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RESUMEN 
 

 76 muestras respiratorias de niños en edad  escolar y con diagnóstico de asma 

bronquial fueron analizadas buscando la presencia de RSV mediante  Transcripción 

Reversa - Reacción en Cadena de la Polimerasa con primers específicos. El ensayo fue 

optimizado para detección de RSV y para la genotipificación de glicoproteína G de 

RSV.  

 

El ensayo optimizado en este estudio no detectó la presencia de RSV en 

ninguna de las muestras analizadas. Los datos obtenidos sugieren la influencia de otros 

factores diferentes a la infección por RSV en la etiopatogénsis del asma bronquial en 

población infantil.  El análisis realizado con estadística descriptiva, muestra una mayor 

presencia de asma en el género masculino. 

 

Palabras clave: Virus Sincitial Respiratorio Humano (VRSH) y Asma. 
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ABSTRACT 
 

76 respiratory specimens of school age children with a diagnosis of bronchial 

asthma were analyzed to determine the presence of RSV by Reverse Transcription - 

Chain Reaction Polymerase using specific primers. The assay was optimized for RSV 

detection and RSV G glycoprotein genotyping. 

 

The optimized assay in this study did not detect the presence of RSV in any of 

the samples analyzed. The data obtained suggest the influence of factors other than RSV 

infection in the etiopathogenesis of bronchial asthma in children. The analysis based on 

descriptive statistics show a greater presence of asthma in males. 

 

Key words: Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) and Asthma. 
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1 CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Formulación del problema 

 

1.1.1 Área de influencia 

 

Las infecciones respiratorias agudas constituyen la primera causa de morbi-

mortalidad infantil en países en vías de desarrollo, como el Ecuador, así como también 

en otras poblaciones. Entre los virus responsables de este tipo de infecciones destaca el 

Virus Respiratorio Sincitial Humano (VRSH), el cual es el principal causante de asma y 

de enfermedades respiratorias en la infancia, ocasionando millones de muertes anuales. 

 

Debido a que al momento no se dispone de terapias antivirales efectivas, ni de 

vacunas frente al VRSH, este proyecto busca aportar al campo de la salud con datos 

importantes que permitan a la comunidad conocer la situación actual de las infecciones 

causadas por este virus en el país. Este proyecto contribuirá al desarrollo de técnicas 

diagnósticas basadas en biología molecular, permitiendo así que a futuro se desarrollen 

sistemas diagnósticos tempranos y se provea de tratamiento oportuno a los pacientes  

portadores de la enfermedad. 

 

1.1.2 Antecedentes 

 

Tanto los estudios epidemiológicos como clínicos han relacionado las 

infecciones víricas con las exacerbaciones de los síntomas de asma. Los virus son 

desencadenantes de broncoespasmo, especialmente en niños y adultos normales. En 

niños pequeños y sanos, la infección por el Virus Sincitial Respiratorio Humano 

(VRSH) y el virus de parainfluenza causan episodios de sibilancias, que es el sonido 

que hace el aire al pasar por los conductos traqueobronqueales estrechos. Las sibilancias 

pueden ser recurrentes y usualmente dejan de ser un problema hacia el segundo año de 

vida. Un factor importante en los episodios inducidos por el VRSH es la característica 

que tienen las vías respiratorias de ser pequeñas y no completamemte desarrolladas en 
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niños menores. En niños mayores y en adultos jóvenes, las infecciones respiratorias 

continúan siendo causa de estertor sibilante, pero el virus causal es diferente. En los 

niños menores de 2 años de edad, casi en el 70% de los casos que presentan 

obstrucciones en los conductos bronquiales torácicos, se ha encontrado crecimiento del 

VRSH en el cultivo de las secreciones de vías aéreas (Duff et al., 1993). En contraste, 

en los niños mayores de dicha edad con estertor sibilante, se cultivó virus solamente en 

el 31% de estos episodios, y el virus respiratorio detectado con mayor frecuencia fue  

rinovirus (Minor et al., 1993; Carlsen, 1994).  

 

El VRSH fue identificado inicialmente en 1956 como el agente causal de un 

brote de infección respiratoria en una colonia de chimpancés, específicamente en un 

chimpancé que padecía coriza y presentaba síntomas semejantes a los del resfriando 

común (Morris y col., 1956). El virus fue aislado por primera vez en lactantes con 

bronquiolitis en 1957 y en 1975 se le asignó el nombre de “Virus Respiratorio Sincitial” 

por su capacidad de formar sincitios en cultivos celulares in vitro (Mejías et al., 2004). 

 

El VRSH es un virus de ARN (-) con dos subtipos serológicos (A y B) y con 

dos glicoproteínas de superficie, la G (que permite adherencia a la superficie de la 

célula) la cual estimula respuesta inmunitaria tipo Th2, y la F (que posibilita la fusión 

de las membranas del virus y de la célula anfitriona) que estimula una respuesta 

inmunitaria tipo Th1 (Lemanske, 2003). 

 

En un estudio prospectivo de 1 246 niños, se observó que la infección por 

VRSH estaba relacionada con un riesgo incrementado de sibilancias a los 6 años, pero 

la presentación de este síntoma disminuyó con la edad y no fue significativo a los 11 

años (Stein et al., 1999).  

 

Sin embargo, en otro estudio en el cual se analizó el padecimiento de asma y la 

sensibilización alérgica a los 7 años de edad se observó que los niños que habían 

padecido la infección por VRSH tenían mayor riesgo de padecer asma o sensibilización 

alérgica que los controles, independientemente del antecedente de historia familiar de 

asma. El riesgo fue aún mayor cuando existían dichos antecedentes, especulándose que 

podría haber un efecto sobre el sistema inmunitario inmaduro que favorecería la 

respuesta tipo Th2 (Sigurs et al., 2000). 
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También se encontró que los niños que habían padecido la infección por VRSH 

presentaron significativamente un mayor número de episodios de bronquitis crónica y 

sibilancias hasta los 4 años de edad respecto a los controles, permaneciendo con un 

riesgo mayor de tos productiva crónica entre los 5 a 8 años de edad. Por ello, la 

prevención de la infección por el VRSH podría evitar  la aparición de posteriores 

secuelas (Singleton et al., 2003). 

 

La relación entre la bronquiolitis causada por el VRSH con el subsiguiente 

desarrollo de sibilancias recurrentes y/o asma han dado lugar a especulaciones sobre el 

papel que desempeñan los factores genéticos, ambientales e inmunológicos. 

Recientemente se han realizado diversas publicaciones sobre el VRSH que se han 

centrado en la disregulación de las citocinas, con un desbalance en la respuesta de las 

células T (helper, Th) tipo 1/ tipo 2 en la producción de citocinas (Lemanske, 2003). 

 

Podríamos concluir que respecto a la infección por el VRSH existen datos que 

demuestran que este virus propicia una respuesta inmunitaria tipo Th2 o un desbalance 

Th1/Th2, que favorecerían la aparición  posterior de procesos alérgicos y asma. Por lo 

mencionado se están desarrollando diversas estrategias para prevenir la infección o 

modificar su curso. Sin embargo, a corto plazo no parece vislumbrarse una solución a 

este problema (Martínez, 2004). 

 

En un estudio elaborado por Rodríguez y colaboradores, en el año 2000, se 

realizó una revisión de las infecciones relacionadas con el asma bronquial. La 

asociación asma-infección es un problema clínico frecuente. Al principio las infecciones 

son causantes de la aparición de la enfermedad, pero también pueden manifestarse en el 

transcurso de la misma (infecciones virales, bacterianas, por hongos, etc.). Existen  

evidencias que sostienen el criterio de que los procesos bacterianos no inducen crisis de 

asma bronquial. Uno de ellos se basa en que el uso de antibióticos no se ha visto que 

ejerza algún cambio en la evolución de las crisis de asma. Un segundo argumento 

consiste en que no se han asociado los episodios de sibilancias con infección por algún 

patógeno demostrado. Las infecciones virales más frecuentes en niños asmáticos son 

causadas por el VRSH y el virus de parainfluenza. En niños mayores de 2 años de edad, 
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los factores de riesgo asociados a sibilancias fueron alergias y la presencia de virus. 

Estos estudios revelan una evidente relación entre la edad y el virus infectante. 

 

El asma bronquial muestra un preocupante incremento de casos en la 

actualidad y se estima que alrededor de 300 millones de personas la padecen en el 

mundo (OMS, 2007). En los últimos 20 años su incidencia ha aumentado 

considerablemente y más del 50% corresponde a la población pediátrica (Sociedad 

Ecuatoriana de Tisiología y Enfermedades del Tórax, 2010).  

 

La prevalencia en América Latina es alta y según reportes del estudio ISAAC 

(International Study of Asthma and Allergies in Childhood, por sus siglas en inglés), 

esta zona tiene una de los mayores tasas de asma infantil.  

 

En el Ecuador, el estudio ISAAC realizado en la ciudad de Guayaquil en el 

2002 evidenció que un 32% de la población encuestada (3082 estudiantes de entre 13 y 

14 años) han presentado sibilancias alguna vez en su vida, de los cuales el 16% las han 

tenido durante los últimos doce meses. Un 9% de la población estudiada tenía 

diagnóstico de asma bronquial. Los datos de dicho estudio en la ciudad de Quito (2003) 

arrojaron que un 12% de la población encuestada ha presentado sibilancias durante el 

último año y 7.3% ha sido diagnosticado de asma bronquial, lo cual permite afirmar que 

existe un subdiagnóstico importante de esta enfermedad (Sociedad Ecuatoriana de 

Tisiología y Enfermedades del Tórax, 2010). 

 

Como se ha descrito anteriormente, la variabilidad genética de los aislados del 

VRSH ha sido examinada a nivel antigénico y genético. Anderson y colaboradores, en 

1985, mostraron que los subgrupos A y B han existido por más de 20 años, tienen una 

distribución mundial y pueden co-circular durante una misma epidemia. Los virus del 

subgrupo A han sido identificados más frecuentemente que los virus del subgrupo B 

(López et al., 1988).  

 

La variabilidad genética del VRSH fue primeramente examinada usando 

digestión con ARNasa A, permitiendo encontrar una serie de patrones diferentes para el 

subgrupo A (Cristina et al., 1991). En Montevideo, Uruguay, la variabilidad antigénica 

y genética de la glicoproteína G de aislamientos obtenidos durante 6 períodos 
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epidémicos fue analizada por digestión con ARNasa A, reacción con AcMs (anticuerpos 

monoclonales) y secuenciación nucleotídica del gen de la glicoproteína G. Estos análisis 

ilustran la capacidad del virus para propagarse en todo el mundo, la cual influye en su 

modo de evolución y que la división de las cepas por análisis filogenético del gen G y 

por su reacción con AcMs específicos del gen G muestra una estrecha correlación. A su 

vez la acumulación de cambios aminoacídicos en una zona importante del antígeno de 

la glicoproteína G, sugieren que la selección inmune puede ser un factor que influye en 

la generación de la diversidad del VRSH (García et al., 1994) 

 

La glicoproteína G, que es el principal componente en la respuesta inmune 

protectora del virus, presenta un alto número de sustituciones nucleotídicas que 

conllevan a cambios aminoacídicos. Estos cambios producen alteraciones en los 

epítopos y por lo tanto permiten que el virus escape de la inmunidad pre-existente (Hall 

et al., 1991; Sullender et al., 1998). 

 

Por todo lo anteriormente planteado, esta investigación se ha centrado en la 

glicoproteína G del VRSH, para realizar un análisis genético, utilizando nuevas 

herramientas aplicadas a esta enfermedad, como lo es la tecnología de  Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) para la detección y caracterización genética de cepas de 

VRSH que circulan en nuestro país. Se espera que el presente estudio sea  un aporte al 

desarrollo de técnicas diagnósticas basadas en biología molecular, permitiendo así que a 

futuro se desarrollen sistemas diagnósticos tempranos y se provea de tratamiento 

oportuno a los pacientes  portadores de asma bronquial así como también permitirá 

contar con las herramientas necesarias para realizar estudios de epidemiología y 

evolución Molecular de este virus en Ecuador. 

 

1.1.3 Proyectos relacionados o complementarios 

 

Para la realización de este proyecto se revisaron algunas fuentes bibliográficas, 

y se encontró que las de mayor importancia fueron: 

 

Genetic characterization of respiratory syncytial viruses isolated from 

consecutive acute respiratory infections in a HIV infected child. 2006. Juan Arbiza, 
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Mabel Berois, Adriana Delfraro, Sandra Frabasile, Francisco Díaz Mitona, Rose Milk & 

José C. Russi. Journal of Clinical Virology. Jan; 35(1):41-5. Epub 2005 May 31 

 

Genetic and antigenic variability of human respiratory syncytial virus (groups 

A and B) isolated over seven consecutive seasons in Argentina (1995 – 2001). 2005. 

Monica C. Galiano, Concepcion Palomo, Cristina M. Videla, Juan Arbiza, José A. 

Melero & Guadalupe Carballal. Journal of Clinical Microbiology. May; 43(5): 2266-

2273. 

 

Antigenic and genetic variability of human respiratory syncytial viruses 

(Group A) isolated in Uruguay and Argentina: 1993-2001. 2003. Sandra Frabasile, 

Adriana  Delfraro, Luján Facal, Cristina Videla, Mónica Galiano, María José de Sierra, 

Dora Ruchansky, Nathalia Vitureira, Mabel Berois, Guadalupe Carballal, José C. Russi 

& Juan Arbiza. Journal of Medical Virology. Oct; 71(2):305-12. 

 

Genetic Diversity of respiratory syncytial virus isolated during an epidemic 

period from children of northeastern Brazil. 2004. Fermanda Edna Araújo Moura, 

Andrea Blanc, Sandra Frabasile, Adriana Delfraro, María José de Sierra, Lorena Tome, 

Eduardo Antonio Goncalves Romanos, Marilda Mendonca Siqueira & Juan Arbiza. 

Journal of Medical Virology. Sep; 74(1): 156-60 

 

1.2 Justificación del problema 

 

En países en desarrollo, la primera causa de morbi-mortalidad infantil son las 

infecciones respiratorias agudas. Los virus son responsables de la mayoría de estas 

infecciones, donde el espectro clínico de estas enfermedades varía desde asintomáticos a 

infecciones fatales. 

 

El Virus Respiratorio Sincitial Humano (VRSH) es la principal causa de asma, 

bronquiolitis, neumonía y enfermedades respiratorias en la infancia, ocasionando 

millones de muertes anuales.  Las infecciones por este virus se presentan entre las 6 

semanas y los 9 meses de edad y en el caso del desarrollo de asma a partir de los 2 años 

de edad afectando a más de 155 millones de personas en todo el mundo e influyendo en 
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la progresión y manifestación de esta enfermedad tan compleja caracterizada por 

conductos traqueobronqueales estrechados. inflamación e hiperreactividad bronquial 

recurrente (HBR) (Mejías et al., 2004). 

 

La infección por VRSH es muy contagiosa debido a la transmisión por 

secreciones respiratorias infectadas o por contacto de las manos con superficies 

contaminadas y subsiguiente inoculación de la mucosa conjuntiva o nasal (Vikerfors et 

al., 1987). 

 

El VRSH es un virus ARN perteneciente al género Pneumovirus y la familia 

Paramixoviridae. Este está constituido por 10 proteínas de diferentes pesos moleculares 

(Mejías et al., 2004). Entre las proteínas estructurales más importantes  desde el punto 

de vista inmunológico están las glucoproteínas G  y F encargadas de la adhesión y 

fusión, respectivamente. Estas están asociadas a la envoltura y son responsables del 

mantenimiento y la replicación viral de una célula a otra. Estas constituyen los mayores 

determinantes antigénicos del virus induciendo a la formación de anticuerpos 

neutralizantes. Variaciones antigénicas y genéticas en la proteína G y también en las 

proteínas F, N, P, son responsables de que existan dos tipos distintos de VRSH el A y el 

B (Mejías et al., 2004). Ambos grupos antigénicos pueden cocircular en la misma 

comunidad durante la misma epidemia variando la frecuencia relativa de su aislamiento 

de un año a otro, o en el mismo año si se consideran comunidades distintas, aunque en 

general el grupo A circula en mayor proporción (Anderson et al., 1991; Cane et al., 

1994).   

 

Cuando se produce una segunda infección en niños previamente infectados por 

virus del grupo A suele ser por un virus del grupo antigénico B (Mufson et al., 1987). 

Cada año tienden a predominar virus de diferentes cepas (Cane et al., 1994), sugiriendo 

que aunque la respuesta inmune frente a una estirpe viral no es de larga duración, puede 

estar limitando la propagación del virus y la selección de nuevas variantes.  

 

A pesar de la necesidad de disponer de una vacuna frente al VRSH y de toda la 

investigación llevada a cabo en este campo, al momento no se dispone de terapias 

antivirales efectivas, ni de vacunas comercializadas frente al VRSH. Los intentos de 
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vacunación realizados en los años sesenta produjeron una enfermedad más grave que en 

los pacientes control sin vacunar  (Kapikian et al., 1969; Kim et al., 1969). 

 

La inmunidad natural tras la infección con el virus salvaje es sólo parcial y no 

permanente. Otro problema es que, aunque los anticuerpos séricos elevados protegen de 

la infección de vías respiratorias bajas, no protegen las vías superiores, para lo que se 

necesitan anticuerpos locales en las mucosas y esto solo se consigue tras varias 

infecciones, por lo que se requerirán varias dosis de vacuna para que la inmunidad se 

mantenga en el tiempo. Entre otros problemas, se encuentra el caso de los lactantes en 

donde la vacunación se realiza muy tempranamente, cuando el sistema inmunitario está 

todavía inmaduro y la respuesta inmune es débil y además persisten anticuerpos 

maternos que pueden interferir con la respuesta inmune del niño. Además, existen 

varios serotipos de virus que complican aún más el desarrollo de vacunas efectivas. 

 

Actualmente no existe ninguna vacuna comercializada contra el VRSH, pero 

existen publicaciones sobre el desarrollo y evaluación de algunas formulaciones de 

vacunas que son utilizadas para la prevención de la enfermedad. 

 

En el año 1960 se utilizó una vacuna VRSH inactivada con formol en lactantes 

y en niños desde los 2 meses hasta los 7 años de edad, con dosis administradas de 2 a 3 

veces vía intramuscular. Esta vacuna no consiguió una protección frente al VRSH y 

además cuando fue administrada, existió la aparición frecuente de complicaciones de 

vías respiratorias bajas (neumonía, broncocostricción), junto con un mayor número de 

hospitalizaciones y algunos casos de muerte en niños menores de 2 años de edad, que 

no habían sido infectados previamente por el virus salvaje. 

 

Las vacunas desarrolladas mediante herramientas biotecnológicas se 

empezaron a ensayar a finales de los años 1960, con mutantes de virus vivos atenuados. 

Estos virus eran mutantes del VRSH A termo sensible (ts), incapaces de crecer a 

temperaturas altas o mutantes obtenidos mediante pases en frío (pf). Las vacunas usadas 

inicialmente, sirvieron para demostrar que los niños vacunados que fueron infectados 

posteriormente por el virus salvaje no presentaron sintomatología más intensa que los 

no vacunados y establecieron el modelo para evaluar en el futuro vacunas atenuadas con 

el VRSH. Estas vacunas son más estables y pueden ser atenuadas para que sean seguras 
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en niños pequeños. Al mismo tiempo son suficientemente inmunogénicas como para 

proteger de la infección.  

 

Los avances de la biología molecular en el estudio de este virus son muy 

importantes para el desarrollo de una vacuna, así como para establecer estrategia de 

tratamiento o detección temprana. La utilización de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) ha permitido la detección de ARN de VRSH en el tracto respiratorio 

en fase crónica de HRB (Mejías et al., 2004). 

 

Con este tipo de estudio se pretende obtener información acerca de los 

genotipos del virus que circulan en nuestro país, así como también estimar la 

prevalencia de niños que tienen asma a causa del VRSH y nos proporcionará la 

estimación de la probabilidad de que un niño de nuestra población tenga la enfermedad 

en un momento determinado.  

 

1.3 Objetivos del proyecto 

 

1.3.1 Objetivo general del proyecto 

 

Identificar y genotipificar al Virus Respiratorio Sincitial Humano (VRSH) 

mediante RT-PCR, en muestras respiratorias de niños en edad escolar con asma en el 

Hospital Baca Ortiz de Quito-Ecuador.  

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

1. Extraer ARN (-) viral de muestras de tracto respiratorio superior pertenecientes a 

niños en edad escolar que han sido diagnosticados con asma, que acuden para 

atención en el Hospital Baca Ortiz de Quito durante el primer trimestre del año 

2011. 

2. Identificar la presencia de VRSH, mediante la técnica molecular RT-PCR 

(Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcripción Reversa). 
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3. Implementar un ensayo de genotipificación para muestras positivas de VRSH 

mediante la utilización de una PCR con primers específicos. 

 

1.4 Marco Teórico 

 

1.4.1 Virus Sincitial Respiratorio Humano 

 

El Virus Sincitial Respiratorio Humano (VRSH), después de su primer 

asilamiento en un lactante con neumonía en 1956, ha sido reconocido como el principal 

agente etiológico de la infección del tracto respiratorio bajo en lactantes y niños 

pequeños (Rivas, 1992). 

 

Tanto los estudios epidemiológicos como clínicos han relacionado las 

infecciones víricas con las exacerbaciones de los síntomas del asma (Rodríguez, 2000). 

 

Este virus está clasificado dentro del orden Mononegavirales (virus de ARN de 

banda negativa, no segmentados y con una nucleocápside helicoidal) y pertenecen a la 

familia Paramyxoviridae (Reyes, 2001). 

 

En general, todos los paramixovirus poseen las siguientes características: 

 

1. Su genoma está formado por una única cadena de ARN de polaridad negativa que 

se encuentra en el interior de una nucleocápside helicoidal (que contiene el 

complejo polimerasa), que le confiere resistencia a ARNasas. 

2. Su genoma se transcribe secuencialmente por la polimerasa viral, mediante un 

mecanismo en el que  para y reinicia la síntesis de ARN obedeciendo señales que 

actúan en cis, dando lugar a la formación de ARNm. 

3. Su ciclo viral replicativo es citoplásmico. 

4. Sus viriones adquieren una envoltura lipídica que procede de la membrana 

plasmática. 

5. La entrada en la célula huésped está mediada por la fusión de las membranas viral y 

celular en una primera etapa de la infecciones. 
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1.4.1.1 Genoma del VRSH 
 

El genoma del VRSH está constituido por una molécula de ARN 

monocatenario, de polaridad negativa y de aproximadamente 15 KDa, que codifica 10 

ARNm. Cada uno de ellos contiene un ORF, a excepción del gen M2 que contiene dos. 

Los ARNm tienen un capping (CAP) en el extremo 5´y están poliadenilados en el 

extremo 3´. Cada gen comienza con una secuencia de 10 nucleótidos denominada gen 

start (GS), que está altamente conservada a excepción del gen L, cuya función es 

controlar el inicio de la transcripción y la adición de CAP y acaba con una secuencia 

semi-conservada de 12-13 nucleótidos denominada gen end (GE), que dirige la 

terminación de la transcripción y la poliadenilación del ARNm. Los nueve primeros 

genes, están separados por regiones intergénicas que varían en longitud de 1-56 

nucleótidos y carecen de secuencias consenso. Los dos últimos genes,  M2 y L, se 

solapan en 68 nucleótidos, por lo que la señal GS del gen L se localiza dentro del gen 

M2. Por este motivo, esta secuencia se transcribe dos veces con cada síntesis de ambos 

ARNm (Ramírez, 2004). 

 

En cada extremo del ARNv se encuentran dos regiones no codificadas, un 

ARN leader de 44 nucleótidos en el extremo 3´ y una región trailer de 159 nucleótidos 

en el extremo 5´. Veintiuno de los últimos 24 a 26 nucleótidos de ambos extremos son 

complementarios, lo que  indica un alto grado de identidad entre los promotores de los 

extremos 3´del ARN genómico y antigenómico (Reyes, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura1.1: Mapa genético de la cepa Long del VRSH. En la parte superior se indica el nombre y la 
longitud (nucleótidos) de cada gen, incluyendo la serie de uridinas con las que finalizan. En la parte 
inferior se señalan las posiciones y longitudes de las secuencias intergénicas, la región de 
solapamiento entre los genes M2 y L y las secuencias leader y tráiler. La segunda fase de lectura del 
gen M2 (M2-II) se indica con un cuadro gris (Reyes, 2001; Ramírez, 2004). 
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La transcripción se produce de forma secuencial desde un único promotor 

situado en el extremo 3´ (la región líder), como se pudo comprobar mediante estudios 

de cinética de inactivación de la transcripción por luz ultravioleta y experimentos con 

minigenomas dicistrónicos (caracterización de ARNm policistrónicos). En el modelo 

propuesto, la polimerasa viral para y reinicia la síntesis de ARNm en cada secuencia 

intergénica. En el caso concreto del gen L, todavía se desconoce cómo la polimerasa 

accede a la región GS que se encuentra dentro de la región solapante con el gen M2. Se 

ha propuesto un modelo en el que la polimerasa primero transcribiría el gen M2 y luego 

retrocedería para transcribir el gen L. Como en todos los mononegavirus, existe un 

gradiente transcripcional en el cual los genes más próximos al promotor son transcritos 

con más frecuencia. Este mecanismo, junto con el que supone la presencia de regiones 

intergénicas, actúa como regulador de la transcripción, aunque también se ha 

comprobado que la longitud de los genes interviene en la regulación transcripcional 

(Ramírez, 2004). Adicionalmente, la transcripción también depende de proteínas 

celulares como actina y profilina (Reyes, 2001). 

 

La replicación implica la síntesis del antigenoma (ARNc), un intermediario 

replicativo encapsidado de polaridad positiva que es una copia exacta del genoma viral 

completo. Este último se sintetiza empleando como molde el antigenoma. Ambos se 

encuentran  siempre en forma de nucleocápsides y su síntesis se inhibe cuando la 

nucleoproteína es limitante (Collins et al., 2001). 

 

1.4.1.2 Proteínas del VRSH 
 

Su genoma está formado por una cadena lineal no segmentada que codifica 10 

proteínas y se replica dentro del citoplasma del huésped. En su membrana existen 3 

proteínas (Callejón, 2004): 

 

- G: Responsable de la unión o adhesión del virus a la membrana celular del 

receptor. 

- F: Encargada de la penetración en la célula, la fusión con la membrana celular y la 

formación de sincitios. 

- SH: cuya función aún hoy no es conocida. 
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Las glicoproteínas están organizadas por separado en espículas virales que se 

visualizan como proyecciones cortas (11-20 nm) y poco separadas entre sí (6-10 nm). 

La nucleocápside es una hélice simétrica en la que está el ácido ribonucléico viral 

(ARNv) asociado con la nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P), un factor 

antiterminador de la trascripción (M2 ó 22K), y la polimerasa (L) (Collins et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación se indican brevemente las características principales de las diez 

proteínas codificadas por el genoma del VRSH. 

 

1.4.1.2.1 Núcleo proteína (N): 
 

Es la proteína principal de la nucleocápside y es ligeramente básica. Se localiza 

con las proteínas P y M2 (22K) y probablemente L, en inclusiones citoplasmáticas 

presentes en células infectadas con el virus o transfectadas con plásmidos que expresan 

los genes correspondientes. El complejo N-ARN es el molde funcional para la 

transcriptasa y replicasa viral (García et al., 1993; García-Barreno et al., 1996). El 

complejo N-RNA es el molde funcional para la polimerasa viral (Reyes, 2001). 

 

 

Figura1.2: Representación esquemática de la estructura de VRSH, en la cual se señala la 
localización de las distintas proteínas que componen el virión (Modificado de Ramírez, 2004). 
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1.4.1.2.2 Fosfoproteína (P): 
 

Es ácida e hidrofílica y está fosforilada en residuos de serina (Ser) localizados 

principalmente en las zonas central y C-terminal de la molécula. El extremo C-terminal 

de la proteína P es esencial para la interacción con la proteína N. La fosfoproteína es un 

cofactor esencial de la ARN polimerasa viral (Ramírez, 2004). 

 

1.4.1.2.3 Proteína L: 
 

A esta proteína se le atribuye la actividad de ARN polimerasa dependiente de 

ARN del VRSH. Esta es muy similar en longitud a las polimerasas de otros virus de 

ARN de genoma no segmentado y polaridad negativa. El alineamiento de aminoácidos 

pone de manifiesto una alta homología en las secuencias de las polimerasas de otros 

paramixovirus y rabdovirus. Esta proteína tiene seis regiones altamente conservadas 

entre las RNA polimerasas de distintas familias de virus que posiblemente corresponden 

a distintos dominios funcionales de la proteína (Stec et al., 1991). Es básica y 

relativamente hidrofóbica con un alto contenido de leucina e isoleucina (Collins et al., 

2001). 

 

1.4.1.2.4 Proteína matriz (M): 
 

Esta es una proteína no glicosilada que se localiza en la cara interna de la 

envoltura viral. Es relativamente básica y posee un dominio hidrofóbico en el tercio C-

terminal de la molécula que mediaría la interacción con la membrana (Collins et al., 

2001). Se piensa que tiene dos funciones generales. La primera es mantener la 

nucleocápside transcripcionalmente inactiva antes del empaquetamiento y la segunda 

mediar la asociación de la nucleocápside con la envoltura naciente durante la 

morfogénesis del virus (Ramírez, 2004). 
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1.4.1.2.5 Proteína M2 ó 2K: 
 

Esta proteína es muy básica y relativamente hidrofílica. Se localiza con las 

proteínas N y P en los cuerpos de inclusión citoplasmáticos presentes en las células 

infectadas por el VRSH (Gracía et al., 1993). 

 

El gen M2 contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF) que se solapan en 32 

nucleótidos. El producto del primer marco de lectura, denominado 22K (ORF-1), da 

lugar a un polipéptido de 22KDa de peso molecular.  

 

1.4.1.2.6 Proteína M2-2: 
 

La fase de lectura M2-2 (ORF-2) codifica para una proteína más pequeña que 

recientemente se ha encontrado en extractos de células infectadas, aunque no se sabe 

todavía si se incorpora al virión (Ahmandian. et al., 2000). 

 

La proteína 22K es un antiterminador de la transcripción y es esencial para la 

viabilidad del virus, mientras que la M2-2 parece actuar como factor regulador 

implicado en el equilibrio entre la replicación y la transcripción de ARN (Ramírez, 

2004). 

 

1.4.1.2.7 Proteínas no estructurales NS1 y NS2: 
 

Son tan pequeñas que se consideran no estructurales porque no se han 

encontrado en virus maduros, aunque abundan en células infectadas (Collins et al., 

2001). La NS1 coprecipita con la proteína M, mientras que la NS2 se localiza en las 

células con la proteína N pero no coprecipita con ninguna proteína viral, a pesar de que 

ambas parecen formar homo-oligonucleótidos. La NS1 es un inhibidor de la síntesis de 

ARNv, aunque esa inhibición no es específica sólo del VRSH por lo cual se desconoce 

cuál es su verdadera función. La proteína NS2 no es esencial para la replicación viral, 

aunque en su ausencia los virus son atenuados (Teng  Collins, 1999). Estas dos 

proteínas han sido recientemente identificadas como antagonistas del interferón //  

(Ramírez, 2004). 
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1.4.1.2.8 Proteína SH: 
 

Es una proteína de membrana ligeramente básica, con una larga región 

hidrofóbica central y dos sitios potenciales de glicosilación, uno a cada extremo de la 

proteína. Se acumula en células infectadas en cuatro formas diferentes (SH0, SHt, SHg y 

SHp), dos de ellas glicosiladas (SHg y SHp), pero solo se incorpora en pequeñas 

cantidades en los virones. La función de esta proteína es todavía desconocida. Algunos 

trabajos implican a la proteína SH junto con las glicoproteínas F y G en la formación de 

sincitios en las células infectadas, a pesar de que la delección de este gen no afecta a la 

viabilidad del virus en cultivo. En experimentos donde se expresaba la proteína SH en 

bacterias se evidenció que estas aumentaban la permeabilidad de la membrana 

bacteriana a compuestos de bajo peso molecular. Este resultado sugiere que la proteína 

SH podría estar implicada en la desestabilización de la membrana de la célula infectada 

(Pérez et al., 1997). 

 

1.4.1.2.9 Glicoproteína F: 
 

Media la penetración del virus en la célula por fusión de sus membranas 

permitiendo la entrada de la nucleocápside en el citoplasma de la célula huésped. F es 

una glicoproteína tipo I, que se inserta en la membrana por la región hidrofóbica C-

terminal. Así mismo, la glicoproteína F media la fusión de la membrana de la célula 

infectada con las células adyacentes, dando lugar a la propagación del virus y la 

formación de sincitios (Walsh & Hruska, 1983). Esta proteína se caracteriza como un 

precursor inactivo F0, el mismo es procesado proteolíticamente por una proteasa celular, 

dando lugar a dos subunidades F1 y F2 que quedan unidas covalentemente por puentes 

disulfuro, antes de alcanzar la superficie celular (Collins et al., 2001). 

 

1.4.1.2.10 Glicoproteína G: 
 

Es la responsable de la unión del virus al receptor celular en las primeras etapas 

del ciclo infectivo. Se ha propuesto que el receptor está constituido por los 

proteoglicanos sulfatados presentes en la superficie. No comparte homologías de 

secuencia con otros paramixovirus y carece de actividades hemaglutinina y 
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neuraminidasa. La secuencia de nucleótidos del gen de la glicoproteína G predice un 

polipéptido de 292 a 299 aminoácidos dependiendo de la cepa. Está altamente 

glicosilada y tiene una estructura no globular, cuyo ectodominio tiene similitud con las 

mucinas (glicoproteínas que forman una barrera protectora en los tractos respiratorio, 

reproductor y gastrointestinal) (Ramírez, 2004). 

 

Es una glicoproteína transmembrana tipo II, con una región hidrofóbica cerca 

del extremo N-terminal, que le sirve tanto de péptido señal como de anclaje de 

membrana, dejando en el exterior C-terminal dos terceras partes de la molécula 

orientadas hacia el exterior. Es en este último dominio donde se localizan cuatro 

residuos de Cys conservados en todas las cepas de virus secuenciadas y que forman 

parte de un motivo estructural que se ha propuesto como el sitio de unión al receptor 

(Johson et al., 1987). La glicoproteína G también se sintetiza como forma soluble 

debido a la iniciación de la traducción en un segundo codón de iniciación, que está en 

fase con el primero situado en el aminoácido 48, el cual se encuentra dentro de la región 

hidrofóbica (Ramírez, 2004). Aproximadamente, del 16 a 20% del total de la estructura 

de la forma soluble de la glicoproteína G es todavía desconocida (Reyes, 2001). 

 

El percusor de la proteína se sintetiza como un polipétido de 32KDa que se 

modifica durante su síntesis por la adición mediante enlaces N-glicosídicos a residuos 

de asparagina de cadenas de azúcares con alto contenido de manosa, dando lugar a una 

proteína intermedia de 45 KDa. Este paso es seguido por la conversión de estas cadenas 

de azúcares al tipo complejo y la adición de cadenas de carbohidratos unidos por 

enlaces O-glicosídicos a residuos de serina o treonina, alcanzándose así la forma 

madura de 80-90 KDa. La gran contribución de la O-glicosilación a la masa de la 

proteína madura está relacionada probablemente con su alto contenido de sitios 

potenciales (serina y treonina) para este tipo de modificación (Wathen et al., 1991). 

 

1.4.1.3 Variación Antigénica y Genética del VRSH 
 

El VRSH puede ser dividido en dos grupos antigénicos principales: A y B, 

cada uno de ellos con varios subgrupos cuyas diferencias antigénicas se basan en las 
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diferencias de aminoácidos de las glucoproteínas de superficie, fundamentalmente en la 

proteína G. 

 

1.4.1.3.1 Variación antigénica. 
 

La variación antigénica del VRSH ha sido demostrada mediante la utilización 

de anticuerpos monoclonales preparados contra las diferentes proteínas del virus como: 

G, F, N, P y M. Todos los estudios han demostrado que existe una variación antigénica 

entre los dos subgrupos y dentro de cada subgrupo. Esta variabilidad fue demostrada 

por reactividad con anticuerpos monoclonales, lo cual reveló que la glicoproteína G fue 

la más variable (Ramírez, 2004). 

 

Se han identificado tres tipos de epítopos en la molécula G del VRSH (García-

Barreno, 1994), los cuales son: 

 

Ø Epítopos específicos de cepas, que solo estuvieron en el virus que se empleó 

para obtener el anticuerpo monoclonal o epítopos variables, existentes 

solamente en algunos virus del mismo subgrupo. 

Ø Epítopos específicos de subgrupos, presentes en todas las cepas del mismo 

subgrupo antigénico. 

Ø Epítopos conservados, presentes en todos los aislamientos de VRSH. 

     

Los epítopos específicos de cepa han sido mapeados dentro del tercio C-terminal 

del ectodominio de la glicoproteína G. Los epítopos de las otras dos clases, han sido 

localizados cerca de la zona conservada del ectodominio donde están las cuatro 

cisteínas. 

 

1.4.1.3.2 Variación genética. 
 

Para  estudios de la variación genética entre cepas del subgrupo A y B, 

primeramente fueron usados ensayos de protección con ARNsa y sondas 

correspondientes a los genes P, M2, N, F y G. Estos ensayos pudieron ser usados para 
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diferenciar ambos subgrupos virales, así la variabilidad genética dentro de cada 

subgrupo fue evidente (Cristina et al., 1991). 

 

Ha sido reportado que el porcentaje de homología aminoacídica entre cepas de 

distintos subgrupos en la glicoproteína G es de un 53%, mientras en las otras proteínas 

es mucho mayor (SH 76%, F 89%, N 96%). Cuando se comparan cepas del mismo 

subgrupo la variación que se observa es menor, 80% de identidad de aminoácidos para 

la glicoproteína G, 97 a 98% para la glicoproteína F, 96 a 98% para la proteína SH y 98 

a 99% para la fosfoproteína. Así, la glicoproteína G es la que presenta un mayor grado 

de variabilidad antigénica y una menor homología a nivel aminoacídico entre las 

distintas cepas (Cane, 2001). 

 

La secuenciación nucleotídica del gen de la glicoproteína G, mostró que la 

variabilidad aminoacídica fue de un 20% dentro del subgrupo A y de un 9% dentro del 

subgrupo B.  

 

1.4.1.3.3 Caracterización molecular de la glicoproteína G. 
 

Los estudios de variabilidad genética se han focalizado en la glicoproteína G, 

debido a su elevada capacidad para diferenciar cepas que pudieran ser idénticas en otros 

productos génicos. También se ha visto que virus aislados en lugares geográficamente 

distantes y en diferentes años, pueden estar genéticamente más relacionados que virus 

aislados en un mismo lugar durante dos días consecutivos (Melero et al., 1997). 

 

Aproximadamente un 50% de los cambios de nucleótidos dan lugar a cambios 

de aminoácidos entre los distintos virus, además la mayoría de estas diferencias se 

encuentran en el ectodominio de la proteína, lo que sugiere un efecto selectivo de la 

respuesta inmune del huésped. La variabilidad de la glicoproteína G pudiera ser una 

adaptación evolutiva para el virus, que de alguna forma facilita las frecuentes 

infecciones (Cane, 2001). 

 

Como fue descrito anteriormente, la glicoproteína G del VRSH es el 

componente estructural del virus que presenta el mayor grado de heterogeneidad 
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antigénica y genética inter e intra subgrupos. Esto lo señala como el mejor candidato 

para realizar estudios de variabilidad entre los diferentes aislamientos de este virus que 

pueden diferenciarse en su glicoproteína G aunque tengan idénticos otros productos 

génicos (Odalys, 2004). 

 

Además de los cambios nucleotídicos que dan lugar a sustituciones de 

aminoácidos, también se ha observado entre los aislamientos del VRSH, cambios de 

nucleótidos que generan codones de terminación alternativos, produciendo proteínas de 

diferentes longitudes. En el subgrupo A, la longitud de la proteína G oscila entre 295 a 

298 aminoácidos (García, 1994). En el subgrupo B, la posición de los codones de 

terminación da lugar a mayores variaciones, fluctuando entre 292 a 299 aminoácidos 

(Sullender et al., 1991). 

 

En las variaciones genéticas de los virus ARN, las mutaciones se producen 

como consecuencia de incorporaciones erróneas de nucleótidos por la ARN polimerasa 

durante la replicación del genoma viral debido a que la misma carece de actividad 

editora 3’--- 5’ (DeFilippis, 2001). Recientemente ha sido estimado que la frecuencia de 

mutación de la ARN polimerasa para el subgrupo A del VRSH es de 1,83x10-3 

sustituciones nucleotídicas/sitio/año (Zlateva et al., 2004). 

 

El uso de la Transcripción Reversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(RT-PCR), constituyen técnicas rápidas que permiten conocer la variabilidad genética 

de cepas en una epidemia en un gran número de muestras. Las regiones del genoma 

seleccionadas para este análisis, han sido una parte del gen N, el extremo 5´ del gen SH 

y una parte de la glicoproteína G. El análisis de restricción de una parte del gen N, 

permitió identificar varios genotipos dentro de un mismo subgrupo, así se identificaron 

3 genotipos para el subgrupo A (NP2, 4, y 5) y 3 para el subgrupo B (NP1, 3 y 6). La 

secuenciación nucleotídica de una parte del gen SH arrojó 6 genotipos para el subgrupo 

antigénico A, designados SHL1-SHL6 (Ramírez, 2004). 

 

Como se describió previamente, la variabilidad en la glicoproteína G no está 

igualmente distribuida en la molécula. Los dominios transmembrana y citoplasmático 

están más conservados que el dominio extracelular. Dentro de éste, existen dos regiones 

hipervariables, una se localiza entre los residuos 101 a 133 y la segunda es más extensa 
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y abarca el tercio C-terminal de la proteína. Estas regiones están separadas por un 

dominio muy conservado que engloba el único segmento idéntico entre los dos 

subgrupos (residuos 164 a 176), el cual es un posible sitio de unión al receptor (Jonson 

et al., 1987). 

 

Aproximadamente un 50% de los cambios de nucleótidos dan lugar a cambios 

de aminoácidos entre los distintos virus. La mayoría de estas diferencias se encuentran 

en el ectodominio de la proteína, lo que sugiere un efecto selectivo de la respuesta 

inmune del huésped. La variabilidad de la glicoproteína G pudiera ser una adaptación 

evolutiva para el virus, que de alguna forma facilite las frecuentes infecciones (Cane, 

2001). 

 

1.5 Hipótesis 

 

Las técnicas de análisis de ácidos nucleicos permiten la rápida detección y 

tipificación de Virus Sincitial Respiratorio (VRSH), en muestras respiratorias de niños 

con diagnóstico de asma y con sospecha de infección respiratoria subyacente.  
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2 CAPÍTULO 2: MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.1  Participantes 

 

La unidad académica responsable del presente proyecto fue la Carrera de 

Ingeniería en Biotecnología del Departamento de Ciencias de la Vida de la Escuela 

Politécnica del Ejército (ESPE), bajo la dirección del Dr. Marcelo Grijalva y la 

codirección de la Ing. Paola Párraga.  

 

Además, para la ejecución de este estudio se contó con la colaboración de la 

Dra. Gilda Salgado y el Dr. Osvaldo Molineda del Hospital de niños “Baca Ortiz” de la 

ciudad de Quito, la Lcda. Sandra Vivero del Centro de Biomedicina de la Universidad 

Central del Ecuador y el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 

(ICGES) de la ciudad de Panamá. 

 

2.2 Zona de estudio 

 

El desarrollo del presente proyecto fue realizado por partes y en diferentes 

entidades.  

 

La toma y recolección de muestras respiratorias se realizó en el Hospital 

Pediátrico “Baca Ortiz” de la ciudad de Quito, ubicado en la Av. Colón y Av. Seis de 

Diciembre (esquina), dentro del Cantón Quito, las mismas que comprendieron de 

hisopados nasofaríngeos.  

 

La extracción del material genético se la realizó en los Laboratorios del Centro 

de Biomedicina de la Universidad Central del Ecuador, ubicado en el sector de “El 

Dorado” dentro del Cantón Quito. 

 

El análisis molecular del material genético obtenido fue llevado a cabo en el 

Laboratorio de Virología del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 

(ICGES), ubicado en la Av. Justo Arosemena y Calle 35 en la ciudad de Panamá. 
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2.3 Periodo de tiempo de investigación 

 

El presente estudio se llevó a cabo en un periodo de aproximadamente 10 

meses. El inicio de la investigación fue el 10 de febrero del 2011 y su fecha de 

finalización el viernes 9 de diciembre del mismo año. 

 

2.4 Análisis estadístico 

 

Con los datos obtenidos a través de los consentimientos informados y el 

análisis molecular de la muestra de cada paciente, se procedió a ingresar los datos en 

una hoja electrónica desarrollada en Microsoft Excel (Anexo C), a partir de la cual se 

realizó un análisis exploratorio de datos o estadística descriptiva de las variables 

cualitativas y cuantitativas el cual está basado en la expresión de los resultados en forma 

de tablas y cuadros descriptivos. 

 

2.5 Procedimientos 

 

2.5.1 Determinación del tamaño de muestra  

 

Primero se realizó el cálculo de tamaño de muestra necesario para esta 

investigación, para el cual se utilizó la fórmula de estimación de proporciones 

poblacionales, tomando en cuenta una precisión del 95% y un poder del 80%. 

22
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Donde: 

N = población de niños en edad escolar en el Ecuador (n=600000) 

p = proporción poblacional estimada de niños en edad escolar con infecciones                

respiratorias tipo asma (5%) 
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q = 1 – p 

z = nivel de confianza (1,96) 

e = error máximo (5%) 

2.5.2 Preparación del medio de transporte viral 

 

Se preparó PBS con agua DEPC a una concentración 1X y se esterilizó el 

medio posteriormente en un autoclave a 125°C y 1.5 - 2.0 psi de presión. Luego, se 

dispensaron 2mL de este medio de transporte en tubos de 15mL, los cuales se 

almacenaron a 4°C. 

 

2.5.3 Toma de la muestra nasofaríngea 

 

Para obtener las muestras necesarias para este estudio se realizó un hisopado de 

la pared interna de la fosal nasal. Luego, el hisopo fue introducido en el tubo con medio 

de transporte previamente preparado y almacenado en un cooler a aproximadamente 

4°C.  

 

2.5.4 Extracción del ARNv mediante el método del Trizol , a partir de muestras de 

hisopado nasofaríngeo. 

 

a. Se homogenizó el medio que estuvo previamente en contacto con el hisopado 

nasofaringeo con la ayuda de una pipeta Pasteur. 

b. Se tomaron 1.5mL de la mezcla y se colocaron en un microtubo de 1.5mL con la 

ayuda de una pipeta Pasteur. 

c. Se centrifugaron los microtubos a 1200 rpm durante 5 minutos. 

d. Se retiró el sobrenadante con ayuda de una micropipeta sin alterar el pellet. 

e. Se lavó el pellet de células agregando 1 mL de PBS estéril y se lo resuspendió 

con la ayuda de una pipeta Pasteur. 

f. Se centrifugó la mezcla a 1000 rpm durante 5 minutos. 

g. Se retiró el sobrenadante con ayuda de una micropipeta sin alterar el pellet.  
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h. Se agregaron 500µL de Trizol® al pellet previamente obtenido y se lo 

resuspendió empleando una micropipeta y un vórtex. 

i. Se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

j. Se agregaron 50µL de cloroformo y se agitó la mezcla en un vórtex durante 15 

segundos.  

k. Se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 3 minutos. 

l. Se centrifugó la mezcla a 14000 rpm durante 10 minutos. 

m. Se transfirió la fase acuosa (capa superior) a un nuevo tubo y se agregaron 

250µL de isopropanol. 

n. Se mezcló e incubó la solución a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

o. Se centrifugó la solución a 14000 rpm durante 10 minutos. 

p. Se descartó el sobrenadante. 

q. Se lavó el pellet de ARMv con 500µL de etanol al 75%. 

r. Se centrifugó la mezcla a 1400 rpm durante 2 minutos. 

s. Se descartó el etanol mediante volteo y se dejó secar el restante durante 10 

minutos. 

t. Se resuspendió el pellet obtenido en 20µL de agua destilada estéril. 

 

2.5.5 Obtención de controles positivos 

 

Para la obtención de los controles positivos utilizados en el presente estudio se 

utilizó la prueba SimplexaTM Flu A/B & RSV de Focus Diagnostic (Anexo B), la cual 

se ha diseñado para su uso en el termociclador 3M Integrated Cycler; para la detección 

cualitativa y la diferenciación in vitro de ARN de virus infuenza A, B y Virus 

Respiratorio Sincitial (VRS) en frotis nasofaríngeos de pacientes con signos y síntomas 

de infección viral y que presentan factores de riesgo clínicos y epidemiológicos. 

 

La prueba consiste en un ensayo de amplificación por RT-PCR en tiempo real 

y un sistema de detección que utiliza un cebador-sonda fluorescente bifuncional.  

 

Como prueba adicional se realizo la secuenciación para corroborar los 

resultados obtenidos con la prueba SimplexaTM Flu A/B & RSV de Focus Diagnostic y 

el método de primers específicos; para la tipificación de grupos VRSH a y B. 
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2.5.6 Reconstitución de primers 

 

Para la reconstitución de primers, se trabajó dentro de la cámara de flujo 

laminar, siguiendo los siguientes pasos: 

 

a. Se centrifugó cada frasco del primer liofilizado antes de abrir el frasco. 

b. Se resuspendió con el volumen de agua (grado biología molecular) 

adecuadamente calculado para cada primer.  

c. Se dejó hidratar durante 5 minutos y se mezcla mediante vórtex por 5 minutos.  

d. Se dispensó en alícuotas de 50µL en tubos de PCR. 

e. Se almacenó a –20º C. 

 

2.5.7 Transcripción Reversa Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) 

 

Las técnicas de Transcripción Reversa y genotipificación para las muestras 

positivas de VRSH mediante la utilización de una PCR con primers específicos, que se 

realizó en este estudio se basaron en el estudio de Arbiza y colaboradores en el 2003. 

 

Las secuencias de los cebadores utilizados tanto para la retrotranscripcion, 

amplificación y genotipificación del fragmento G, en esta técnica son tomados de la 

parte conservada del gen G desde los 4 690 pb hasta los 5 589 pb; que codifican un total 

de 923 pb para el gen G,  480 pb para el VRSH tipo A y 496 pb para el VRSH tipo B. 

 

Tabla 2.1: Cebadores específicos utilizados en esta investigación, junto con sus respectivas 
secuencias; tomados de Arbiza y colaboradores en el 2003. 
 

Nombre del Cebador Secuencia 

LG3 (-) anti sentido 5´- GGCCCGGGAAGCTTTTTTTTTTTTTTT-3 

LG5 (+) sentido 5´-GGATCCCGGGGCAAATGCAAACATGTCC-3´ 

480 (+) sentido 5´-ACAAACCACCAAACAAACCC-3´ 

496 (+) sentido 5´-GATGATTACCATTTTGAAGTGTTCA-3´ 
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Por tratarse de un virus de ARN es necesaria una etapa previa de obtención de 

un ADNc por medio de una reacción con Transcriptasa Reversa (RT). A partir de este 

ADNc se realizó la amplificación mediante la técnica de PCR. 

 

Para esto se tomaron los siguientes reactivos y concentraciones: 

 

Tabla 2.2: Condiciones, Volúmenes y Reactivos para la Transcripción Reversa de ARN de 
Virus Sincitial Respiratorio Humano perteneciente a la extracción mediante el método del Trizol ®. 
 

Condiciones y Volúmenes 

Reactivo [  ]o [  ]f Unidad 1X /µL  

Agua  9 

Buffer FS 5 1 X 4 

dNTP`s mix 10 0,2 mM 2 

Primer LG3 (-) 20 0,8 µM 1 

Super Script III 200 10 U/µL  1 

Buffer DTT 0,1 0,005 M 1 

RNasa OUT 40 2 U/µL  1 

Muestra de ARN (-) 3 

VOLUMEN TOTAL 22 

 

La mezcla se colocó en un Termociclador (Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 

2700), con las siguientes condiciones: 

Tabla 2.3: Programa de Termociclado para condiciones volúmenes y reactivos pertenecientes a la  
Transcripción Reversa de ARN de Virus Sincitial Respiratorio Humano. 
 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo Numero de Ciclos 

Activación de la enzima 70 5 min 1 

Ubicación de los primers 37 5 min 1 

Eliminación de  

restos de ARN (-) 42 60 min 1 

Eliminación total de ARN (-) 70 10 min 1 
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2.5.8 Amplificación del gen G. 

 

Se amplificó un fragmento del gen G, el cual codifica para la proteína de 

adsorción G, del Virus Sincitial Respiratorio Humano. 

 

Para esto se tomaron los siguientes reactivos y concentraciones: 

 

 

 

Tabla 2.4: Condiciones, Volúmenes y Reactivos para la Amplificación de ADN complementario de 
Virus Sincitial Respiratorio Humano obtenido en la Transcripción Reversa. 
 

 

Condiciones y Volúmenes 

Reactivo [  ]o [  ]f Unidad 1X /µL  

Agua  14,75 

Buffer 10 1 X 5 

MgCl2 50 1,5 mM 1,5 

dNTP`s mix 10 0,2 mM 0,5 

Primer LG3 (-) 20 0,8 µM 0,5 

Primer LG5 (+) 20 0,8 µM 0,5 

Taq Polimerasa  5 1,5 U/µL  0,25 

ADNc 2 

VOLUMEN TOTAL 25 
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Esta mezcla se colocó en un Termociclador (Applied Biosystems GeneAmp® 

PCR System 2700) con el siguiente programa: 

 

Tabla 2.5: Programa de Termociclado perteneciente a la Amplificación de ADN complementario de 
Virus Sincitial Respiratorio Humano. 
 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo Numero de Ciclos 

Activación de la enzima 95 5 min 1 

Denaturación 94 1 min 30 seg 

35 Hibridación 54 40 seg 

Elongación 72 1 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

2.5.9 Genotipificación del ADN obtenido 

 

Utilizando el método de primers específicos, se empleó el protocolo tomado de 

Arbiza y colaboradores en el 2003 para la genotipificación del Virus Sincitial 

Respiratorio Humano Tipo A. Para esto se tomaron los siguientes reactivos y 

concentraciones: 

 

Tabla 2.6: Condiciones, Volúmenes y Reactivos  para la PCR de VRSH tipo A mediante el 
método de primers específicos. 

 

Condiciones y Volúmenes 
Reactivo [  ]o [  ]f Unidad 1X /µL  

Agua  14,75 
Flexi buffer 10 1 X 5 

MgCl2 50 1,5 mM 1,5 

dNTP`s mix 10 0,2 mM 0,5 
Primer LG3 (-) 20 0,8 µM 0,5 
Primer 480 (+) 20 0,8 µM 0,5 
Taq Polimerasa  5 1,5 U/µL  0,25 

ADN del producto de amplificación 2 

VOLUMEN TOTAL 25 
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La mezcla de la PCR anidada se colocó en un termociclador (Applied Biosystems 

GeneAmp® PCR System 2700) con el siguiente programa: 

 

Tabla 2.7: Programa de Termociclado empleado en este estudio para PCR de identificación de 
Virus Sincitial Respiratorio Humano de tipo A para el equipo Applied Biosystems GeneAmp® PCR 

System 2700. 
 

Fase 
Temperatura 

(ºC) 
Tiempo 

Numero de 
Ciclos 

Activación de la enzima 95 5 min 1 

Denaturación 94 
1 min 30 

seg 
35 

Hibridación 54 40 seg 
Elongación 72 1 min 

Extensión final 72 10 min 1 

  

Para la Tipificación del grupo B se empleó el mismo protocolo, con la 

diferencia de que el primer 480(+) es sustituido por el primer 496(+) para obtener un 

fragmento de 496 pares de bases. 

 

2.5.10 Detección del producto amplificado por medio de la electroforesis en gel de 

agarosa 

 

Una vez concluida la PCR anidada, estos productos fueron detectados en geles  

de agarosa al 1.5% con bufer TBE 1X (Tris 0.089M, ácido bórico 0.089M, EDTA 

0.002M), el cual se tiñó con bromuro de etidio (10mg/ml). La corrida se realizó a 90V 

durante 40 minutos, empleando como marcador de peso molecular el Marker VIII 

(Promega), con un rango entre 100 y 1500 pares de bases (pb). La visualización de las 

bandas se realizó por exposición de gel a la luz ultravioleta en un transiluminador. El 

tamaño de fragmento amplificado que se esperaba para el gen GA era de 480 pb y para 

el GB era de 496 pb.  
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2.5.11 Análisis de datos 

 

Con los datos de los consentimientos informados y los resultados obtenidos de 

cada niño, se realizó un análisis estadístico descriptivo. 

 

Para la prueba con SimplexaTM Flu A/B & VRS (Frizonex) de PCR en Tiempo 

Real se tomó en cuenta el criterio de positividad para el algoritmo considerado, donde el 

ensayo se reportó como positivo cuando hubo una detección de las sondas con valores 

de Ct para VRS comprendidas en un rango de 14,4 a 35,3. Se reporto como negativo la 

ausencia de detección de la fluorescencia o una detección que supera los 35,3 ciclos. 

 

 Para el protocolo que empleó primers específicos, cedido por Arbiza y 

colaboradores en el 2003; se tomó en cuenta el criterio de positividad, donde el ensayo 

se reportó como positivo cuando hubo detección de bandas de 480 y 496 pb. y 

reportándose como negativo la ausencia de bandas en la corrida del gel de agarosa. 
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3 CAPÍTULO 3: RESULTADOS 
 

3.1  Muestras biológicas 

 

3.1.1 Resultados del cálculo de muestra 

 

Se recolectaron un total de 73 muestras de niños con asma, en edades 

comprendidas desde los 6 hasta los 12 años en sus episodios asmáticos, en el periodo de 

Febrero a Julio del 2011. 

 

 

 

737n  

Donde: 

N = población de niños en edad escolar en el Ecuador igual a 600000 

p = proporción poblacional estimada de niños en edad escolar con infecciones  

       respiratorias tipo asma equivalente a 5%   

q = 1 – p 

z = nivel de confianza  de 1,96 

  e = error máximo del 5% 

 

Se logró recolectar un total de 18 muestras adicionales de pacientes con las 

características requeridas en este estudio. 

 

98.72
96.1*95.0*05.005.0*1600000

96.1*95.0*05.0*600000
22

2

7
01

n
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3.2 Obtención de los controles positivos 

 

3.2.1 Visualización de gráfica de amplificación de PCR en tiempo real 

 

Mediante el uso de la Prueba SimplexaTM Flu A/B & VRS (Frizonex)  de RT-

PCR en Tiempo Real para detección cualitativa y la diferenciación del ARN viral de los 

virus influenza A, B y del VRS in vitro; se obtuvieron los controles de VRSH para esta 

investigación. Con valores desde los 14,4 hasta los 35,3 de Ct ciclo umbral detectado, 

como se muestra en la siguiente figura 3.1 y en la figura 3.2 se muestra la presencia o 

ausencia del VRS en las muestras de los niños control cedidas por el Hospital Baca 

Ortiz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.1: Imagen en la que se observan los valores de Ct = ciclo umbral detectado para 
VRSH con una sonda CFR610, realizado con el equipo de PCR en Tiempo Real, con el 
software Interated Cycler Studio versión 3.0.0.102, para prueba SimplexaTM Flu A/B & VRS 
(Frizonex). 
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En las figuras 3.3 y 3.4 se observan las gráficas de amplificación de PCR en 

tiempo real para las muestras de los niños control cedidas por el Hospital Baca Ortiz de 

Quito-Ecuador, en las cuales se muestran los 9 controles positivos obtenidos para esta 

investigación. Los colores de la parte superior representan las sondas colorimétricas 

para la detección cualitativa y la diferenciación del ARN viral in vitro de los virus 

influenza A para el color verde, del virus influenza B para el color azul y del VRS para 

el color rojo y el control interno de ARN para el color purpura. 

 

 

 

 

 
Figura 3.2: Imagen en la que se observan los resultados de Detección Viral, obtenidos con el 
equipo de PCR en Tiempo Real, con el software Interated Cycler Studio versión 3.0.0.102, para 
prueba SimplexaTM Flu A/B & VRS (Frizonex). 
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Figura 3.3: Gráfica de amplificación de PCR en tiempo real, de muestras de niños de 0 a 4 años 
cedidas en el hospital Baca Ortiz, muestras desde la 1 a la 7; obtenidas con el equipo de PCR en 
Tiempo Real, con el software Interated Cycler Studio versión 3.0.0.102, para prueba SimplexaTM 
Flu A/B & VRS (Frizonex). 
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Figura 3.4:Gráfica de amplificación de PCR en tiempo real, de muestras de niños control cedidas en 
el hospital Baca Ortiz, muestras desde la 8 a la 14; obtenidas con el equipo de PCR en Tiempo Real, 
con el software Interated Cycler Studio versión 3.0.0.102, para prueba SimplexaTM Flu A/B & VRS 
(Frizonex). 
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La figura 3.5  muestra los parámetros de ciclado usados en con el equipo de 

PCR en tiempo real para la prueba de SimplexaTM Flu A/B & VRS (Frizonex)  de RT-

PCR para esta investigación. 

 

 

 

 

 

 

 

El resultado de la secuenciación no podo ser visualizado debido a un daño 

efectuado en el equipo y por ello se tomaron los resultados obtenidos en los geles de 

agarosa por el método de primers específicos; los cuales son viables para su 

determinación entre grupo A y B del VRSH. 

 

3.2.2 Visualización de controles positivos en gel de agarosa de la PCR en tiempo real. 

 

La visualización de amplicones del Virus Sincitial Respiratorio Humano, por 

tratarse de un virus monocatenario y de ARN (-), solo pueden visualizarse en el gel de 

agarosa después de la amplificación con los primers LG3 (-) LG5 (+) como se puede 

apreciar en el gel de la siguiente figura: 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3.6: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y Buffer TBE al 1X, teñido con bromuro de 
etidio (10mg/mL), los pocillos del 1 al 9 son de ADNc amplificado a partir de las muestras 
positivas obtenidas con la prueba Simpleza TM Flu A/B  VRSH (Frizonex); M simboliza el  
marcador Marker VIII (Promega) de peso molecular de 100 a 1500 pb. 
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 Figura 3.5: Parámetros de ciclado de Simplexa Flu A, B y VRS; obtenidos con el equipo de 
PCR en Tiempo Real, con el software Interated Cycler Studio versión 3.0.0.102, para 
prueba SimplexaTM Flu A/B & VRS (Frizonex). 
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3.3 Amplificación del gen G. 

 

En la siguiente figura no se observa la banda de 923pb en las muestras de niños 

en edad escolar pertenecientes a esta investigación, únicamente se puede apreciarse la 

banda de 923pb en el control positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3.7 : Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y Buffer TBE al 1X, teñido con bromuro 
de etidio, los pocillos del 1 al 21 son de ADNc amplificado a partir de las muestras de niños con 
asma en edad escolar del Hospital Baca Ortiz de Quito-Ecuador; el pocillo C+ corresponde al 
control positivo obtenido con la prueba Simpleza TM Flu A/B  VRSH (Frizonex) y el pocillo C- 
corresponde al control negativo; M simboliza el  marcador Marker VIII (Promega) de peso 
molecular de 100 a 1500 pb. En esta figura la banda de 923pb en el control positivo y en el 
marcador no se observan a la misma altura, porque el marcador migró primero.  
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3.4 Genotipificación del fragmento del gen G 

 

En las siguientes figuras no se observan las bandas correspondientes a 480pb 

para el gen A y 496 pb para el gen B:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y Buffer TBE al 1X, teñido con bromuro de 
etidio, Los pocillos del 1 al 21 son de ADNc amplificado y genotipado para GA fragmento de 480 
pb, a partir de muestras de niños con asma en edad escolar. Marcador Marker VIII (Promega) de 
peso molecular de 100 a 1500 pb, controles positivos (C+) y controles negativos (C-), 
respectivamente. 



40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y Buffer TBE al 1X, teñido con bromuro de etidio, 
Los pocillos del 1 al 21 son de ADNc amplificado y genotipado para GB fragmento de 496 pb, a partir 
de muestras de niños con asma en edad escolar. Marcador Marker VIII (Promega) de peso molecular 
de 100 a 1500 pb, controles positivos (C+) y controles negativos (C-), respectivamente. 
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Como se observa en las figuras 3.8 y 3.9, existe ausencia de bandas de 480pb y 

496pb, correspondientes a la tipificación del gen de la glicoproteína G tanto para el tipo 

A, como para el tipo B del VRSH, lo cual se analizó y comprobó en las 73 muestras de 

niños con asma, en edades comprendidas desde los 6 hasta los 12 años en sus episodios 

asmáticos, en el periodo de Febrero a Julio del 2011. 

 

3.5 Análisis Estadístico Descriptivo 

 

Los datos de los consentimientos informados (ANEXO A), procesados en una 

hoja electrónica desarrollada en Microsoft Excel (ANEXO C), dieron los siguientes 

resultados: 

De las 76 muestras recolectadas, la mayor cantidad corresponde al mes de 

junio, como se puede observar en la siguiente figura: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10: Porcentaje de muestras de niños asmáticos, recolectadas para Identificación y 
Genotipificación de VRSH; en el periodo febrero a julio del año 2011.  
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En cuanto al análisis por género se observa un total de 28 niñas y 48 niños, 

siendo los niños los mayormente afectados por afecciones respiratorias asociadas con 

asma. 

 

El número de niñas con episodios asmáticos se encuentra con una mayor 

frecuencia a los a 7 años de edad; mientras que en los niños se encuentra con mayor 

frecuencia a los 8 años de edad. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 3.1 y la figura 3.12, se encontró que entre los niños analizados 

según su diagnóstico escrito en la historia clínica, solo el 58% alguna vez presentaron 

diversas afecciones respiratorias asociadas con asma a lo largo de su vida. Un total de 

44 niños presentó alguna de estas afecciones respiratorias asociadas con asma desde los 

0 años de edad. Y como se puede observar en la tabla 3.1, se tienen una constante 

aparición de Asma Bronquial en los niños estudiados. 

Figura 3.11: Cantidad de muestras nasofaríngeas recolectadas para Identificación y 
Genotipificación de VRSH ubicadas por género y edad.  
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Tabla 3.1: Afecciones respiratorias en niños asmáticos estudiados para la Identificación y 
Genotipificación de VRSH, a partir de su diagnóstico escrito en la historia clínica del Hospital Baca 
Ortiz de Quito-Ecuador, en el periodo febrero a julio del año 2011. 

  
Tipo de Afección Respiratoria Niños y Niñas 

Asma 4 

Asma Bronquial 33 

Asma Bronquial y Bronqueolitis 1 

Asma Bronquial y Neumonía 2 

Asma Bronquial y Broncospasmo 1 

Asma Bronquial y Rinitis alérgica 1 

Asma Bronquial y I.R.A.S 1 

Asma Bronquial, Neumonía e Influenza AH1N1 1 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se observa que el diagnóstico de asma bronquial exclusivo fue más frecuente 

que la asociación con I.R.A.S. e infecciones bajas, afectando mas a los niños de género 

masculino en nuestra comunidad, cabe recalcar que esto se presentó en la población 

estudiada y no es extrapolable a la comunidad. 

Figura 3.12: Porcentaje de niños asmáticos por afección respiratoria, para la 
Identificación y Genotipificación de VRSH, a partir de su diagnóstico escrito en la 
historia clínica del Hospital Baca Ortiz de Quito-Ecuador, en el periodo febrero a julio 
del año 2011. 
.  
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Tabla 3. 2: Afecciones respiratorias por género de niños asmáticos estudiados para la Identificación 
y Genotipificación de VRSH, a partir de su diagnóstico escrito en la historia clínica del Hospital 
Baca Ortiz de Quito-Ecuador, en el periodo febrero a julio del año 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo de Afección Respiratoria Niñas Niños 

Asma 1 3 

Asma Bronquial 12 21 

Asma Bronquial y Bronqueolitis 0 1 

Asma Bronquial y Neumonía 1 1 

Asma Bronquial y Broncospasmo 0 1 

Asma Bronquial y Rinitis alérgica 1 0 

Asma Bronquial y I.R.A.S 0 1 

Asma Bronquial, Neumonía e Influenza AH1N1 1 0 

Figura 3.13: Afecciones respiratorias relacionadas con asma de niños y niñas asmáticos, 
estudiados para la Identificación y Genotipificación de VRSH, a partir de su diagnóstico 
escrito en la historia clínica del Hospital Baca Ortiz de Quito-Ecuador, en el periodo febrero 
a julio del año 2011. 
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4 CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN 
 

Los resultados de la detección molecular empleando el protocolo tomado de 

Arbiza y colaboradores en el 2003, revelan que el Virus Sincitial Respiratorio, en este 

caso y para este estudio, no es el responsable del asma en los niños en edad escolar 

diagnosticados en el Hospital Baca Ortiz de Quito-Ecuador en el periodo anual de 

febrero a julio del 2011.  

 

Según Arbiza 2011, en la visualización de los geles correspondientes a 

muestras respiratorias; siempre se tienen varias bandas arriba y debajo de las que se esté 

buscando, esto se debe a que las muestras respiratorias siempre tienen muchos 

microorganismos entre virus y bacterias; por esto se debe hacer la debida secuenciación 

de la banda requerida en el estudio.  

 

Al realizar la PCR en tiempo real para la detección de los controles positivos 

en las gráficas de amplificación de las figuras 3.3 y 3.4, se puede observar que en cuatro 

de los nueve controles positivos, la curva colorimétrica correspondiente al VRSH (rojo), 

se encuentra más allá de los 35.5 Ct; esto se debe a que los niños ya estaban culminando 

la etapa de infección viral, pero aún asi son considerados como buenas referencias para 

controles positivos, por la sensibilidad de la técnica molecular de PCR. 

 

La visualización del ARVv del VRSH, no puede hacerse después de la 

retrotranscripción, sino únicamente después de haber hecho la amplificación del 

fragmento G. Según Arbiza 2011, esto se debe al comportamiento viral, ya que por ser 

un ARN monocatenario negativo, es mucho más sensible a las ARNasas del ambiente, 

lo que puede provocar su degradación con mayor facilidad, motivo por el cual al 

momento de realizar la amplificación en la cámara de flujo laminar, se debe trabajar con 

las muestras de ARN viral mientras estas siguen descongelándose para evitar afectar su 

integridad. 

 

Arbiza 2003, realizó el estudio de Variabilidad dominante de Virus Sincitial 

Respiratorio en los grupos A y B en Uruguay durante catorce años consecutivos; en el 

cual se realizó la amplificación del gen G para visualizar las bandas de 923 pb, pero en 
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varios de los casos los amplicones no se observaban en el gel, a pesar de ello se 

realizaba posteriormente una genotipificación con primers específicos y asi lograron 

sesgar los falsos negativos. Por ello en este estudio, aún teniendo una ausencia de banda 

de 923pb como se observa en la figura 3.7, también se realizó la genotipificación para 

descartar falsos negativos y se lo puede observar en las figuras 3.8 y 3.9 

correspondientes a la visualización de bandas de 480pb y 496pb para el grupo A y B 

respectivamente. 

 

La estacionalidad es una de las características epidemiológicas que caracterizan 

a las infecciones respiratorias virales. En poblaciones asentadas en climas fríos, cabe 

destacar su mayor frecuencia en los niños y la presentación frecuente de ellas como 

infección inaparente. Estas enfermedades se presentan en las épocas frías del año, en 

forma de brotes epidémicos con duración e intensidad variable. A este respecto se ha 

observado que los distintos virus se alternan en forme sucesiva y en raras ocasiones 

coinciden agentes distintos en una epidemia (Stensballe  et al., 2003).  

 

Las infecciones del tracto respiratorio inferior causadas por el VRSH, ocurren 

de forma epidémica y la aparición de éstas, varía con la altitud, latitud y clima del lugar. 

La estacionalidad, en la cual la epidemia de VRSH ocurre, depende de la localización 

geográfica y de la altitud. Durante las estaciones del año, las epidemias tienden a 

aparecer en cúmulos sin embargo los patrones de aparición de estas epidemias varían de 

un continente a otro y usualmente empiezan en las áreas costeras (Goldman, 2001). 

 

En países cerca del Ecuador, con lluvias frecuentes como Colombia la 

situación no es clara. En estos sitios hay un patrón distinto de transmisión del VRSH, 

donde la mayoría de los casos aparecen en una mitad del año, pero no en la otra (Revista 

Mexicana de Pediatría, 2005). 

 

El presente estudio fue realizado en los meses de febrero a julio del año 2011 

como se puede observar en la figura 3.10, en el Hospital Baca Ortiz de Quito, y el 

periodo de aparición del VRSH es desde septiembre a abril; esa puede haber sido una 
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razón para que no se haya encontrado una presencia viral en las muestras de los niños 

con asma en edades desde los 6 años hasta los 12 años. 

 

Puede decirse que el VRSH es un virus estacional, que infecta con mayor 

frecuencia en el invierno en los países de climas templados y en países tropicales 

durante los meses lluviosos del año.   Como por ejemplo en el estudio de frecuencia y 

estacionalidad de los virus respiratorios identificados en los niños que ameritaron ser 

internados por tener un episodio de la infección respiratoria en México, se pudo 

observar un aumento considerable de casos a partir del mes de octubre en el que el 

Virus Sincitial Respiratorio (VSRH) fue el de mayor frecuencia. Se observó que el 

VRSH estuvo presente todo el año registrando un pico máximo en el mes de octubre. La 

vigilancia epidemiológica continua permite conocer la estabilidad de los brotes y 

permite relacionar la morbilidad y mortalidad de las infecciones asociadas a VRSH. Las 

medidas preventivas incluyen un riguroso control de la infección y la administración de 

inmunoglobulina policlonal y anticuerpos monoclonales contra el VRSH. Estas medidas 

por ser de un costo muy elevado se recomiendan solo en pacientes de alto riesgo 

(Revista Mexicana de Pediatría, 2005). 

 

Todos los niños estudiados en esta investigación, padecían de asma, por esta 

razón se quería determinar si su enfermedad era causada por el Virus Sincitial 

Respiratorio Humano; debido a que las causas del asma son de diversa índole y uno de 

los exacerbantes descritos, es este virus (Sigurs et al ., 2000). Pero ya que la presencia 

de este virus no fue encontrada en los niños estudiados, la causa del asma puede deberse 

a otras razones. Como por ejemplo en los tiempos actuales conforme avanza la 

industrialización, se van cambiando los hábitos de vida, se van dando las migraciones a 

las grandes ciudades y se incrementan los factores de riesgo para padecer esta 

enfermedad.  

 

Para el diagnóstico de asma se requiere investigar la historia laboral en los 

adultos y en los niños investigar exposición a agentes sensibilizantes e infecciones. Los 

síntomas pueden agravarse  por el uso de fármacos usados para patologías asociadas 

como aspirina, antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), antiinflamatorio de uso 
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tópico  (oftalmológicos), el uso de medicación sistémica tipo betabloqueantes (Munayco 

et al., 2009). 

 

Así como lo menciona Munayco y colaboradores en el 2009; en esta 

investigación se observa que en los niños estudiados, muchos de ellos tienden a 

presentar un periodo de aparición de episodios asmáticos en el mes de junio, lo cual 

puede ser debido a agentes sensibilizantes y al mismo tiempo es una época del año en el 

que algunos de los niños en estudiados salían de vacaciones, modificando así sus 

hábitos o rutina normal, lo cual también incrementa la aparición de episodios asmáticos. 

 

Numerosos estudios han descrito la asociación entre la infección por Virus 

Respiratorio Sincitial Humano (VRSH), en la infancia y el desarrollo posterior de 

hiperreactividad bronquial (HRB). Además de la respuesta inmunitaria exagerada y las 

alteraciones de los mecanismos neuronales, estudios recientes han relacionado la 

posible “presencia” del VRSH en el tracto respiratorio inferior con la patogenia de la 

HRB, por ello se presume que pueda existir una persistencia de este virus en el niño. 

Varios investigadores han analizado si el tratamiento de la bronquiolitis con fármacos 

antivirales o inmunosupresores podría disminuir las secuelas pulmonares, ocasionadas 

por el VRSH, pero aun así muchos niños siguen acudiendo a su doctor en su 

adolescencia (Mejías, 2004). 

 

En niños mayores y adultos jóvenes, las infecciones respiratorias continúan 

siendo causa de sibilancias, pero el virus causal es diferente. Duff AL y colaboradores, 

de la Universidad de Virginia, estudiaron niños que llegaron al servicio de urgencias 

con episodios agudos de sibilancias. En los niños, casi en el 70% de los que presentaron 

sibilancias se encontró crecimiento del virus en el cultivo de las secreciones de las vías 

aéreas. El VRSH fue la infección principal asociada a sibilancias en estos pacientes. Sin 

embargo, en los mayores de dicha edad, los factores de riesgo asociados a sibilancias 

fueron alergias y la presencia de virus. Estos estudios demuestran una evidente relación 

entre la edad y el virus infectante (Rodríguez et al., 2000). Lo cual nos indica otra razón 

por la que no se encontró la presencia del VRSH en este estudio en niños de 6 a 12 años 

de edad. 
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Kraner y col, realizaron  un estudio transversal en el que se evaluaron 2 411 

niños en edades comprendidas entre los 5 hasta los 14 años, de los cuales se observó 

que en 664 niños  la prevalencia de alergia iniciaba cuando los niños empezaban  a 

asistir a la guardería; mientras aumentaba la edad, disminuía la vulnerabilidad de 

contagio.  

 

En esta investigación se obtuvo que los niños estudiados tienden a presentar 

episodios asmáticos con mayor frecuencia desde los 6 años hasta los 8 años de edad, sin 

embargo Sigurs y colaboradores en el año 2000, analizando el padecimiento de asma y 

la sensibilización alérgica a los 7 años de edad, observaron que los niños que habían 

padecido infección por VRSH tenían un mayor riesgo de padecer asma o sensibilización 

alérgica que los niños sin infección por VRSH, independiente mente del antecedente de 

historia familiar de asma, siendo el riesgo aún mayor cuando existían dichos 

antecedentes, especulando que podría haber un efecto sobre el sistema inmunitario 

inmaduro.  

 

Singleton y colaboradores en el año 2003, también hallaron que los niños que 

habían padecido la infección por VRSH presentaron un mayor número de episodios de 

bronquitis crónica y sibilancias hasta los 4 años de edad, respecto a los controles, 

permaneciendo con un riesgo mayor de tos productiva crónica desde los 5 años hasta los 

8 años de edad, por lo que la prevención de la infección por el VRSH, podría prevenir 

de la aparición de posteriores exacerbaciones en cuanto a la aparición de episodios 

asmáticos. 
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5 CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES 
 

 Se recolectaron un total de 76 muestras de niños con asma, en edades 

comprendidas desde los 6 hasta los 12 años en sus episodios asmáticos, en el 

periodo de Febrero a Julio del 2011en el Hospital de niños Baca Ortiz de Quito-

Ecuador.  

 

 De 76 muestras analizadas, 37% fueron pertenecientes al género femenino y 

63% al género masculino. 

 

 El 43,4% de los  niños analizados sufren de asma bronquial.  

 

 Los niños del género masculino son los que más sufren de asma o de alguna 

asociación a esta enfermedad, en este estudio. 

 

 Dentro de la población estudiada la mayor cantidad de niños con asma se 

presentan desde los 6 años de edad hasta los 8 años de edad.  

 

 Las afecciones respiratorias aparecen desde los 0 años de edad y van 

disminuyendo conforme avanzan los años. 

 

 La mayoría de las muestras analizadas con SimplexaTM Flu A/B & VRS de 

Frizonex para PCR en Tiempo Real, presentaron valores de Ct menores de 53 en 

todas las dianas. 

 

 Los resultados empleando el protocolo tomado de Arbiza y colaboradores en el 

2003, revela que el Virus Sincitial Respiratorio, en este caso y para este estudio, 

no es el responsable del asma en los niños en edad escolar en el periodo anual de 

febrero a julio del 2011. 
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CAPÍTULO 6: RECOMENDACIONES 
 

 En este estudio se realizó la recolección de muestras por hisopado nasofaríngeo, se 

recomienda utilizar el método de aspirado nasofaríngeo, para tener una mayor 

cantidad celular. 

 

 El mejor momento para hacer la toma de muestras nasofaríngeas, es cuando los 

niños están pasando por sus episodios ó algún tipo de gripe o alergia. Ya que el 

virus tiene diferentes temporadas de aparición y por lo general son épocas frías. 

 

 En este estudio la extracción de ARNv se realizó mediante el método del Trizol  y 

se recomienda para mejores resultados, un kit comercial de extracción. 

 

 En esta investigación la genotipificación se realizó mediante el método de primers 

específicos, para evitar errores visuales del operador propone realizar la tipificación 

mediante secuenciación. 

 

 Extender el periodo de investigación y enfatizar en los meses que son de mayor 

prevalencia de este virus. 

 

 Se puede realizar esta investigación en pacientes de otras edades como en adultos 

mayores ó en niños desde los cero años de edad hasta los 12 años aproximadamente. 

 

 Los niños o pacientes que sean estudiados, deben tener en su historial clínico el 

diagnóstico de las enfermedades relacionadas con el VRSH; esto se toma en cuenta 

debido a que al tener alguna vez en su vida en VRSH, los pacientes tienden a ser 

más propensos a desarrollar sensibilizaciones respiratorias. 
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