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Deteccion y tipificacion del virus sincitial respiratorio
mediante la técnica RT- PCR anidada en pacientes
con infeccidn respiratoria aguda*

RESUMEN

Antecedentes: £/ virus sincitial respiratorio (VSR) es
uno de los principales agentes etiolégicos de la in-
feccién respiratoria aguda (IRA), considerada como
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una de las causas mds importantes de
morbimortalidad infantil en el mundo. El
diagndstico de la entidad y, especifica-
mente, la deteccién y caracterizacion de
ciertos agentes usando los métodos
convencionales presenta algunas falen-
cias que pruebas moleculares como el
PCR de transcripcién reversa (RT-PCR)
intentan resolver.

Objetivo: Desarrollo de un protocolo de
RT-PCR anidada para la deteccion y tipifi-
cacion del VSR en muestras respiratorias.
Métodos: Se incluyeron hisopados y as-
pirados nasofaringeos provenientes de
enfermos con clinica compatible con IRA,
reportados como positivos o negativos
para el VSR por inmunofluorescencia. Se

aplicé la técnica molecular RT-PCR seguida de un
PCR anidada, para la deteccién y tipificacion del VSR
usando como blanco de amplificacién el gen de la
nucleocdpside, que diferencia los tipos A y B gracias
al tamaro de sus amplicones.

MaARiA FERNANDA Mojica*
MARiA FERNANDA EscoBar*
MARTHA PATRICIA ESCALANTES
CARLOS ALBERTO JARAMILLO*
MARiA DEL PiLAR DELGADO*

* Apoyo financiero: Esta investigacion se financié con fondos de La
Facultad de Ciencias de la Universidad de los Andes, Bogotd,
Colombia.

* Laboratorio de Diagndstico Molecular y Bioinformdtica, Universidad
de los Andes. Bogotd, Colombia.

§ Divisién de Virologia, Laboratorio de Salud Ptiblica, Secretaria
Distrital de Salud de Bogotd, Colombia.

Trabajo recibido: 08-V-2007; aceptado: 22-V-2008

Conflicto de intereses: Ninguno

ABSTRACT

Background: Respiratory Syncytial Virus (RSV) is
one of the main causes of acute lower respirato-
ry tract infections (ALRTI), and one of the most
important causes of morbidity and mortality in
infants worldwide. Diagnosis of the entity and
specifically, detection and characterization of cer-
tain ethiological agents by conventional methods
carries difficulties that molecular techniques such
as reverse transcription PCR (RT-PCR) pretend to
overcome.

Objective: To develop a nested RT-PCR protocol
for the detection and typing of RSV in respiratory
simples.

Methods: Nasopharyngeal swabs and aspirates
from patients with symptoms compatible of ALRTI,
that tested positive or negative for RSV by immuno-
fluorescence assay, were used in this study. The molec-
ular technique applied was a RT-PCR followed by a
nested PCR using primers for the nucleocapsid gen,
that discriminate RSV type A from B by the differ-
ential size of the amplicons.

Results: A total of 30 samples were processed, re-
sulting in 2 positives for RSV type A, 16 for RSV
type B, and 7 positive to both types; 5 were nega-
tive for RSV.
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Resultados: Se procesaron en total 30 muestras, de
las cuales 2 resultaron positivas para el VSR tipo A,
16 positivas para el VSR tipo B, y 7 mostraron una
infeccién mixta por los tipos A y B; 5 fueron nega-
tivas para VSR.

Conclusion: Los resultados sugieren que el proto-
colo de RT-PCR aqui presentado ofrece una alter-
nativa rdpida y eficaz para la deteccién y tipificacion
del VSR a partir de muestras respiratorias.

INTRODUCCION

El virus sincitial respiratorio (VSR) es uno de los
principales agentes etiolégicos de la infeccion
respiratoria aguda (IRA), y representa una de las
causas mas importantes de morbimortalidad in-
fantil en el mundo. Para la Secretaria Distrital de
Salud de Bogotd, el 63.6% de los casos positivos
para agentes virales durante 2005 fueron por el
VSR." La infeccién por el VSR se presenta en to-
dos los grupos de edad, pero predomina en los
nifos menores de cinco afos. Se reporta que mas
del 70% de los nifos de un afo han sido infec-
tados por el VSR, y que el resto adquirira la in-
feccién a los dos afios.>

El diagndstico de la infeccion respiratoria y es-
pecificamente la deteccion y caracterizacién de
ciertos agentes v.gr., el VSR, usando los méto-
dos convencionales, presenta algunas falencias
que pruebas moleculares como el PCR de trans-
cripcién reversa (RT-PCR) intentan resolver. En-
tre las técnicas diagndsticas, el cultivo se consi-
dera como la prueba de referencia o estandar de
oro para el diagndstico de la etiologia de IRA,
pero actualmente se cuestiona su papel debido a
que, cuando es posible llevarlo a cabo, resulta la-
borioso, demorado y de sensibilidad variable.?
Para el caso particular, el método clasico para el
diagnostico del VSR es el aislamiento en cultivo
celular, pero puede conllevar a resultados falsos
negativos ya que este virus es muy labil.* Los en-
sayos inmunoenzimaticos tipo ELISA e inmu-
nofluorescencia (IF) también presentan problemas
de sensibilidad.®

Es probable que estas dificultades en el diag-
nostico sean las responsables de que se desco-
nozca la etiologia en més del 50% de los casos
de IRA;® impidiendo el tratamiento adecuado de
la enfermedad. Ante esta situacion, se han venido

Virus sincitial respiratorio en infeccion respiratoria aguda

Conclusion: Our results suggest that this RT-PCR
protocol represents a quick and effective alternative
for the detection and typing of RSV from respiratory
samples.

desarrollando técnicas moleculares para el diagnos-
tico de los virus causantes de IRA, con excelentes
resultados. En uno de ellos, realizado en adultos, se
compararon el RT-PCR con el cultivo, observan-
dose que éste presentaba una sensibilidad del
39%, y la del RT-PCR de 73%, con especificidad
cercana a 99%.” No obstante, aiin no hay consen-
so respecto a la técnica molecular que debe ser im-
plementada; como consecuencia, el diagnostico
contintia siendo fundamentalmente clinico.

Con estos antecedentes, nuestro objetivo fue
desarrollar un protocolo de RT-PCR anidada para
la deteccion vy tipificacién del VSR en muestras
respiratorias de nifios con sintomas compatibles
con IRA.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio: Treinta pacientes de O a
5 afios, con sintomas y signos compatibles con
IRA, segln el criterio de la Organizacién Mun-
dial de la Salud.®

Las muestras fueron obtenidas entre julio de
2005 y enero de 2006 en diferentes centros hos-
pitalarios de Bogotd, DC, Colombia; como parte
del proyecto de "Vigilancia de la influenza y otros
virus respiratorios en Bogotd", realizado por la
Secretaria Distrital de Salud.

Especimenes: Las muestras respiratorias
(hisopados o aspirados faringeos o nasofarin-
geos), fueron tomadas por médicos en varias ins-
tituciones centinela y remitidas al Laboratorio de
Virologia de la Secretaria de Salud de Bogota
(LVSSB). Se incluyeron en el estudio muestras
que por la prueba de IF realizada en el LVSSB
resultaron positivas, asi como muestras negati-
vas para el VSR.

Preparacion del acido ribonucleico (ARN).
El ARN viral fue obtenido a partir de 140 uL de
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muestra con el QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qia-
gen), segln las recomendaciones del fabricante.
De cada muestra se obtuvieron 2 alicuotas de 40
ul cada una, las cuales fueron mantenidas a -
20°C hasta su uso en la PCR.

Deteccidon del agente. La deteccion del
VSR se realiz6 amplificando la regiéon compren-
dida entre los genes de nucleoproteina y la pro-
teina fosforilada, por medio de la técnica de
RT-PCR. Los cebadores utilizados fueron RS-
VABF (5"-GTCTTACAGCCGTGATTAGG-3") y
RSVAB R (5"-GGGCTT-TCTTTGGTTACTTC-
37), descritos por Stockton.’ El volumen final de
cada reaccion correspondié a 25 uL con una
concentracién de 0.2 mM de cada dNTPs, 2
mM de MgSO4, 0.2 uM de cada iniciador y
una mezcla de transcriptasa reversa SuperScript
[l'y Tag DNA polimerasa Platinum del kit Su-
perScript One-Step RT-PCR UIT Platinum Taq
(Invitrogen).

Tipificacion del VSR. Se realizé6 un PCR
utilizando los iniciadores RSVA F (5"-GATGT-
TACGGTG-GGGAGTCT-3") y RSVA R (5°7-
GTACACTGTAGTTAATCACA-3") para el tipo A
y RSVBF (5"-AATGCTAAGATGGGGAGTTC-3") y
RSVB R (5"-GAAATTGAGTTAATGACAGC-3")
para el tipo B, todos descritos por primera vez
por Stockton.® Los productos de amplificacién es-
perados fueron de 334 pb y 183 pb para el tipo
Ay B, respectivamente.

Como control positivo se utilizaron cepas
del VSR, provistas por el Instituto Nacional de
Salud, instituto de referencia ubicado en Bo-
gotd, Colombia, las cuales fueron confirmadas
por PCR como tipo A y B. El blanco de reac-
cion siempre fue agua estéril calidad Biologia
Molecular. Adicionalmente, cinco muestras
negativas por IF y PCR para el VSR (denomi-
nadas C1, C2, C3, C4 y C5), pero positivas
por la primera prueba para otros virus respira-
torios (influenza y adenovirus), fueron inclui-
das a manera de controles negativos de la
prueba.

Finalmente, alicuotas de 15 ulL resultado del
PCR fueron sembrados en geles de agarosa al
2.0% . Una tincion posterior del gel, usando bro-
muro de etidio, permiti6 la visualizacién de los
productos de reaccion, tras realizar una electro-
foresis a 100 V durante 50 min.

RESULTADOS

Comprendieron 15 pacientes (53.3%) eran nifios
y 12 (40%) nifas, de los que 43.3% eran meno-
res de 6 meses; se desconocen edad y sexo de
los 3 restantes.

Los diagndsticos elaborados fueron neumonia-
bronconeumonia, bronquiolitis y/o sindrome
bronquiolitico agudizado, en el 43.3, 36.7 y
10%, respectivamente; definimos a la bronquio-
litis como un primer episodio de sibilancias y fie-
bre 0 a un segundo episodio con estudio viroldgico
positivo para VSR y sindrome bronquiolitico al con-
junto de episodios que cursan con sibilancias y fie-
bre, no contemplados en la definicion anterior.
Los sintomas predominantes fueron hipertermia
> a38°C (88.9%) y dificultad respiratoria (50%).
El 37% presentd sibilancias, rinorrea y tos seca.

Del total de las 30 muestras incluidas, 25 re-
sultaron positivas y 5 negativas para VSR cuando
se aplico la prueba de IF en el LVSSB.

La técnica del RT-PCR, aplicada a la totalidad
de muestras mostr6 una concordancia del 100%
con los resultados de la IF. Adicionalmente, la
estandarizacion del protocolo aqui descrito permi-
tio establecer que de las 25 muestras positivas
para VSR, 16 correspondian al VSR tipo B, 2 al
VSR tipo Ay 7 a ambos tipos. La Figura 1 mues-
tra algunos de los resultados obtenidos durante el
proceso de estandarizacion de la prueba, la cual
se llevé a cabo usando, tanto MgCl, (3.5 mM)
como MgSO, (3.5 mM). En todos los casos, las
bandas de peso molecular esperado fueron me-
jor visualizadas cuando se us6 MgSO, en la con-
centracion descrita. Esto se aprecia especialmente
en las muestras 2 (pozos 2y 3) y 17 (pozos 9 y
10), en donde se observa que cuando la reaccion
fue realizada empleando MgSO,, las bandas co-
rrespondientes al VSR Ay B se hacen evidentes,
mas claras y definidas.

La especificidad fue comprobada por la no
amplificacién de las denominadas muestras con-
trol, negativas por IF para el VSR. La sensibilidad
de la reaccién de PCR, evaluada por medio de
diluciones del cDNA, como ha sido descrita por
otros autores, " se determin6 en 20 pg/mL.

La Tabla I resume los resultados de las prue-
bas IF y RT-PCR, y algunas caracteristicas demo-
graficas como la edad y el sexo, asi como el tipo
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10 11 12 13

Figura 1. Deteccidn vy tipificacion del VSR por RT-PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 2% . Pozo 1: con-
trol (-). Pozo 2: muestra 2 (c). Pozo 3: muestra 2 (s). Pozo 4: muestra 5 (c). Pozo 5: muestra 5 (s). Pozo 6:
muestra 16 (c). Pozo 7: muestra 16 (s). Pozo 8: marcador de peso molecular. Pozo 9: muestra 17 (c). Pozo
10: muestra 17 (s). Pozo 11: muestra 18 (c). Pozo 12: muestra 18 (s). Pozo 13: muestra 19 (c). Pozo 14:
muestra 19 (s). (c): MgCL; (s): MgSO,. Se indican los tamafios moleculares aproximados de las bandas.

de muestra y el diagnostico clinico de los pacien-
tes incluidos en el estudio.

DISCUSION

El diagndstico de los agentes etiolégicos de la
IRA presenta grandes retos, principalmente por la
gran variedad de agentes involucrados y la dificul-
tad de obtener material representativo de las vias
aéreas. Los signos clinicos especificos, el cultivo
de muestras y las radiografias de térax han mos-
trado tener poca correlacién con el agente etio-
l6gico.” Igualmente, las técnicas de deteccion
directa de antigenos v.gr., la IF directa, aunque
ofrecen resultados rapidos, carecen de sensibili-
dad, haciendo necesaria la realizacién de pruebas
complementarias como el cultivo u otras prue-
bas adicionales de deteccion directa y/o indirecta
de antigenos.>'213

La alternativa RT-PCR es usada con mayor
frecuencia por investigadores interesados en de-
sarrollar pruebas moleculares que permitan un
diagnéstico sensible y especifico de agentes in-
fecciosos dificiles de cultivar, entre ellos algunos
de los virus que afectan el tracto respiratorio.

El protocolo de dos pasos aqui presentado in-
cluye la ejecucion de una PCR anidada realizada
tras llevar a cabo un RT-PCR. El protocolo presen-
ta una ventaja respecto a otras pruebas de este
tipo, ya que permite al mismo tiempo la detec-
cion y tipificacion de cepas del VSR presentes en
las muestras.

La tipificacién de cepas como A o B, se reali-
za con base en las diferencias de la region com-
prendida entre los genes de nucleoproteina y de
la proteina fosforilada que se pueden hacer evi-
dentes en los tamanos de los amplicones, los cua-
les corresponden a 334 pb para el primer tipo
(Tipo A), y 183 pb para el segundo (Tipo B).

El procedimiento de RT-PCR aplicado en
este estudio se basa en el propuesto por Stoc-
kton en 1998; el protocolo fue modificado por
MF Escobar en el 2005 y posteriormente por Mo-
jica et 4l en el 2006. Para el proceso de estan-
darizacion se realizaron ensayos usando MgCl,
0 MgSO, encontrandose que al usar MgSO, a
una concentraciéon de 3.5 mM, las bandas pre-
sentes se hacen mas evidentes y definidas, que
cuando se usa MgCl, a la misma o en otras
concentraciones, caso en los cuales se obser-
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Tabla I. Detecciéon del VSR en 28 muestras respiratorias por RT-PCR.

Muestra Tipo de Edad Diagnéstico Resultado Resultado
No. muestra Sexo (en meses) clinico IF PCR
1 HN M 2 N-B VSR VSR tipo B
2 AN M 12 N-B VSR VSR tipo B
3 HN M 5 B VSR VSR tipo B
4 AN M 4 N-B VSR VSR tipo B
5 HN F 13 N-B VSR VSR tipo A
6 AN M 23 N-B VSR VSR tipos Ay B
7 AN F 8 SBA VSR VSR tipo B
8 N/E F 5 B VSR VSR tipo A
9 N/E M 2 B VSR VSR tipo B
10 AN F 3 SBA VSR VSR tipo B
11 N/E M 3 B VSR VSR tipo B
12 AN F 5 N VSR VSR tipo B
13 N/E F 7 B VSR VSR tipos Ay B
14 AN M 1 B VSR VSR tipo B
15 AN M 6 N-B VSR VSR tipo B
16 N/E M 10 N VSR VSR tipo B
17 N/E N/E N/E N/E VSR VSR tipos Ay B
18 N/E F 4 B VSR VSR tipo B
19 N/E N/E N/E N/E VSR VSR tipo B
20 N/E M 11 B VSR VSR tipos Ay B
21 AN F 12 N-B VSR VSR tipo B
22 AN M 24 N-B VSR VSR tipos Ay B
23 N/E F 5 B VSR VSR tipo B
24 N/E M 5 N VSR VSR tipos Ay B
25 AN F 2 B VSR VSR tipos Ay B
C1 AN F 11 B Negativo Negativo
C2 AN M 24 N-B Negativo Negativo
C3 HN M 27 SBA Negativo Negativo
c4 AT F 6 N-B Negativo Negativo
C5 AT M 6 N/E Negativo Negativo

Abreviaturas = HN: Hisopado nasofaringeo; AN: Aspirado nasofaringeo; AT: Aspirado traqueal; N/E: No
especificado; N: Neumonia; N-B: Neumonia-bronconeumonia; B: Bronquiolitis; SBA: Sindrome bronquio-
litico agudizado; C: Controles (muestras negativas por IFI); IF: Inmunofluorescencia; PCR: Reaccién en ca-

dena de la polimerasa.

van mas tenues. Los resultados obtenidos per-
miten sugerir el uso del sulfato de magnesio en
lugar del cloruro de magnesio, ya que el sulfa-
to dio como resultado una mejor visualizacién
de los productos, lo que condujo a mejorar la
sensibilidad de la técnica. No obstante, es im-
portante ser cuidadosos en la concentracion
especifica de sulfato a usar, pues en algunos
casos también se visualizan bandas no especi-
ficas. Lo anterior hizo necesario encontrar por
titulacién una concentracién 6ptima de este
compuesto, de manera que las bandas especi-

ficas sean claramente definidas minimizando al
maximo el ruido de fondo.

Por otro lado, al comparar los resultados del
RT-PCR con los de la IF, se observa que la RT-
PCR anidada presenta una correlacion del 100%
en relacion con los resultados de deteccion del
VSR, mediante IF. Ademas, la misma prueba per-
mitio la tipificacion viral lograndose determinar
que, entre los meses de julio de 2005 y enero de
2006, hubo una circulaciéon paralela de los dos ti-
pos VSR Ay VSR B en la ciudad de Bogota, Co-
lombia, e incluso la presentacién de infecciones
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mixtas (28% de casos). Estos datos prelimina-
res corroboran lo reportado en la literatura acer-
ca del patron de circulacion del VSR en paises del
hemisferio norte y sur."*"

Con base en los resultados de este estudio pi-
loto, se sugiere la aplicacién de la técnica de RT-
PCR descrita, usando un mayor nimero de mues-
tras que incluyan las correspondientes a una
poblacién mayor de pacientes y una poblacién de
controles pareada, a fin de determinar si la situa-
cién observada en éste y otros estudios'”'® es o
no similar.

En relacion con los datos demogréficos y clini-
cos de los pacientes, y sin intentar hacer asocia-
cién alguna, se observéd que los mas afectados
fueron los nifios < a 6 meses, y que los diagnds-
ticos clinicos con mayor frecuencia asociados a
esta infeccion fueron la bronconeumonta y la bron-
quiolitis, al igual que lo reportado en la literatura.'2

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Falté un grupo control, que no pudo ser incluido
porque el estudio se realizé usando muestras pro-
venientes de un proyecto de vigilancia centinela
de virus respiratorios, por lo que los pacientes
fueron seleccionados con base al diagnéstico cli-
nico especifico de IRA. Como consecuencia, no
fue posible realizar calculos de sensibilidad ni es-
pecificidad de la prueba, por lo que no se incluyé
como parte de los objetivos.

Los resultados de este estudio preliminar, hacen
evidente la necesidad de realizar otros que incluyan
un mayor nimero de muestras y por periodos mas
prolongados de tiempo, preferiblemente ciegos,
con el fin de tener un mejor acercamiento al co-
nocimiento del posible patrén de circulaciéon de los
tipos del VSR, asi como buscar correlaciones entre
el diagnéstico clinico y/o sintomas y la infeccién
por los diferentes tipos de VSR descritos, con el
fin Gltimo de profundizar los conocimientos de
manera que los datos epidemioldgicos, clinicos y de
laboratorio obtenidos permitan la prevencién y/o
control més eficaces de este agente a mediano plazo.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se empled la técnica de
RT-PCR para la deteccion vy tipificacion del VSR

Virus sincitial respiratorio en infeccion respiratoria aguda

en muestras respiratorias provenientes de pacien-
tes con sintomatologia compatible con IRA. Los
resultados indican que, bajo las condiciones de
reaccion descritas, se logra una eficaz y rapida
deteccién y caracterizacién de ambos tipos, VSR
tipo Ay VSR tipo B.

El protocolo establecido podria ser aplicado en
estudios epidemiolégicos de mayor escala, que
busquen establecer el patrén de circulacion los
tipos A y B, asi como su clinica asociada y las
caracteristicas demogréficas que podrian hacer
susceptible a nuestra poblacién.
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