clínicas, epide-

miológicas y microbiológicas. Los pacientes con comorbilidades (prematuridad, cardio-

patía congénita, enfermedad pulmonar crónica) fueron excluidos. Las variables resul-

tado, obtenidas a partir de un análisis multivariable mediante regresión logística, fue-

ron la necesidad de ventilación mecánica invasiva, y la estancia en UCIP superior a la 

media de la muestra (5 días). 

 

Los principales resultados de este estudio se resumen a continuación:  

 

1. Durante el período de estudio fueron ingresados en la UCIP del centro 143 pa-

cientes menores de 5 años con diagnóstico de ITRI grave por RV/EV, de los cua-

les 68 presentaron comorbilidades y en 4 de ellos no se obtuvo el consenti-

miento informado. Por lo tanto, finalmente se incluyeron 71 pacientes, con una 

edad mediana de 2,1 meses (rango intercuartílico (RIC) 1,2-9,3), y siendo el 56% 

varones. 

2. Los pacientes incluidos se distribuyeron en 3 subgrupos: monoinfección por 

RV/EV (31/71, 44%), coinfección de RV/EV + VRS (22/71, 31%), y coinfección de 

RV/EV con múltiples virus (18/71, 25%; en 8/18, 45%, se detectó también VRS). 

Las 3 cohortes de pacientes no presentaron diferencias estadísticamente signi-

ficativas en cuanto a las diferentes variables clínicas, epidemiológicas y micro-

biológicas recogidas en el estudio. Sin embargo, cabe destacar que los pacien-
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tes con monoinfección por RV/EV y los pacientes con coinfección por RV/EV + 

VRS fueron más pequeños que los pacientes con coinfecciones múltiples (p= 

0,018). No falleció ningún paciente.  

3. En cuanto a las especies de RV/EV, se pudieron determinar en 60/71 (85%) 

muestras. La mayoría (58/60, 96.6%) fueron RV, con tan solo dos EV-B detecta-

dos. De los RV, 28/58 (48%) fueron RV-A, 7/58 (12%) RV-B, y 23/58 (40%) RV-C. 

No se detectó ningún EV-A, EV-C o EV-D. Todos los RV-B se detectaron en co-

infección con VRS. No se observaron otras diferencias clínicas ni epidemiológi-

cas entre las diferentes especies.  

4. En el estudio descriptivo se observó que precisaron VMI 17/71 pacientes (24%) 

(9 de ellos pertenecientes al grupo de monoinfección por RV/EV, y 8 al grupo 

de coinfección por VRS); sin embargo, ninguno de ellos perteneció al grupo de 

RV/EV + coinfecciones múltiples. Los pacientes con coinfección por VRS preci-

saron este soporte respiratorio durante más días (8 días de mediana (RIC 3-11), 

vs 4 días (RIC 2-7) en los monoinfectados por RV/EV, p=0,002) y presentaron 

estancias en UCIP más largas que los otros subgrupos (8 días de mediana (RIC 

4-12), vs 6 días (RIC 3-9) y 3 días (RIC 2-5) respectivamente, p=0,004). 

5. Para diferenciar si estos resultados estaban sesgados por la presencia de VRS 

más que por el posible papel en coinfección con RV/EV, se realizó un subanáli-

sis en función de la presencia o no de VRS (41/71, 58%, pacientes sin detección 

de VRS vs 30/71, 42%, pacientes con detección de VRS), sin encontrarse dife-

rencias estadísticamente significativas en las variables resultados entre los dos 

subgrupos. De hecho, cuando VRS era detectado en conjunto con otras coin-

fecciones virales múltiples (8/18, 45%), estos pacientes presentaron una estan-

cia en UCIP menor (8 días de mediana (RIC 5-12) vs 3 días (RIC 2-4), p<0,001), 

en comparación a cuando este microorganismo se encontraba en co-infección 

aislada con RV/EV, y no precisaron VMI (0/8 vs 8/22, p=0,046). 

6. Respecto a las variables resultados, en el análisis univariable se observó que los 

pacientes con coinfección por múltiples virus presentaron una estancia en UCIP 

(>5 días) menor que los otros subgrupos (p=0,003), y ninguno de ellos precisó 

soporte con VMI. En el análisis multivariable se objetivó que este subgrupo 
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presentaba mayor probabilidad de estancia menor en UCIP (OR ajustada =0,19 

(IC 95% 0,05-0,78)).  
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SEGUNDO ARTÍCULO 

 

 

 

 

 

Impact of the Bacterial Nasopharyngeal Microbiota on the Severity of Genus Entero-

virus Lower Respiratory Tract Infection in Children: a case-control study 

 

 

"Impacto de la microbiota nasofaríngea bacteriana en la gravedad de la infección res-

piratoria del tracto inferior por Enterovirus en niños: un estudio caso-control" 

 

 

Pediatr Pulmonol. 2023 Mar 29. doi: 10.1002/ppul.26393 

 

Penela-Sánchez D, Rocafort M, Henares D, Jordan I, Brotons P, Cabrerizo M, Launes C, 

Muñoz-Almagro C. 
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Resumen Segundo Artículo 

 

Estudio caso-control realizado en el hospital Sant Joan de Déu de Barcelona entre los 

años 2017 y 2020. Se incluyeron niños menores de 5 años con consentimiento para 

participar en el estudio. Se definieron 3 grupos :  

 

1. Grupo A (grupo control): niños sanos sin detección de virus respiratorios me-

diante PCR múltiple en el aspirado nasofaríngeo, reclutados en visitas de se-

guimiento en el centro del estudio.   

2. Grupo B (grupo control): niños asintomáticos o con síntomas de infección res-

piratoria del tracto superior que no precisaron ingreso, visitados en el servicio 

de Urgencias del centro de estudio, con detección de RV/EV en el aspirado na-

sofaríngeo.  

3. Grupo C (grupo caso): niños con infección respiratoria del tracto inferior (bron-

quiolitis, broncoespasmo y/o neumonía) que precisaron ingreso en la UCIP del 

centro del estudio, con detección de RV/EV en el aspirado nasofaríngeo.  

 

Los casos y controles fueron pareados por rango de edad y sexo con los controles. Se 

excluyeron pacientes con comorbilidades (prematuridad, inmunodeficiencia, cardiopa-

tía congénitas, enfermedad pulmonar crónica), así como los pacientes con exposición a 

antibióticos durante más de 24 horas previo a la recogida de muestras respiratorias. Se 

recogieron una serie de variables epidemiológicas y microbiológicas.  

Las muestras de aspirado nasofaríngeo de cada uno de los participantes fueron proce-

sadas para caracterización de la microbiota bacteriana nasofaríngea mediante técnicas 

de secuenciación masiva basadas en la tecnología del gen 16S rRNA.  

Los principales resultados del estudio se resumen a continuación:   

1. Se incluyeron un total de 104 pacientes: 17 (16%) del grupo A, 34 (33%) del 

grupo B y 53 (51%) del grupo C. El grupo C presentó mayor proporción de par-

tos por cesárea (p = 0,027), mayor detección de VRS (p< 0,001), mayor porcen-

taje de sujetos reclutados durante la temporada invernal (p = 0,043), y menor 
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porcentaje de sujetos con al menos 1 dosis de vacunas obligatorias (p< 0.001). 

Para el resto de las variables epidemiológicas, demográficas y microbiológicas 

no se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

2. Los análisis de diversidad alfa mostraron que la microbiota nasofaríngea bacte-

riana de los sujetos incluidos en el grupo C era menos rica (Observed - p = 0,009 

and Chao1 - p = 0,009) y diversa (Shannon - p = 0,036) que la que presentaban 

los sujetos incluidos en el grupo A. Así mismo, y aunque sin conseguir la signifi-

cación estadística, los sujetos del grupo C también presentaron una microbiota 

nasofaríngea bacteriana menos rica (Observed - p = 0,057, Chao1 – p = 0,088) y 

diversa (Shannon – p = 0,070) que los del grupo B.  

3. Los análisis de diversidad beta mostraron diferencias en la composición de la 

microbiota nasofaríngea bacteriana en función de la gravedad de la infección 

por RV/EV (ANOVA R2=6,8% / p = 0,0009), con un gradiente de abundancia del 

género Haemophilus incrementado desde el grupo A al grupo C.  

4. Los análisis de abundancia media diferencial (% +/- desviación estándar) mos-

traron que la microbiota nasofaríngea bacteriana del grupo A se caracterizaba 

por una dominancia del género Moraxella (35,0 +/- 34,8), seguido de Strepto-

coccus (18,1 +/-24,1), Dolosigranulum (17,6 +/- 28,7) y Haemophilus (15,3 +/- 

28,2). El grupo B estaba dominado por Haemophilus (33,6 +/- 37,8), Moraxella 

(31,6 +/- 35,0) y Streptococcus (19.5 +/- 27.1), seguido de lejos por Staphyloco-

ccus (5.8 +/- 23.1) y otros. Finalmente, el grupo C mostró una dominancia aún 

mayor de Haemophilus (50,9 +/- 38,8), Moraxella (24,0 +/- 30,4) y Streptococ-

cus (14,5 +/- 27,1). 

5. Se realizó un test de abundancia diferencial para comparar los perfiles de mi-

crobiota nasofaríngea bacteriana entre los 3 grupos, que mostró que el género 

Dolosigranulum fue más abundante en los sujetos del grupo A, mientras que el 

género Haemophilus fue el predominante en los sujetos del grupo C.  

6. Se identificaron correlaciones bacterianas negativas entre los géneros Mo-

raxella y Streptococcus vs Haemophilus, y correlaciones bacterianas positivas 

entre los géneros Corynebacterium y Dolosigranulum, así como con otras bac-

terias de la cavidad oral.  
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7. Se realizó un análisis específico para identificar cambios en la riqueza, diversi-

dad y composición de géneros de la microbiota nasofaríngea bacteriana rela-

cionados con los posibles factores de confusión distribuidos de forma desigual 

entre los grupos de estudio (co-infección por VRS, tipo de parto, estacionalidad 

y haber recibido al menos 1 dosis de vacunas obligatorias). Los niños infectados 

por VRS no mostraron diferencias en la diversidad alfa ni en la composición de 

géneros bacterianos en comparación con los niños no infectados por VRS. No 

se observaron diferencias entre los niños que nacieron por cesárea y los que 

tuvieron un parto vaginal, ni entre los reclutados en temporada invernal y los 

incluidos de otras temporadas. Por otro lado, la vacunación obligatoria sí se 

asoció con mayor riqueza y diversidad bacteriana; sin embargo, no se observa-

ron cambios significativos en la abundancia de los principales géneros bacteria-

nos, incluido Haemophilus. Cabe mencionar, de todas formas, que las asocia-

ciones entre microbiota nasofaríngea bacteriana y estas variables sólo se anali-

zaron con el objetivo de identificar posibles sesgos por una diferente distribu-

ción de estas variables en los 3 grupos de pacientes; de esta forma, la ausencia 

de diferencias no son concluyentes, dado que la selección de cohortes no fue 

diseñada para responder a esta pregunta. 
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5. DISCUSIÓN 

Los estudios que conforman la presente tesis ayudan a entender el papel que la co-

infección viral y la microbiota nasofaríngea bacteriana ejercen a la hora de modular la 

gravedad de la infección respiratoria por RV/EV en población pediátrica. 

Con respecto a las comunidades virales, la relación entre co-infección viral y gravedad 

de la ITRI es objeto de controversia en la literatura. En un estudio realizado por 

Chauhan JC et al, en el que se evaluaron retrospectivamente pacientes menores de 5 

años que ingresaron en una UCIP por una ITRI grave causada por un solo agente viral 

vs co-infección con múltiples virus, observaron que éstos últimos presentaron un ries-

go incrementado de ingreso prolongado y una necesidad prolongada de VMI [153]. En 

cambio, otros trabajos no muestran diferencias clínicamente significativas en pacien-

tes co-infectados [154, 239-240]. Sin embargo, como ya hemos señalado el papel de la 

co-infección viral como factor de gravedad puede ser diferente en función de la etiolo-

gía vírica [155], y este aspecto a menudo no se ha tenido en cuenta en la literatura.  

En el primer estudio de esta tesis se describe que la co-infección de RV/EV con múlti-

ples virus respiratorios no representa un factor que incremente la gravedad de dicha 

infección. De hecho, en nuestra serie, los pacientes que presentaron una ITRI grave por 

RV/EV en mono-infección precisaron VMI y tuvieron una estancia media en UCIP signi-

ficativamente mayor que los pacientes con múltiples co-infecciones. Este dato es rele-

vante, en tanto que pone en valor el papel patogénico de los propios RV/EV. Como se 

ha comentado, los RV/EV pueden ser detectados en niños asintomáticos [241], motivo 

por el cual estos microorganismos han sido clásicamente minusvalorados. Sin embar-

go, como señalábamos, en nuestra serie prácticamente la mitad de los pacientes pre-

sentaron una mono-infección por RV/EV, con resultados clínicos similares a los co-

infectados por VRS, cuya virulencia esta fuera de todo debate [242]. De hecho, en el 

subanálisis realizado teniendo en cuenta la presencia o no de VRS, se mantenía el 

comportamiento descrito en la mono-infección por RV/EV cuando el VRS no estaba 

presente, reforzando como comentábamos la virulencia de los RV/EV. Se han descrito 

en la literatura hallazgos similares, en trabajos que comparaban niños con infección 

con VRS y RV/EV en co-infección vs niños con VRS en mono-infección, presentando en 
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el primer caso estancias hospitalarias más prolongadas [243]. Además, la etiología viral 

de las ITRI puede ser un factor que determine el pronóstico y la morbilidad a medio y 

largo plazo [53]. En este sentido, las infecciones por RV/EV se han asociado a predispo-

sición atópica y a un riesgo incrementado de asma; en cambio esta situación ocurre en 

menor frecuencia en las infecciones por VRS [244]. Todos estos datos refuerzan el pa-

pel específico de los RV/EV en mono-infección como agente etiológico de ITRI grave en 

el paciente pediátrico, especialmente en aquellos niños de menor edad.  

Por lo que respecta al papel de la co-infección viral en la modulación de la gravedad de 

la infección por RV/EV, señalar que en nuestra serie este papel fue diferente en fun-

ción de si la co-infección era con VRS o con múltiples virus. Por un lado, los pacientes 

con ITRI grave por RV/EV en co-infección con VRS presentaron una estancia más pro-

longada en UCIP y mayor tiempo de VMI en comparación con los otros subgrupos. Es-

tos resultados son similares a los reportados por otros autores, en los que se señalaba 

que el VRS puede causar neumonía de forma más frecuente cuando se asocia a co-

infección con RV/EV [245-246]. En cambio, los pacientes con ITRI grave por RV/EV con 

múltiples co-infecciones virales presentaron estancias en UCIP significativamente más 

cortas y ninguno de estos pacientes precisó de soporte respiratorio con VMI. Es intere-

sante señalar que dentro de este subgrupo también se detectaron algunos pacientes 

con VRS, presentando un comportamiento clínico similar, a diferencia del subgrupo de 

RV/EV en co-infección con VRS aislada.  

Existen diferentes teorías que podrían explicar estas diferencias. Por un lado, la expo-

sición a múltiples virus en ITRI sucesivas podría condicionar un mejor acondiciona-

miento del sistema inmunitario, mediante una activación sinérgica de la inmunidad 

innata causada por la infección por RV/EV o por VRS [22, 247], aunque no existe una 

evidencia clara de que estos pacientes cursen con infecciones más leves que los niños 

que no presentan estas infecciones de repetición [248]. Por otra parte, los diferentes 

patrones de infección viral (mono-infección vs co-infección con un virus patogénico vs 

co-infección con múltiples virus) pueden causar diversos cambios en la microbiota res-

piratoria y diversos grados de inflamación de la vía aérea inducidos por la interacción 

de estos microorganismos [249].  
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En este sentido, y de forma similar a los resultados de la presente tesis, algunos estu-

dios realizados con técnicas convencionales, como cultivos y microbiología molecular 

convencional, referían que los RV/EV se asociaban con una detección incrementada en 

la nasofaringe de niños sanos de patobiontes como S.pneumoniae y H.influenzae, 

mientras que el VRS se ha asociado a H.influenzae [250-251]. Otro estudio de cohortes 

longitudinal prospectivo demostró que las infecciones por RV/EV sintomáticas a lo lar-

go del primer año de vida se podían asociar a un incremento de la riqueza bacteriana, 

pero con una pérdida de diversidad; sin embargo, estas diferencias no se observaron 

en niños sanos [252]. Por otra parte, se han descrito también asociaciones de RV/EV 

con microbiotas nasales ricas en Moraxella spp, condicionando un daño epitelial y una 

expresión incrementada de citoquinas pro-inflamatorias en niños asmáticos [253]. Pos-

teriormente discutiremos con mayor detalle el papel de la microbiota nasofaríngea 

bacteriana en la infección por RV/EV. 

Concerniente a las especies de RV/EV, en nuestra serie prácticamente todas las espe-

cies que se detectaron fueros RV, con unas proporciones similares a las previamente 

descritas en la literatura [254], con un predominio de los RV-A y C. A pesar del patrón 

clásico de circulación de los RV-C, con un pico de incidencia en los meses de invierno 

[35], en nuestra serie fueron detectados a lo largo de todo el año, en línea con lo pu-

blicado por otros autores [183]. No se observaron diferencias en cuanto a la gravedad 

de las infecciones en función de la especie de RV, tal y como se había descrito en otros 

trabajos, donde se reportaron proporciones similares de ingreso en UCIP, necesidad de 

VMI y estancia hospitalaria entre las diferentes especies [255-256]. Sin embargo, es 

interesante señalar que los RV-B solo se detectaron en nuestra serie en co-infección 

con VRS, por lo que no se puede descartar que, en estos casos, esta especie requiriera 

de una co-infección para expresar clínica grave. La menor gravedad de RV-B respecto a 

RV-A y C es objeto de controversia [92-94]. Así mismo, hay que destacar también que 

no se detectó ningún EV-D68, a pesar de que se había aislado en algún paciente en 

otra serie publicada por nuestro grupo [257]. Esto puede ser debido a que el patrón de 

circulación de este microorganismo es cambiante en función del año, alternando tem-

poradas de alta incidencia con otras de baja circulación [258].  
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A continuación se discute el papel que la microbiota nasofaríngea bacteriana ejerce a 

la hora de modular la gravedad de la infección por RV/EV. En los últimos años, como 

comentábamos en la introducción, la microbiota nasofaríngea ha ganado protagonis-

mo como factor modulador de la gravedad de las ITRI de causa viral; sin embargo, no 

existía demasiada información en este campo en el escenario específico de la infección 

por RV/EV. En el segundo estudio de esta tesis se describen diferentes perfiles de mi-

crobiota nasofaríngea bacteriana en función de la presentación clínica de la infección 

por RV/EV.  

En cuanto a la composición en términos de géneros bacterianos de la nasofaringe de 

los pacientes de nuestro estudio, los géneros más abundantes fueron Moraxella, 

Haemophilus, Streptococcus y Dolosigranulum, Estos hallazgos están alineados con lo 

descrito previamente por la literatura: durante el primer año de vida, cuando la com-

posición de la microbiota nasofaríngea bacteriana es más inestable, los colonizadores 

iniciales como Staphylococcus, Dolosigranulum y Corynebacterium son gradualmente 

reemplazados por patobiontes comunes como Moraxella, Streptococcus y Haemop-

hilus [168]. Otros géneros que encontramos en nuestra muestra, aunque con una 

abundancia menor, fueron géneros bacterianos propios de la cavidad oral de niños 

sanos; este hecho, de nuevo, también se había descrito previamente en la literatura 

[259].  

Hasta la fecha, no se conoce con exactitud la composición de la microbiota nasofarín-

gea bacteriana madura y “saludable”, dado que la mayoría de los estudios existentes 

en la literatura se basan en las variaciones de la composición de esta microbiota en 

relación con diferentes enfermedades [260]. Por el contrario, sí que se han estudiado 

diferentes factores que podrían modular dicha composición en los primeros meses de 

vida. Las comunidades bacterianas que colonizan el tracto respiratorio superior duran-

te las primeras horas de vida parecen estar relacionadas con el tipo de parto [171]. En 

este sentido, la nasofaringe de recién nacidos vía parto vaginal es rica inicialmente en 

bacterias fecales, de la vagina y de la piel; sin embargo, los neonatos vía cesárea pre-

sentan una composición rica en bacterias de la piel o del entorno, sin observarse bac-

terias fecales [171]. En las siguientes 24 horas al nacimiento se expanden las bacterias 

propias de la cavidad oral, para ser reemplazadas posteriormente a la semana de vida 
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por un perfil rico en S.aureus, Corynebacterium y Dolosigranulum pigrum. Estos dos 

últimos constituyen los géneros dominantes a la edad de 6 meses.  

Sin embargo, esta transición desde un perfil rico en S.aureus a un perfil con predomi-

nancia de Corynebacterium/Dolosigranulum ocurre antes en niños nacidos vía vaginal. 

Este fenómeno es incluso más pronunciado en aquellos niños que se alimentan con 

lactancia materna exclusiva [170], probablemente porque Dolosigranulum se halla 

también entre las bacterias que conforman la microbiota de la leche materna [261]. En 

cambio, los niños alimentados mediante leche artificial presentan un perfil de micro-

biota nasofaríngea dominado por S.aureus durante un período de tiempo más prolon-

gado [170]. En nuestro estudio, no obstante, analizamos una muestra de pacientes en 

la que no existieron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a los rangos 

etarios y la alimentación mediante LM entre los diferentes subgrupos, con lo que asu-

mimos que los cambios observados a nivel de composición de la microbiota nasofarín-

gea bacteriana se deben a los diferentes cuadros de presentación clínica de la infec-

ción por RV/EV.  

En cuanto a la modalidad de parto, en nuestro estudio los pacientes con infección gra-

ve por RV/EV presentaron una mayor proporción de partos por cesárea que el resto de 

los subgrupos. Sin embargo, no se observaron diferencias en cuanto a riqueza, diversi-

dad o composición de géneros bacterianos entre aquellos niños nacidos por vía vaginal 

y los nacidos vía cesárea.  

La composición de la microbiota nasofaríngea bacteriana en los primeros meses de 

vida podría tener por tanto consecuencias en esta etapa vital, particularmente en lo 

que respecta a la predisposición a presentar sibilancias recurrentes [167] o en la res-

puesta ante la infección por nuevos agentes infecciosos. 

Respecto a los diferentes perfiles de microbiota nasofaríngea bacteriana en función de 

la presentación clínica de la infección por RV/EV, en nuestro estudio los niños con ITRI 

grave por RV/EV presentaron una microbiota nasofaríngea significativamente menos 

rica y diversa que los controles sanos. Además, la infección grave por RV/EV también 

se asoció significativamente con una menor abundancia de Dolosigranulum y una ma-

yor abundancia de Haemophilus. Curiosamente, los niños con infección leve o asinto-
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mática por RV/EV mostraron un perfil intermedio entre los otros dos grupos con me-

nos abundancia de Dolosigranulum que el grupo de control sano, pero también ten-

dencias a una mayor riqueza y significativamente menor abundancia de Haemophilus 

que el grupo grave de RV/EV. Este resultado es de especial interés porque la infección 

por RV/EV, incluso en pacientes con infección asintomática, en los que podría conside-

rarse una detección coincidente, se asocia a cambios en la composición nasofaríngea 

bacteriana, traduciendo una disbiosis gradual de ésta. Este hecho pondría en duda 

definir como pacientes sanos a aquellos niños asintomáticos portadores del virus, pero 

se necesitan más estudios longitudinales centrados en esta población para dilucidar si 

estos cambios son duraderos y tienen consecuencias clínicas. 

Los hallazgos que se acaban de describir son similares a los previamente publicados en 

trabajos realizados por nuestro grupo de investigación, demostrando reducciones sig-

nificativas en la riqueza y diversidad de la microbiota nasofaríngea bacteriana en rela-

ción con enfermedades respiratorias como la enfermedad neumocócica invasiva [179], 

la infección por Bordetella [38], y similares a los encontrados por otros autores con 

respecto a las ITRS [227] o asma [262], entre otros. La menor abundancia de Dolosi-

granulum asociada a estados patológicos en niños también ha sido reportada previa-

mente [263-264]. Dolosigranulum es un género con una sola especie conocida hasta el 

momento, Dolosigranulum pigrum [265]. D.pigrum pertenece a un grupo heterogéneo 

de bacterias que producen lactato como principal metabolito a partir de la glucosa 

[265]. Estas bacterias se han detectado principalmente en el tracto gastrointestinal, 

donde ejercen numerosas funciones beneficiosas para la salud humana [265]. La colo-

nización del tracto respiratorio superior por estas bacterias ha sido definida como un 

factor protector frente a infecciones respiratorias, asma y exacerbaciones de enferme-

dades respiratorias crónicas [179, 266-267].  

Cabe destacar que, en nuestro estudio, no solo describimos reducciones en la abun-

dancia de Dolosigranulum en relación con la infección por RV/EV (independientemente 

de la gravedad de la enfermedad), sino también su correlación positiva con el género 

Corynebacterium, un comensal conocido de la microbiota respiratoria [268-269], y su 

correlación negativa con el género Streptococcus [270-271], que incluye Streptococcus 

pneumoniae, un patógeno oportunista común en niños. Una microbiota nasofaríngea 



 
 

83 

bacteriana rica en Corynebacterium spp se había asociado a salud respiratoria en estu-

dios previos de nuestro grupo de investigación [179], encontrándose también una co-

rrelación positiva entre este género y Dolosigranulum, lo que invita a pensar en rela-

ciones sinérgicas entre estas bacterias, como se ha reportado en la literatura [271], 

observándose que diferentes especies de Corynebacterium incrementaban la tasa de 

crecimiento de D.pigrum in vitro. En este sentido, un estudio realizado por nuestro 

grupo de investigación, en el que se caracterizó la microbiota nasofaríngea de niños y 

adultos durante el confinamiento decretado por la pandemia por el SARS-CoV-2, des-

cribió una predominancia de Corynebacterium y Dolosigranulum, así como una dismi-

nución de patobiontes como Haemophilus y Streptococcus, reforzando el papel de es-

tos dos géneros bacterianos como representantes de salud respiratoria [272].  

Las correlaciones negativas con S.pneumoniae también se observaron en estudios pre-

vios de nuestro grupo [179, 263] y en la literatura [273]. Estos hallazgos podrían aludir 

a la existencia de interacciones antagónicas entre ambas bacterias en la nasofaringe de 

los niños como posible mecanismo de prevención de la enfermedad neumocócica in-

vasiva. Además, se han llevado a cabo estudios en modelos animales que avanzan en 

una futura aplicación clínica de estas observaciones. Los modelos de ratón in vivo han 

demostrado una mayor resistencia a la infección neumocócica en aquellos ratones a 

los que se administró D. pigrum por vía intranasal, así como una producción diferencial 

de citocinas y una reducción del daño pulmonar [274-275].  

Además de la disminución de la abundancia de Dolosigranulum, los niños con infección 

grave por RV/EV en nuestro estudio presentaron una microbiota nasofaríngea bacte-

riana con mayor abundancia de Haemophilus. Una mayor abundancia de proteobacte-

rias, específicamente del género Haemophilus, también se ha relacionado con muchas 

enfermedades respiratorias, como por ejemplo el asma [276-277], así como con una 

mayor incidencia [278] y gravedad de los síntomas [279] de infecciones virales. En una 

pequeña serie longitudinal experimental de adultos jóvenes [280], la infección por 

RV/EV se asoció con un aumento muy significativo de la carga bacteriana de Haemop-

hilus, lo que está en consonancia con nuestros hallazgos. También se ha observado un 

perfil similar con dominancia de Haemophilus en niños con bronquiolitis grave e infec-

ción por RV/EV [281]. 
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Existe también evidencia que ha relacionado perfiles de microbiota nasofaríngea bac-

teriana con predominio de Haemophilus spp con la gravedad de la infección por VRS.  

En este sentido, Mansbach et al. mostró que la reducción de la carga viral de VRS du-

rante una bronquiolitis causada por este microorganismo era menos probable en suje-

tos con un perfil dominante de Haemophilus [282]. Una enfermedad por VRS más gra-

ve se ha asociado con un perfil de microbiota nasofaríngea enriquecido en Haemop-

hilus influenzae y Streptococcus [282, 188]. Sin embargo, cabe destacar que en nuestro 

estudio la infección por VRS, que solo se detectó en 1 (3 %) de los controles le-

ves/asintomáticos y en 22 (41 %) de los casos, no se relacionó con cambios significati-

vos ni en la diversidad alfa ni en la abundancia diferencial de géneros bacterianos, in-

cluso dentro del grupo de casos con infección grave RV/EV en los que se comparó el 

perfil de microbiota en función de la presencia o no de VRS. Por lo tanto, no hemos 

observado la alta dominancia de Streptococcus reportada por otros trabajos en casos 

severos de VRS. Este hecho podría implicar que la coinfección RV/EV + VRS presenta un 

perfil de microbiota nasofaríngea bacteriana propio, que difiere del previamente des-

crito cuando se da VRS en monoinfección.  

Otro de los géneros bacterianos predominantes en nuestro estudio fue Moraxella spp. 

El papel de esta bacteria en la salud respiratoria resulta controvertido, a diferencia de 

lo comentado hasta ahora respecto Dolosigranulum/Corynebacterium y Haemophilus. 

Algunos autores señalan que podría tener un impacto negativo [283-285], mientras 

que otros preconizan sus efectos beneficiosos en cuanto a estabilidad de la microbiota 

respiratoria y prevención de infecciones respiratorias virales [264, 286-287].  

Estos resultados contradictorios pueden explicarse por diferentes factores. En el caso 

de Moraxella, parece ser que el momento de colonización de la nasofaringe por parte 

de esta bacteria influye en su papel sobre la salud respiratoria del individuo. En este 

sentido, si la colonización del tracto respiratorio superior se da durante el primer mes 

de vida, esto conllevaría una mayor inestabilidad y riesgo de infecciones respiratorias 

[283, 285]. En cambio, si esta colonización se da más allá de los 2-3 meses de vida, la 

dominancia de Moraxella en la nasofaringe parece tener el efecto contrario, relacio-

nándose con resistencia a la infección [174, 286]. Por otra parte, la mayoría de los es-

tudios sobre microbiota humana son incapaces de diferenciar las distintas especies de 
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Moraxella, dadas las limitaciones del análisis gen ARNr 16S para la asignación de se-

cuencias a nivel de especie [288], y dado que se conocen hasta la fecha dieciocho es-

pecies de Moraxella distintas es de suponer que no todas tienen la misma capacidad 

de producir enfermedad [289]. De hecho, en un estudio realizado por nuestro grupo se 

observó que perfiles de microbiota ricos en Moraxella linconii se asociaban con salud 

respiratoria [179]. 

A continuación, se analizan diferentes factores que podrían modular la composición de 

la microbiota nasofaríngea bacteriana. Anteriormente hemos discutido acerca del pa-

pel que la lactancia materna y la vía de parto podrían tener en este contexto. Habla-

remos ahora sobre la vacunación. Se ha descrito en la literatura que las estrategias de 

vacunación pueden tener efectos beneficiosos a través de la modulación de la micro-

biota nasofaríngea comensal [290]. Sin embargo, existe controversia acerca del efecto 

real que las vacunas puedan tener sobre dicha microbiota. Algunos estudios defienden 

que la vacunación tiene tan solo un efecto directo sobre el patógeno diana, y no sobre 

el resto de microbiota comensal [291-292]. En cambio, otros estudios han demostrado 

que la vacunación aumenta la diversidad de la microbiota nasofaríngea [293] y modifi-

ca la composición taxonómica de ésta. En nuestro estudio, el subgrupo de niños some-

tidos a vacunación obligatoria se caracterizó por una mayor riqueza y diversidad bacte-

riana. Estos resultados están alineados con estudios previos de nuestro grupo [179], y 

como comentábamos de la literatura [293], sugiriendo que los microorganismos del 

ambiente circundante (por ejemplo, la cavidad oral) podrían ocupar el nicho nasofa-

ríngeo que dejan los serotipos de bacterias incluidos en las vacunas. Es de destacar 

que los niños con infección grave por RV/EV en nuestro estudio estaban menos vacu-

nados que los controles, y mostraron una menor riqueza y diversidad bacteriana, así 

como una disminución de la abundancia de Dolosigranulum, lo que refuerza el efecto 

beneficioso potencial de la vacunación. 

Se discutirá ahora sobre la antibioterapia. En el segundo estudio de esta tesis se exclu-

yeron aquellos pacientes que consumieron antibióticos durante más de 24 horas en el 

momento de la recogida del aspirado nasofaríngeo o en el mes previo al ingreso hospi-

talario. El consumo de antibióticos supone un importante factor confusor en los estu-

dios de microbiota humana. Se ha descrito, por ejemplo, la reducción de géneros con 
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especies típicamente comensales, como Corynebacterium y Dolosigranulum, en el trac-

to respiratorio superior de niños sanos con historia de consumo antibiótico en los me-

ses previos [168, 175-176, 277, 294], así como un aumento de géneros con potencial 

papel patogénico como Streptococcus, Moraxella y Haemophilus [277]. En este senti-

do, se ha sugerido que los antibióticos podrían tener consecuencias negativas en la 

salud respiratoria del individuo a través de las modificaciones de la microbiota respira-

toria. Otros estudios, en cambio, han descrito fenómenos opuestos. Por ejemplo, en 

un estudio se observó una reducción del género Moraxella y de la carga bacteriana 

total en la cavidad nasal de niños menores de un año tras el tratamiento con azitromi-

cina endovenosa durante 14 días para la bronquiolitis por VRS, hecho que se correla-

cionó con un menor riesgo de desarrollar sibilancias recurrentes posteriores y mayor 

salud respiratoria [295]. En esta línea, un estudio realizado por nuestro grupo identifi-

có mayores niveles de diversidad en la microbiota nasofaríngea de niños con enferme-

dad neumocócica invasiva expuestos a antibióticos betalactámicos en comparación 

con los no expuestos, con una menor tasa de colonización por especies del género 

Streptococcus y una mayor abundancia de bacterias típicas de la cavidad oral [296].  

Finalmente, otro factor que podría alterar la composición de la microbiota nasofarín-

gea bacteriana es la estacionalidad. En una cohorte de 96 pacientes pediátricos se ob-

servó que la microbiota nasofaríngea era más rica en bacterias pertenecientes al géne-

ro Proteobacteria y Fusobacteria durante el otoño y el invierno y, en cambio, presen-

taba mayor predominancia de bacterias del género Firmicutes y Bacteroides durante la 

primavera. Además, la colonización nasal por S.pneumoniae fue mayor durante los 

meses fríos y secos [297]. Sin embargo, estos hallazgos no se han confirmado hasta la 

fecha en población adulta, en la cual la variabilidad estacional es menos pronunciada 

[269, 298]. Adicionalmente, estos datos no serían generalizables ni aplicables a nivel 

global, dado que los porcentajes de colonización por neumococo pueden variar en 

función del área geográfica, especialmente en aquellas regiones donde existe un clara 

alternancia entre estaciones secas y lluviosas [299-300]. En el segundo estudio de esta 

tesis existió un mayor reclutamiento de pacientes del grupo que presentó una infec-

ción grave por RV/EV durante los meses de invierno; sin embargo, no se obtuvieron 

diferencias significativas al analizar la composición de la microbiota nasofaríngea bac-
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teriana de aquellos pacientes reclutados durante el invierno en comparación con los 

reclutados en otras estaciones.   

Los estudios que conforman esta tesis presentan una serie de limitaciones. Por un la-

do, el diseño de los trabajos incluidos tan solo permite establecer relaciones de asocia-

ción, pero no de causalidad. En este sentido, por ejemplo, y en relación con los resul-

tados comentados del segundo artículo de esta tesis, es difícil determinar si la presen-

cia de una microbiota bacteriana nasofaríngea disbiótica favorece la infección grave 

por RV/EV o, por el contrario, es la infección por estos virus la que favorece estos cam-

bios en la microbiota que posteriormente conducen a la gravedad del cuadro clínico. 

En este sentido, se desconoce el mecanismo fisiopatológico que podría explicar que la 

microbiota nasofaríngea bacteriana promoviera infecciones virales más graves. La hi-

pótesis más plausible existente en la literatura es a través de un mecanismo inmuno-

modulador. Por ejemplo, existe un modelo de infección por RV/EV que demostró que 

la incubación de células respiratorias epiteliales con H.influenzae incrementaba los 

niveles de moléculas de adhesión intercelular y la expresión de TLR3 [301]. Otro mode-

lo de infección por VRS en el que también se incubaban células epiteliales con 

H.influenzae no tipable mostró un incremento de los niveles de citocinas proinflamato-

rias IL-6 e IL-8 [302-303]. Sin embargo, a pesar de que el diseño caso-control del men-

cionado segundo estudio no ha permitido establecer una secuencia temporal de los 

hechos, sí que ha sido capaz de establecer una asociación de diferentes perfiles de 

microbiota bacteriana nasofaríngea con los diferentes cuadros clínicos de la infección 

por RV/EV en función de su gravedad. 

Otra limitación consiste en que, a la hora de interpretar los resultados, hay que tener 

en consideración que el reducido tamaño muestral puede haber contribuido a una 

menor potencia estadística, lo que podría haber dificultado la detección de cambios 

biológicos más sutiles. A pesar de ello, la escasez de estudios previos que evalúen el 

papel de la co-infección viral en el escenario específico de la infección por RV/EV, así 

como la relación de la microbiota bacteriana nasofaríngea con las diferentes presenta-

ciones clínicas de dicha infección, pone en valor los resultados de esta tesis a pesar del 

tamaño muestral.   
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Por último, la metodología empleada en los estudios que conforman esta tesis para el 

estudio de las comunidades microbianas de la nasofaringe también puede resultar una 

limitación. Las técnicas de PCR y la secuenciación del gen ARNr 16S carecen de capaci-

dad para discernir la viabilidad de virus y bacterias detectados, así como tampoco 

pueden aportar datos directos sobre la funcionalidad de estas comunidades. En este 

sentido, cada vez es más frecuente el estudio del metatranscriptoma, en combinación 

con la secuenciación de amplicones o la metagenómica shotgun a la que nos refería-

mos en la introducción. La metatranscriptómica es capaz de analizar la expresión géni-

ca de las comunidades microbianas a estudio y además provee información comple-

mentaria sobre la función activa de esta comunidad [304], con lo que es probable que 

en el futuro los estudios sobre la microbiota nasofaríngea utilicen cada vez más esta 

metodología. Además, la resolución taxonómica a nivel de especie del gen ARNr 16S es 

baja se si se utilizan regiones hipervariables en vez del gen completo, especialmente 

con tecnologías de secuenciación de lecturas cortas, como por ejemplo MiSeq de Illu-

mina, en las que se secuencian amplicones de las regiones V3-V4 del gen ARNr 16S; 

dicha tecnología fue, de hecho, la utilizada en el segundo estudio de esta tesis. Sin em-

bargo, se creyó conveniente asignar las secuencias hasta nivel de especie, en tanto que 

la identificación taxonómica de especie refuerza la relevancia clínica de los estudios de 

microbiota humana, y por ello se utilizaron programas para la asignación específica-

mente diseñados para la clasificación de lecturas cortas del gen ARNr 16S, con eleva-

dos niveles de identidad o confianza. En este sentido, el desarrollo futuro de las técni-

cas de metagenómica shotgun permitirá mejorar la resolución taxonómica a nivel de 

especie e incluso de cepa [198]. 

Sin embargo, a pesar de las limitaciones comentadas, las evidencias aportadas por los 

estudios incluidos en esta tesis demuestran el potencial papel que la microbiota naso-

faríngea ejercería a la hora de modular la gravedad de la infección respiratoria por 

RV/EV en población pediátrica. Existen pocos grupos que estudien dicha microbiota 

como factor modulador de la salud respiratoria, y menos aún en el escenario específi-

co de la infección por RV/EV. Se trata de un campo en continua actualización y con 

múltiples perspectivas de futuro. En este sentido, el desarrollo de técnicas diagnósticas 

basadas en el análisis de la microbiota nasofaríngea que permitieran diferenciar de 
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forma precoz aquellos niños con mayor riesgo de presentar una infección grave por 

RV/EV se antoja como una interesante línea de investigación. De hecho, en el caso de 

la enfermedad neumocócica invasiva, un estudio realizado por nuestro grupo demos-

tró la capacidad de la microbiota nasofaríngea para discernir entre aquellos pacientes 

con infección bacteriana potencialmente grave de aquellos pacientes con infección 

viral en el tracto respiratorio autolimitada y leve [178].  

No obstante, la aplicabilidad de este tipo de estudios en la práctica clínica diaria es aún 

hoy día complicada. Los estudios de microbiota nasofaríngea basados en tecnologías 

de secuenciación masiva presentan un elevado coste y precisan grandes requerimien-

tos computacionales, con una preparación de librerías laboriosa y lenta. Sin embargo, 

en los últimos años la aparición de tecnología de secuenciación en tiempo (Oxford 

Nanopore Technologies (MinION-Nanopore)) real ha resuelto algunos de estos incon-

venientes, al tratarse de una alternativa menos laboriosa, más rápida y coste-efectiva 

[207, 305], lo que podría mejorar la viabilidad de los estudios de microbiota nasofarín-

gea para su uso clínico. De hecho, existen ya algunos estudios que han evaluado la 

implementación de esta tecnología para el diagnóstico etiológico temprano y la detec-

ción de resistencias en la práctica clínica en casos aislados [306-310].  

Además de las dificultades técnicas, otros problemas que complican la aplicación clíni-

ca de estos estudios radican en la no existencia de una composición taxonómica cla-

ramente establecida en individuos sanos, lo que implica que la identificación de bio-

marcadores se base en una comparación de poblaciones de casos frente a controles 

sanos [311]. Así mismo, los cambios taxonómicos en individuos con una misma enfer-

medad no son totalmente consistentes, como consecuencia de diferencias en proce-

samiento de las muestras, extracción, secuenciación, análisis de datos, poblaciones a 

estudio, o factores de confusión comentados como la exposición a antibióticos [162, 

312-313]. Por todas estas razones, el principal desafío asociado al diagnóstico basado 

en la microbiota radica en la validación, lo que implica que es necesario acumular el 

mayor número de datos posible para poder definir los perfiles de microbiota respirato-

ria asociados a estados de salud y enfermedad.   
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Otro campo de investigación futura radica en el diseño de terapias destinadas a la mo-

dulación de la composición de la microbiota nasofaríngea, con el objetivo de enrique-

cer dicha microbiota en bacterias saludables que pudieran prevenir la infección grave 

por RV/EV. En este sentido, existe evidencia en la literatura acerca de la utilidad de los 

probióticos en las infecciones respiratorias [314-315]. Los probióticos se definen como 

aquellos microorganismos vivos que consumidos en cantidades adecuadas ejercen 

efectos beneficiosos sobre el huésped que los consume [316]. Estas sustancias han 

demostrado capacidad para reducir el número y duración de episodios de infección 

respiratoria del tracto respiratorio superior [317], mejoran el curso clínico de la neu-

monía [318], y también podrían tener un papel protector en la neumonía asociada a 

ventilación mecánica [319]. Sin embargo, la mayoría de probióticos comercializados 

hasta la fecha y empleados en la práctica clínica basan su composición en especies que 

forman parte de la microbiota intestinal, como Lactobacillus o Bifidobacterium [320], y 

su efecto sobre la microbiota respiratoria podría ser diferente. En este sentido, se po-

drían diseñar probióticos ricos en bacterias con un potencial efecto beneficioso más 

directo sobre la microbiota nasofaríngea, como por ejemplo los que se han descrito en 

los estudios incluidos en esta tesis (D.pigrum o algunas especies de Corynebacterium). 

Los efectos beneficiosos de estas especies en la modulación del sistema inmune y la 

resistencia frente a patógenos ya se han demostrado en modelos de ratones in vivo 

[274-275], aunque es posible que no todas las cepas de estas bacterias puedan presen-

tar este efecto protector, como señalan otros autores [271, 321-322], por lo que es 

preciso continuar con la investigación y caracterización de microorganismos que pu-

dieran representar una nueva generación de probióticos.  

 

 

 

 

 

 



6. CONCLUSIONES 
 

1. Los RV/EV en mono-infección pueden constituir el agente etiológico de ITRI 
grave en el paciente pediátrico, especialmente en niños de menor edad.  
 

2. La co-infección con otros virus respiratorios no resulta un factor determinante 
para conferir gravedad a las ITRI por RV/EV.  

 
3.  Las especies de RV/EV no mostraron diferencias en su capacidad de causar 

cuadros clínicos más graves.  
 

4. Se han identificado perfiles de microbiota nasofaríngea bacteriana relacionados 
con salud respiratoria. Estos perfiles son ricos en bacterias pertenecientes al 
género Dolosigranulum y Corynebacterium, entre los que existe una correlación 
positiva.  

 
5. Existen diferentes perfiles de microbiota nasofaríngea bacteriana en función de 

la presentación clínica de la infección por RV/EV:  

5.1 Los niños sanos sin detección de RV/EV presentaron una microbiota rica 
y diversa, con abundancia del género Dolosigranulum y 
Corynebacterium.  

5.2 Los niños con ITRS por RV/EV presentaron un perfil de microbiota 
nasofaríngea bacteriana intermedio, traduciendo que no se ha producido 
una disbiosis completa de la microbiota, conservando la presencia de 
bacterias beneficiosas del género Dolosigranulum así como niveles 
intermedios de riqueza y diversidad. 

5.3 Los niños con ITRI grave por RV/EV presentan una microbiota menos rica 
y diversa, con un predominio de bacterias del género Haemophilus, y 
pérdida de géneros relacionados con salud respiratoria. 
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