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RESUMEN

Objetivo: Genotipificar el Virus Respiratorio Sincitial (VRS) tipo A en muestras nasofaringeas
de pacientes pediatricos hospitalizados con el diagndstico clinico de infeccidn respiratoria
aguda en hospitales nacionales de Peru.

Métodos: Se realiz6 un andlisis de datos secundarios a partir de un estudio transversal previo
realizado en nifios con Infeccién Respiratoria Aguda del 2009 al 2012 y del 2018-2020. Todas
las muestras han sido analizadas mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para
VRS-A, luego fueron secuenciadas, alineadas y finalmente se determind el genotipo de cada
una.

Resultados: Se estudiaron un total de 211 muestras positivas para VRS-A de las cuales 93
muestras fueron positivas al secuenciamiento y el genotipo més frecuente encontrado mediante
estudio filogenético fue el ON1, con 86.79% de los casos y el NAL con 13.21% de los casos.
Conclusiones: Hubo una alta prevalencia de VRS-A del genotipo ON1 en la poblacion

estudiada. Los casos de VRS-A, en Peru, fueron més prevalentes en los meses de marzo a junio.

Palabras clave: [VSR; Asma; Pediatria; Bronquiolitis; Virus respiratorios; PCR]



ABSTRACT

Objective: To genotype RSV type A in nasopharyngeal samples from pediatric hospitalized

patients with the clinical diagnosis of acute respiratory infection in national hospitals in Peru.

Methods: A secondary data analysis was carried out from a previous cross-sectional study
performed in children with Acute Respiratory Infections from 2009 to 2012 and from 2018 to
2020. All samples have been analyzed through the Polymerase Chain Reaction (PCR) for RSV-
A, subsequently they were sequenced, aligned and finally the genotype of each one was

determined.

Results: A total of 211 RSV-A positive samples were studied, of which 93 samples were positive to

sequencing and the most frequent genotype found by phylogenetic study was ON1, with 86.79% of

cases and NA1 with 13.21%. of the cases.

Conclusions: There was a high prevalence of RSV-A of the ON1 genotype in the studied

environment. RSV-A cases, in Peru, prevalence was higher in the months of march and june.

Keywords: [Asthma; Pediatrics; Bronchiolitis; Respiratory virus; PCR]
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INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) son unas de las principales causas de visita médica,
dentro de ellas, las infecciones de las vias respiratorias inferiores provocan mas de 4 millones
de muertes anuales, en nifios menores de 5 afios (1,2,3). Los principales microorganismos
causantes de las infecciones de las vias respiratorias inferiores son los virus, dentro de los
cuales se encuentran los virus de influenza, el virus respiratorio sincitial (VRS) y maés
recientemente el coronavirus (SARS Cov-2) (4,5). Dentro de las infecciones respiratorias
virales en menores de 2 afios, el VRS es la causa mas frecuente de infecciones de las vias
respiratorias inferiores en nifios, siendo el agente etioldgico en mas del 22% de los casos

(1,6,7).

Se trata de un virus altamente contagioso, con cuadros clinicos similares a otras IRA, en su
mayoria causando cuadros clinicos de vias respiratorias superiores, autolimitados con
resolucion en 1 a 2 semanas requiriendo Unicamente tratamiento sintoméatico, como también
poder progresar hacia un cuadro clinico de vias respiratorias inferiores como neumonia y
bronquiolitis, llevando a la hospitalizacién de los pacientes para un cuidado méas dirigido
(8,9). De tal manera, la CDC emite un boletin de emergencia en el cual fomenta la toma de
pruebas para deteccion de VRS en pacientes que acudan con IRA y presenten una prueba para
SARS Cov-2 negativa, ya que el primero puede causar un cuadro severo, no sélo en nifios como
previamente se conocia, Sino también en ancianos e inmunodeprimidos, requiriendo incluso en

algunos casos, ser hospitalizados (6,10).

Las infecciones infantiles por VRS se han relacionado con sibilancias cronicas y asma, ademas
de tener como consecuencia un gran impacto en la salud de nifios, sobre todo los de edad escolar
(9,11,12). En nifios pequefios menores de 6 meses se presenta como irritabilidad, letargia, mala

alimentacion y apnea con o sin fiebre; mientras que en nifios mayores se presenta como



rinorrea, disminucion del apetito, tos, estornudos, fiebre y en algunos casos sibilancias (9,10).
Este virus tiene una distribucién uniforme en todo el mundo y se distribuye mayormente
durante el otofio, invierno y principios de la primavera, mientras que, en regiones de climas

frios, se presenta uniformemente durante todos los meses del afio (13,14).

El virus respiratorio sincitial es un pneumovirus ARN monocatenario, en sentido negativo, de
la familia de los pneumoviridae (15,16). El virus contiene 10 genes en total y cada uno codifica
una proteina diferente, a excepcién del gen M2, el cual da lugar a dos proteinas, teniendo asi
un total de 11 proteinas virales distintas. En comparacion con los otros virus de su familia es
de igual tamafio, sin embargo, es el mas complejo al tener varios genes y proteinas adicionales.

Dentro de sus principales proteinas se encuentran: F, G, NS1, NS2, SH, M2-1y M2-2 (15,17).

El VRS se caracteriza por presentar dos subtipos antigénicamente diferentes, Ay B, asi como
maltiples genotipos, con la capacidad de circular de forma simultanea (18,19). En la actualidad
se conocen 13 genotipos del grupo VRS-A (GA1-GA7, SAALl, NA1-2 y ON1-2) y 20
genotipos de VRS-B (GB1-4, BA1-10, SAB1-4,y URU1-2) (14,17,18). Previamente se creia
que el genotipo NAL1 del subtipo A era el mas comdn en circulacion, hasta la aparicion del ON1
en Ontario en el afio 2011 y desde este suceso se sabe que es el mas predominante (21). Segun
lo descrito en el articulo de Streng et al. 2019, se sabe que los genotipos GA2 y GA5 son los
mas prevalentes en Latinoamérica, mientras que en Estados Unidos y en Corea del Sur es el

genotipo ONL1 entre los principales genotipos del VRS-A (22, 23).

Un estudio reciente realizado en Singapur entre el 2014 y el 2018, reveld una alta prevalencia
del tipo A en nifios menores de 5 afios durante dichos afios, a excepcién del 2016, donde el tipo
B ha sido el mas prevalente (24). Estudios realizados en Peru, demostraron valores similares al
mencionado previamente. Saiki et al. 2019, han evidenciado una dominancia por parte del VRS

tipo A sobre el B en nifios menores de 5 afios (25).



Una de las razones por las que en nifios el riesgo de hacer un cuadro mas severo es mas alto
que en adultos, se debe a las células dendriticas plasmacitoides y las células dendriticas
mieloides, quienes juegan un rol importante durante la infeccion de VRS, la cual consiste en
producir IFN alfa y beta (15,22). Se ha demostrado que en nifios y neonatos hay inmadurez de
estas células, por lo que no se genera una respuesta de memoria adecuada; lo cuél podria
permitir que se dé una reinfeccion, incluso de la misma cepa. A diferencia de los adultos, que
tienen esta capacidad conservada y son capaces de producir anticuerpos neutralizantes de tipo
IgG contra la proteina F. Debido a la alta capacidad de contagio del VRS y la deficiente calidad
de la inmunidad que queda post-infeccion, la prevencion recae en el desarrollo de una vacuna,

utilizando la proteina F como blanco terapéutico (27).

Dentro de los subtipos del VRS, el VRS-A es el mas prevalente, en comparacion con el VRS-
B, segun lo evidenciado en los diferentes articulos revisados, tanto en Latinoamérica,

especificamente en Peru, asi como también en otros paises (2, 4).

Es muy importante la realizacion de estudios de genotipificacién, no solo desde el punto de
vista epidemioldgico si no también desde la perspectiva clinica, puesto que otros estudios han
demostrado que existen patdgenos que responden de diferente manera frente a diferentes
terapias, para estudios a futuro, la actual investigacion permitira conocer los genotipos y las
secuencias de estos de manera que sera posible intervenir sobre estos con terapias especificas

(28).

Por lo expuesto, este estudio tiene como finalidad evaluar los diferentes genotipos mas
frecuentes del VRS-A en muestras nasofaringeas en nifios hospitalizados en Peru, que podria
ser muy Util para la adquisicion de la vacuna mas adecuada, dirigida a los genotipos
encontrados. Adicionalmente, en Latinoamérica no se dispone de la suficiente informacién, por

lo que el estudio podria servir para la toma de multiples decisiones.



MATERIALES Y METODOS

Descripcion de la poblacion en estudio

Los participantes del presente estudio fueron nifios de 0 a 17 afos, hospitalizados con
diagnostico clinico de Infeccion respiratoria aguda (IRA). Segun estos criterios se obtuvieron
1698 muestras nasofaringeas, mediante PCR a tiempo real para la deteccién e identificacion de

patogenos de las vias aéreas, entre ellos el VRS.

Recoleccion de muestras y deteccion del VRS

Se utilizaron 351 muestras remanentes positivas para VRS colectadas durante enero del 2009

al 2012 y del 2018 al 2020 a partir de las 1698 muestras obtenidas en el paso previo (29).

Las muestras nasofaringeas fueron colectadas con ayuda de dos hisopos de Dacrén de mango
flexible (Viral Culturette, Becton-Dickinson Microbiology Systems, MD, USA) y sumergida
en medio de transporte DMEM modificado, suplementado con suero bovino fetal al 10%, 1%
de estreptomicina/penicilinay 20 mg/mL de fungisona. Las muestras fueron transportadas a 4°
C siguiendo las condiciones de bioseguridad al Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC). En el laboratorio de biologia molecular,
las muestras fueron alicuotadas en viales estériles de 1.5 mL, cada alicuota contenia 200 pL de
la muestra en suspension. Las alicuotas fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

Todas las muestras cuentan con una ficha de datos epidemioldgicos.

Extraccion de acidos nucleicos



Se utilizé 200 puL de muestra, para obtener el material genético (ARN) se utiliz6 el Kit
comercial High Pure Template Preparation (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) y

se procedid de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial.

A la alicuota de 200uL de la muestra se agregd 250uL de la solucion “A” (200ul Binding
Buffer + 50uL proteinasa K + SuL poly A), con el objetivo de lisar el virus y degradar las
proteinas que se encuentran unidas al ARN, luego se mezcl6 con vortex y se incubé durante 10

minutos a 72°C para favorecer la lisis.

Posteriormente se adicion6 100uL del Binding Buffer y se mezcld por inversion, para proveer
un pH adecuado para que el ARN quede atrapado a la membrana, ya que esto solo se da en
presencia de alta concentracién de sales, después se armo una columna con filtro se colocé la

muestra y se centrifugé por 1 minuto a 8000 g.

Después se descartd el tubo colector, se agregd 500uL del Inhibitor Removal Buffer y se
centrifug6 por 1 minuto a 8000 g, con el propdsito de eliminar los inhibidores, deshaciéndose
de los contaminantes que puedan interferir en la PCR.

Se descarto el tubo colector y se adiciond 450uL de Wash Buffer, se centrifugo por 1 minuto a
8000 g, se descarto el tubo colector y se agrego 450uL de Wash Buffer se volvio a centrifugar
por 1 minuto a 8000 g e inmediatamente se centrifugd por 10 segundos a 13000 g. EI Wash
Buffer fue previamente preparado con etanol y tiene la capacidad de remover las sales,
impurezas o residuos que no se hayan adherido a la membrana y puedan estar fluyendo a través
de la columna interfiriendo en las futuras reacciones.

Por ultimo, se descart6 el tubo colector, se rotulé un Eppendorf y se colocé la columna, se
agrego S0uL de Elution Buffer, se incub6 por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugd
por 1 minuto a 8000 g, se repitid el procedimiento una vez mas y se guardd la muestra a -80°C

hasta su uso. El tampdn de elucion va a desprender el ARN de la membrana de silica,



permitiendo que los acidos nucleicos atraviesen la membrana durante la centrifugacion, siendo

recuperados para su posterior uso.

Identificacion de la proteina G del Virus Respiratorio Sincitial tipo A (VRS-A) mediante

PCR a tiempo real (RT-PCR).

Para la identificacion de las muestras positivas para VRS-A se utiliz6 la técnica de transcripcion
inversa - Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), los cebadores y la sonda utilizados

han sido descritos por Liu et al. (30) (Tabla 1).

Para la PCR a tiempo real se realiz6 una RT-PCR de un paso usando la sonda TagMan con
fluorescencia de BHQ a 125 nM y 250 nM de cebadores en un volumen final de 20 pL. Se
combinaron cinco microlitros del ARN extraido con 15 puL. del Ready RNA Virus Master
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Las condiciones de amplificacion para VRS-A
fueron a 50 ° C durante 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95 ° C durante 5 s, 51 ° C durante
20 sy 72 ° C durante 20 s. Realizado en el equipo LightCycler 2.0 y los datos se analizaron

con el software LightCycler 4.1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Amplificacion del gen proteina G del Virus Respiratorio Sincitial tipo A (VRS-A)

mediante RT-PCR convencional y secuenciamiento de los amplicones.

Para la amplificacion se realiz6 una primera RT-PCR, en la cual se utilizaron los cebadores
RSVA1-G513-F y RSVAL-F131-R descritos por Reiche et al (30) y Peret et al (31). Se
combinaron 5 uL del RNA y 15 pL de la enzima LightCycler® Multiplex RNA Virus Master,
todo se colocd en un termociclador Eppendorf. Las condiciones fueron: un ciclo de 50° C

durante 45 minutos, seguido de un ciclo de 95° C durante 5 minutos y posteriormente 40 ciclos



a 95° C por 30 segundos, 58° C por 30 segundos y 72° C por un minuto, una extension final de

72° C por 10 minutos y un ultimo ciclo de 4° C.

Posteriormente se realizd una segunda PCR convencional con el producto de la primera RT-
PCR los cebadores usados fueron RSVA2-G606-F y RSVA2-F22-R descritos por Peret et al
(32), la mix fue colocada en el termociclador Eppendorf. Las condiciones utilizadas fueron un
ciclo de 95° C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95° C por 30 segundos, 53° por 30
segundos, 72° C por un minuto, una extension final de 72° C por 10 minutos y un ultimo ciclo

de 4° C.

Los productos amplificados fueron separados en un gel de agarosa al 1.5%, previamente tefiido
con bromuro de Etidio. Las bandas de ADN obtenidas fueron purificadas con ayuda del Kit de

purificacion de Novagen y enviadas a secuenciar a Macrogen - Korea.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y corroboradas en el programa BLAST -

Nucleotide de la U.S National Library of Medicine (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Posteriormente las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal X2 de la University

College Dublin y se cred el archivo en formato FASTA.

Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético se utilizaron un total de 202 secuencias obtenidas en GenBank con
su respectivo cédigo de acceso por X. Chen et al (33) y las 93 muestras secuenciadas por

MacroGen del presente estudio.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Las secuencias fueron alineadas mediante la herramienta de ‘Complete Multiple alignment’
mediante Clustal X2 y posteriormente han sido importadas a MEGA-X (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) y se elaboro el dendrograma. El arbol filogenético fue
construido utilizando el método de ‘Maximum likelihood neighbor joining’ mediante Mega X,
el porcentaje de valores Bootstrap fue de 500. Finalmente se compararon las secuencias

conocidas con las estudiadas, identificando los genotipos correspondientes (Figura 1).

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la Universidad Peruana de
Ciencias Aplicadas (UPC) (Ethical Application N° FCS-CEI/ 342-05-21) y el Comité de Etica
del Instituto de Investigacion Nutricional (I11IN) (Ethical Application N° 279-2009/CEI-1IN) en

Lima, Pera.

Previo a la toma de muestra se procedi6 con la firma del consentimiento informado de los

padres o apoderados y el asentimiento informado en el caso de los nifios mayores de 8 afios.

Todos los procedimientos han sido realizados bajo las directrices éticas para la investigacion
en salud humana por el Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas

(CIOMS) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).



RESULTADOS

Frecuencia y distribucién temporal del VRS tipo A.

Se analizaron 351 muestras positivas para VRS mediante RT-PCR durante el periodo 2009-
2012 y 2018-2020, obteniéndose 211 (60.1%) muestras positivas para VRS tipo A y 140
(39.8%) muestras positivas para VRS tipo B (Figura 1). Los casos de VRS se distribuyen
durante todo el afio, sin embargo, se observa un aumento de los casos de manera reiterada, entre
los meses de marzo a mayo, durante el periodo del estudio. Este aumento, ocurrio en simultaneo
al incremento de casos de infeccidn respiratoria aguda (IRA), generados por otros patégenos a
nivel de las vias respiratorias. El afio con mayor nimero de casos de VRS fue el 2018, donde

en el mes de mayo se registraron mas de 40 casos (Figura 2).

Se les realizé PCR convencional a las 211 muestras positivas de VRS-A obtenidas previamente
mediante RT-PCR a tiempo real, para amplificar el material genético y poder realizar la
secuenciacion automatica. Solamente 103 muestras mediante PCR Convencional dieron
resultados Gptimos para la secuenciacion automatica (MS Figura 1). En el andlisis filogenético
se identificaron 2 genotipos: el ON1 y el NAL. Siendo el genotipo ON1 el méas predominante
con 46/53 (86.79%) secuencias correspondientes, seguido del genotipo NA1 con 7/53 (13.21%)
casos. No se encontraron secuencias para los demas genotipos investigados: NA2, GA1-7 y

NA1 (Figura3ay 3 b) (Tabla 2).

Asi mismo, se analizaron los sublinajes del genotipo ON1 encontrandose: ON1-1, ON1-2,
ON1-3, ON1-4, ON1-?. Dentro de ellos los de mayor prevalencia fueron el ON1-1y el ON1-?

Con 14 y 21 muestras respectivamente.



DISCUSION

El Virus Respiratorio Sincitial es el virus mas frecuente y responsable de las infecciones de las
vias respiratorias bajas en la poblacion pediatrica. Actualmente, se sabe que este patdgeno no
solo es responsable de infecciones en nifios, sino también producir cuadros clinicos similares
en pacientes adultos, por lo que no puede ser descartado como agente causal dentro de los

diagnosticos diferenciales (34).

Por ser uno de los virus respiratorios altamente contagiosos y mas comunes en los cuadros de
IRA en nifios, sobre todo en pacientes hospitalizados, es considerado un virus de vigilancia
continua por los centros de referencia. Se sabe que el virus presenta un alto nimero de
reproductividad, lo cual se ve reflejado en el aumento de hospitalizaciones y la sobrecarga

ocasionada por este mismo, en los servicios de salud (35).

Un estudio realizado en Alemania durante 1999 - 2007, encontré que los picos de las
temporadas de VRS fueron mayormente durante las estaciones de invierno y primavera en el
hemisferio norte. Mientras que, en el presente estudio se ha identificado aumento de los casos

de VRS durante el otofio e invierno (31).

En los afios recientes han surgido varios estudios que describen el incremento de la prevalencia
del VRS en paises vecinos. Un estudio retrospectivo descriptivo realizado en Colombia
menciona que durante 10 afios consecutivos encontraron mayor nimero de muestras positivas
para VRS-A, mientras que s6lo en algunos departamentos del pais se encontré VRS-B; y dentro
del subtipo A, el genotipo GA5 fue el méas prevalente (36). En un estudio publicado el 2014 en
Brasil, se evidencio que la mayoria de los casos positivos para VRS pertenecian al subtipo A,
en el mismo estudio mencionan que es posible la coinfeccién con ambos subtipos de VRS en
un mismo paciente (37). Si bien en el presente estudio se ha encontrado un mayor nimero de

muestras de VRS subtipo A (60.1%) que del subtipo B (39.8%), se ha evidenciado que ambos



subtipos co-circulan durante los mismos periodos de tiempo. Diferentes estudios muestran
datos distintos con respecto a la prevalencia segun la region y las caracteristicas demograficas,
tales como edad, sexo, comorbilidades, severidad del cuadro, tiempo de estadia en

hospitalizacion y lugar de procedencia (36,38,39).

Diversos estudios han buscado determinar la relacion entre subtipo y severidad, sin embargo,
los resultados son ambiguos, puesto que ciertos estudios relacionan al subtipo A con un cuadro
clinico mas severo (38). Diferentes estudios realizados en los afios de 2015y 2019 identificaron
dentro del subtipo A, que el genotipo NA1 es mas severo que el ON1 (41,42). Por otro lado
una investigacion realizada en el afio 2016 indica que el genotipo ONL tiene una presentacion
clinica mas severa que NAL (21). Por tales motivos, no se ha logrado llegar a una conclusion

sobre esto y sigue siendo controversial.

Estudios recientes han tratado de establecer relaciones no solo entre los subtipos sino también
entre los genotipos del VRS (43). Un estudio realizado en Alemania entre el 2011-2017,
establece una relacion entre infeccion con el genotipo NA1 en la poblacion pediatrica de menor
edad, junto a un curso clinico méas severo (44). En contraste, un estudio realizado en Vietnam
mostré un mayor riesgo de infecciones del tracto respiratorio inferior en 2.26 y neumonia
confirmada radiol6gicamente en 1.98 veces a causa ON1, siendo menor el riesgo para el
genotipo NAL. Asi mismo, describe que los casos de infecciones respiratorias de vias inferiores
eran clinicamente méas severos en los casos positivos para el genotipo ON1 en comparacion

con los casos positivos para el genotipo NA1 (21).

Existen medicamentos actualmente en ensayos clinicos que buscan prevenir los casos severos
ocasionados por el VRS, asi como evaluar la seguridad y eficacia. Uno de los medicamentos
aprobado por la FDA para su uso en humanos en 1998 (45) y que es empleado en nifios como

profilaxis, es el Palivizumab [NCT02968173], el cual consiste en un anticuerpo monoclonal,



https://clinicaltrials.gov/ct2/show/results/NCT02968173?term=palivizumab&draw=2&rank=2&view=results

IgGL1. Este anticuerpo esta dirigido a un epitopo del sitio antigénico A de la proteina F (Fusion),
de tal manera que inhibe la fusién del virus a la membrana celular de las células del huésped y

por lo tanto la capacidad viral de infeccion y replicacion (46).

En una revision sistematica de diversos estudios publicada en Cochrane, recomienda el uso de
Palivizumab a una dosis de 15 mg/kg intramuscular, en nifios con factores de riesgo como
prematuridad, bajo peso al nacer o diagnostico de broncodisplasia pulmonar, la cual debe ser
aplicada entre 3 a 5 veces, 1 vez por mes. Se observo reduccion en la infeccion, hospitalizacion
y mortalidad, ademéas de ser un farmaco seguro con pocos o casi nulos efectos adversos

observados.

Una segunda alternativa y que actualmente esta en estudio es el Motavizumab [NCT00113490],

un anticuerpo monoclonal con una eficacia similar a la del Palivizumab, pero a diferencia de
este, los resultados han sido ligeramente inferiores. Ademas, genera gran preocupacion la

relacion con hipersensibilidad que podria causar su administracion (47, 48).


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00113490?cond=motavizumab&draw=2&rank=1

CONCLUSIONES

El presente estudio es un andlisis de prevalencia que ha determinado los principales genotipos
circulantes del Virus Respiratorio Sincitial subtipo A durante el periodo de 2009-2012 y 2018-
2020 en Peru, los cuales incluyen ON1, y NALl. Ademas, los resultados sugieren que el
genotipo ONL1 es el mas frecuente y su tendencia ha ido incrementandose en los Gltimos afos,

resultado similar a lo descrito en estudios multicéntricos (33).

Finalmente, recomendamos ampliar el estudio en el area de biologia molecular en nuestro Pais,
con la finalidad de analizar a mayor profundidad el campo de la genética de microorganismos,
debido a la asociacion existente entre diferentes genotipos, carga viral y el ‘outcome’ clinico

que se presentan (49,50).

LIMITACIONES

Debido al disefio no es posible determinar la causalidad de los patégenos ni correlacionar el
diagndstico clinico de los genotipos de VRS-A, lo cudl deja las posibilidades abiertas a la futura

realizacion de otros estudios cuyo objetivo sea este.
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ANEXOS:
Tablas y figuras:

Figura 1: Flujograma de disefio del estudio y procedimientos

1347 Muestras negativas
para Virus Respiratorio
Sincitial (VRS)

211 Muestras con PCR 140 Muestras con PCR
positiva para VRS-A positiva para VRS-B

103 Muestras
amplificadas y
secuenciadas

93 Muestras con resultado de
— secuenciacion, analizadas
mediante MEGA X

10 Muestras sin resultado de
secuenciacion

Leyenda:

IRA: Infeccion respiratoria aguda.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

VRS: Virus Respiratorio Sincitial



Tabla 1: Cebadores y Sondas utilizados para la amplificacion del Virus Respiratorio Sincitial

tipo A (RSVA)

Cebadore Referenci
Plataforma Secuencia (5’ - 3°)

S a

RSV-A-F | ACTGCAATCAYACAAGATGCAACRA
PCR Real | RSV-A-R | CAGATTGRAGAAGCTGATTCCA

Liu et al.

time

RSV-A- CCAGATCAAGAACACAACCCCARCATAC

probe CT

PCR Externa

RSVA-

AGTGTTCAACTTTGTACCCTGC

G513-F Reiche et
PCR

RSVA- al
convenciona CTGCACTGCATGTTGATTGAT

F131-R
I

Nested PCR

RSVA-

AACCACCACCAAGCCCACAA Peret et al
G606-F




Figura 2: Distribucion espacial de casos positivos para VRS tipo A entre los afios 2009-2012

y 2018-2020
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Figura 3 a: Dendrograma filogenético del VRSA




Figura 3 b: Dendrograma filogenético circular del VRSA
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Tabla 2: Genotipos identificados y no identificados en el alineamiento utilizando 8 genotipos.

ON1 9 (16.98) ON1-2 3 (5.66)
ON1-3 1 (1.89)
ON1-4 1 (1.89)
ON1-? 4 (7.55)

NA1 4 (7.55)

ON1 14 (26.42) ON1-1 5 (3.77)
ON1-3 5 (3.77)
ON1-? 4 (7.55)

ON1 22 (41.51) ON1-1 8 (15.09)
ON1-4 1(1.89)
ON1-? 13 (24.53)

NA1 3 (5.66)

ON1 1 (1.89) ON1-1 1 (1.89)

Otros genotipos estudiados: NA2, GA2, GA6, SAL, GA7, GA4, GAS.



Material Suplementario

Figura S1: Amplificacion RVSA para identificar las mutaciones RSVA-G606-F, RSVA-F131-

R, RSVA-G513-F

PCR [ Se cortan las bandas amplificadas 0 Se purifica el ADN 0 Secuenciamiento (MacroGen)



