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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

DETECCION DE VIRUS INFLUENZA A, B Y SUBTIPOS A
(HIN1) pdm09, A (H3N2) POR MULTIPLE RT-PCR EN MUESTRAS
CLINICAS

Pool Marcos'®, Maribel Huaringa'°, Nancy Rojas'?, Victoria Gutiérrez'2, Sila Ruiton'¢, Emelda Gallardo'¢,
Jorge Achata'®, Marco Galarza?®

RESUMEN

Objetivos. Estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) multiple para la
deteccion de virus influenza A, B vy tipificacion de subtipos A (H1N1) pdm09, A (H3N2) en muestras clinicas. Materiales y
meétodos. Se analizaron 300 muestras de hisopado nasofaringeo. Esta metodologia fue estandarizada en dos pasos: la
primera reaccién detectd el gen de la matriz del virus de influenza A, gen de la nucleoproteina del virus influenza B y el
gen GAPDH de las células huésped. La segunda reaccion detecté el gen de la hemaglutinina de los subtipos A (H1N1)
pandémico (pdm09) y A (H3N2). Resultados. Se identificaron 109 muestras positivas a influenza Ay B, de las cuales 72
fueron positivas a influenza A (36 positivas a influenza A (H1N1) pdm09 y 36 positivos a influenza A (H3N2)) y 37 muestras
positivas a influenza B. 191 fueron negativas a ambos virus mediante RT-PCR en tiempo real multiplex. Se encontré una
sensibilidad y especificidad del 100% al analizar los resultados de ambas reacciones. El limite de deteccion viral fue del
rango de 7 a 9 copias/uL por virus. Los resultados no mostraron ninguna reaccioén cruzada con otros virus tales como
adenovirus, virus sincitial respiratorio, parainfluenza (1,2 y 3), metapneumovirus, subtipos A (H1N1) estacional, A (H5N2)
y VIH. Conclusiones. La RT-PCR multiple demostré ser una prueba muy sensible y especifica para la deteccion de virus
influenza A, B y subtipos A (H1N1, H3N2) y su uso puede ser conveniente en brotes estacionales.

Palabras clave: Reaccion en cadena de la polimerasa multiplex; Virus de la influenza A; Subtipo H1N1 del virus de la
influenza A; Subtipo H3N2 del virus de la influenza A (fuente: DeCS BIREME).

DETECTION OF INFLUENZA A, BAND SUBTYPES A (HIN1) pdm09, A (H3N?2)
VIRUSES BY MULTIPLE QRT-PCR IN CLINICAL SAMPLES

ABSTRACT

Objectives. To describe the clinical and epidemiological characteristics of patients diagnosed with epidermolysis bullosa
(EB) at the Instituto Nacional de Salud (INSN) in Lima, Peru; a National Reference Center for this disease. Material
and methods. Observational, descriptive and transversal study. We reviewed the clinical histories and laboratory tests
of patients diagnosed with EB treated in INSN from 1993 to 2015. Results. 93 patients were registered. The average
age was 7.9 + 5.6 years; 53.8% (n = 50) were boys. Clinical forms corresponded to dystrophic EB with 41 (44.1%)
cases, simple EB with 39 (41.9%) union EB cases with 8 (8.6%) and Kindler syndrome with 4 (4.3%) cases. The clinical
form could not be identified in a case. A total of 48 cases (51.6%) came from Lima and Callao, and 45 cases (48.4%)
from other provinces of the country. Extracutaneous manifestations involved gastrointestinal (44.1%), ocular (37.6%),
odontogenic (87.1%), and nutritional (79.6%) involvement, as well as pseudosindactilia (16.1%). Chronic malnutrition
(71.6%), acute malnutrition (17.6%) and anemia (62.4%) were found. Mortality corresponded to 6 cases (6.5%).
Conclusions. 93 cases of EB were reported in INSN, the predominant clinical presentation was the dystrophic form.

Key words: Multiplex polymerase chain reaction; Influenza A virus; Influenza A virus, H1N1 subtype; Influenza A virus,
H3N2 subtype (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Los virus de influenza son los agentes causales de
la gripe, infeccion respiratoria aguda que causa altas
tasas de morbilidad y mortalidad relacionadas con
cuadros de neumonia (. En el mundo, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) report6 mas de 134 510
casos y 816 muertes, y es considerada como una
nueva pandemia @. Debido a la capacidad de mutar y
de adaptarse a casi cualquier circunstancia, este virus
representa una amenaza para la humanidad. En Peruq,
hasta julio de 2009, se contaban ya mas de 3500 casos
de influenza A (H1N1) @,

La mayoria de las pandemias de gripe se asocian con
el tipo A, que representa el patégeno mas extendido
en humanos y animales. Estos se clasifican en
subtipos basados en las variaciones antigénicas de
la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) que son
glicoproteinas expresadas en la superficie del virus. Los
subtipos mas comunes del virus influenza A que causan
enfermedad en humanos son H1N1pdm09, H1N1 y
H3N2 ®,

El secuenciamiento completo del genoma del virus
pandémico H1N1pdmO09 reveld que se trataba de una
reorganizacion del virus H1N1. Este incluia, al menos,
tres secuencias virales diferentes que contenian seis
genes de la gripe porcina de Norteamérica (H1N2) y dos
genes de la gripe porcina Euro-Asiatica (NAde H1N1) y
Asiatica (proteina de la matriz en H3N2) ¥,

La gran variabilidad genética y antigénica que exhiben
los virus influenza A se debe a la conformacién particular
de su genoma, a su alta tasa de mutacién y a la
reasociacion frecuente de sus segmentos gendmicos
que les confiere un importante potencial pandémico.
Estos mecanismos de variacién genética conducen a
que la respuesta inmunoldgica de memoria pueda tener
poco o ningun efecto cuando una nueva variante de
virus infecta a la poblacion ©).

El analisis filogenético de los virus pandémicos AH1N1
colectados de diferentes regiones del mundo durante el
brote del 2009, demostré la presencia de variantes de A
(H1N1) con mutaciones especificas en el gen de la NA 67

El aislamiento viral es considerado el gold standard
o método de referencia para la deteccién de virus
respiratorios. Inicialmente, el aislamiento viral se realizé
en huevos de gallina embrionados, posteriormente, se
utilizaron lineas celulares tales como MDCK y Vero,
para una mayor recuperacion de virus en los medios
de cultivo ®. Sin embargo, los avances tecnoldgicos en
el diagnodstico han permitido utilizar otras metodologias
que incluyen los anticuerpos monoclonales o métodos

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Los métodos convencionales
para aislamiento y deteccién de virus influenza demandan un
tiempo considerable, es por esto que se planteo la estandarizacion
de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-PCR) para la deteccion rapida.

Principales hallazgos. La estandarizacion de RT-PCR para
la deteccién de virus influenza mostré una alta sensibilidad y
especificidad.

Implicancias. Estos resultados demuestran que el método
molecular puede ser utilizado para brotes estacionales y en
vigilancias epidemioldgicas del pais.

moleculares que resultaron ser herramientas poderosas
para el diagnoéstico de la infeccion virica ©™. Si
bien es cierto, el aislamiento viral y las pruebas de
inmunofluorescencia (directa o indirecta) son métodos
efectivos y complementarios, son laboriosos y demandan
un tiempo relativamente largo en comparacién con los
métodos moleculares (213, Desde el afio 2004, en que
se implementaron los métodos moleculares para la
deteccion de influenza A, a la actualidad, la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)
es considerado como un método rapido, sensible y
especifico para la deteccién de virus influenza (4.

La aparicion del virus pandémico A (H1N1) en México
y Estados Unidos durante el afio 2009, promovié
la necesidad de buscar nuevas estrategias para el
diagndstico oportuno mediante el uso de sondas tipo
TagMan, con mayor especificidad que las sondas
comerciales tipo SYBR Green y Fret (., Posteriormente,
se implementan las corridas multiples, que incluyen mas
de un gen en una misma corrida, de modo que se puede
detectar simultdneamente los virus de la influenza A, B 'y
los subtipos de influenza A, tales como H1N1pdmQ9 (9. En
la actualidad, los métodos de deteccién de los principales
virus respiratorios, se basan en el analisis de curvas de
melting, cuyo principio esté relacionado a temperaturas
y fluorescencias que son emitidas en los analisis, de
esta manera, se logra discriminar los diferentes tipos
de virus influenza vy, adicionalmente, poder identificar la
resistencia a oseltamivir 79 La identificacion rapida de
los agentes etiolégicos virales es indispensable para el
monitoreo epidemioldgico de esta patologia, y brinda la
posibilidad de disminuir el uso innecesario de antibidticos
y la disminucion de la resistencia bacteriana @9,

En el presente estudio se describe la estandarizacion
y optimizaciéon de la RT-PCR, multiple de dos pasos,
como una herramienta diagndstica para la deteccién de
virus influenza A, B y la tipificacion de los subtipos mas
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importantes que circulan en nuestro pais, tales como
H1N1pdmO09 y H3N2.

El primer paso de la multiple RT-PCR consistié en primers
y sondas para la matriz de influenza A, la nucleoproteina
de influenza y GADH como control interno para células
humanas. El segundo paso de la multiple RT-PCR
empleo primers y sondas para las hemaglutininas de los
subtipos HIN1pdm09 y H3N2. En esta multiple RT-PCR
de dos pasos, se aumento la sensibilidad y especificidad
usando sondas especificas tipo TagMan a partir de
muestras de hisopado nasofaringeo que permitiran,
en forma rapida, diferenciar tipos y subtipos del virus
influenza en Peru. La utilidad de este método es que
es rapido, y preciso en la deteccion simultanea de virus
influenza, que la hace comparable al aislamiento en
cultivo celular usado en virologia clinica.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS CLINICAS, AISLAMIENTO VIRAL Y
EXTRACCION DE ARN

Las muestras clinicas correspondieron a la vigilancia
epidemioldgica de influenza y otros virus respiratorios
en todo el pais durante el afio 2013. Dichas muestras
fueron hisopados nasofaringeos (n=300) que se tomaron
segun los criterios establecidos en la Directiva Sanitaria
045-2012-MINSA/DGE V.01 y fueron procesados en el

Laboratorio de Virus Respiratorios del Instituto Nacional
de Salud (INS) de Peru. Estas muestras se almacenaron
a -80 °C hasta la extraccion de ARN.

El aislamiento viral se realiz6 en las lineas celulares:
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK ATCC — CCL- 34,
para aislamiento de virus influenza), Vero ATCC® CCL-
81™ (aislado de rifion de Cercopithecus aethiops, para
aislamiento de virus sincitial) y Human Epidermoid
carcinoma strain #2 (Hep2 ATCC — CCL — 23, para
aislamiento de adenovirus). Se observo la aparicién del
efecto citopatico en las lineas celulares que indicaban
replicacion viral. Los aislamientos virales positivos fueron,
posteriormente, analizados para la identificacion viral por
inmunofluorescencia directa (IFD) y RT-PCR singlepex.
La extraccion de ARN se realiz6 usando el kit comercial
QIAamp® Viral RNA mini kit (Qiagen) y se almaceno a -80
°C hasta el procedimiento de RT-PCR muiltiple.

DISENO DE PRIMERS Y SONDAS

En la Tabla 1 se muestran los primers y sondas
empleados para la deteccion de los virus influenza A, B
y tipificacion de los subtipos A (H1N1) pdm09, A (H3N2).
Estos primers y sondas TagMan han sido considerados
de publicaciones previas, e incluyen un control interno
que es el gen humano GAPDH 42V, Los primers y
sondas fueron sintetizadas por BioResearch (México).

Tabla 1. Primers y sondas usados en el estudio para deteccién molecular de Influenza Ay B

Gen Regioén blanco Primer-sonda Secuencia 5a 3’
Flu A-sentido GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
Flu A Matriz viral Flu A-antisentido GGGCATTYTGGACAAAKCGTCTACG
Flu A-sonda FAM-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ1
Flu B-sentido TCCTCAACTCACTCTTCGAGCG
Flu B Nucleoproteina viral Flu B-antisentido CGGTGCTCTTGACCAAATTGG
Flu B-sonda CAL Fluor Orange 560-CCAATTCGAGCAGCTGAAACTGCG-
GTG-BHQ2
GAPDH-sentido GTGAAGGTCGGAGTCAACGG
GAPDH Proteina humana GAPDH-antisentido TCAATGAAGGGGTCATTGATGG
GAPDH-sonda CAL Fluor red 610-CGCCTGGTCACCAGGGCTGC-BHQ1
Nuevo FIR? 2009- sen- TGAGATATTCCCCAAGACAAGTTC
FILAINY) - e maglutinin viral - Nuevo HIN1 2009- anti- TTTGTAGAAGCTTTTTGCTCCAG
pdmO09 sentido
Nuevo HIN1 2009- son- FAM-TCATGACTCGAACAAAGGTGTAACGG-BHQ1
Estacional H3N2-sentido ACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAA
Estacional H3N2- anti-
Flu A(H3N2)  Hemaglutinina viral sentido TAAGGGAGGCATAATCCGGCACAT

Estacional H3N2-sonda

CAL Fluor Orange 560-ACGCAGCAAAGCCTACAGCAACT-
GT-BHQ1
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CONDICIONES DE LA RT-PCR MULTIPLE

El primer ensayo de RT-PCR empleé de primers y
sondas correspondientes al gen de la matriz del virus
influenza A, gen de la nucleoproteina del virus influenza
B y el gen GAPDH de las células huésped como un
control interno. El segundo ensayo utilizé primers y
sondas especificas para hemaglutininas (H1 y H3) con
el fin de tipificar los subtipos mas destacados del virus
influenza A (H1IN1pdm09 y H3N2).

Simultaneamente, se realizo6 la retrotranscripcion y PCR
en tiempo real utilizando el kit Verso 1-step (Thermo
Scientific). Los mix de RT-PCR (20 pL) comprendieron
una mezcla de reaccion de 15 yL [primers (0,25 pM
sondas) 0,125 uyM y 5uL de ARN], segun condiciones
del fabricante. La amplificacién viral se realizé en el
Termociclador RotorGene Q con las condiciones de
transcripcion reversa a 50 °C x 30 min, seguida de la
PCR con una activacion inicial a 95 °C x 15 min, 45
ciclos de una denaturacion a 95 °C x 15 s, anillamiento/
extension a 60 °C x 30 s. La adquisicion y el analisis de
los datos se realizaron utilizando el software del equipo
RotorGene version 6.0. En cada corrida se consideraron
controles negativos y controles positivos para influenza
A (H1N1) pdm0Q9, influenza A (H3N2) e influenza B. Se
considerd un Ct <35 como positividad al ensayo en las
muestras de los pacientes.

EVALUACION DE LIMITE DE DETECCION DE LA RT-
PCR MULTIPLE EN CONTROLES POSITIVOS

Se evalud el parametro de sensibilidad de la RT-PCR
en tiempo real analizando el limite de detecciéon de ARN
viral. Se realizaron diluciones desde 10" a 10 de los ARN
controles de virus influenza A, B y los subtipos A (H3N2)
y A (H1N1) pdm09. Se utilizaron primers especificos para
detectar secuencias blanco de cada virus. Las corridas
de las muestras se realizaron por duplicado.

EVALUACION DE REACCION CRUZADA DE LA RT-
PCR MULTIPLE EN OTROS VIRUS

Se evalué el parametro de especificidad de la RT-PCR
en tiempo real, analizando la posible reaccién cruzada
en otros virus ARN: adenovirus, parainfluenza (1,2 y 3),
metapneumovirus, virus sincitial respiratorio, dengue
(1,2,3 y 4) y VIH. Las corridas de las muestras se
realizaron por duplicado.

EVALUACION DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y
VALORES PREDICTIVOS DE LA RT-PCR MULTIPLE
EN MUESTRAS CLINICAS

Se evaluaron los parametros de sensibilidad
y especificidad en 300 muestras de hisopado
nasofaringeo, de los cuales solo las muestras positivas

a aislamiento fueron analizadas mediante la RT-PCR
multiple. Las corridas de las muestras se realizaron
por duplicado. Se elaboré una tabla tetracérica para el
calculo de los parametros de evaluacion de la RT-PCR
en tiempo real multiple versus muestras de cultivo, con
estos datos se hallaron los parametros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN).

RESULTADOS

EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA RT-PCR
MULTIPLE EN CONTROLES POSITIVOS

Los resultados de la sensibilidad de la RT-PCR multiple
mostraron los siguientes limites de deteccion: influenza
A (9 copias/uL); influenza B (8 copias/uL); influenza A
(H1N1) pdmQ9 (8 copias/uL), e influenza A (H3N2) con 7
copias/uL. Asi mismo, se establecié el umbral (threshold)
para cada subtipo del virus influenza mediante la curva de
amplificacion y la curva estandarizada con diluciones de
cepas de los virus y el uso del software del equipo Rotor
Gene Q version 2.0.2. En la Figura 1 se muestran los Ct
correspondientes a cada dilucion versus la fluorescencia
normalizada para la deteccién de cada virus influenza.

EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LA RT-PCR
MULTIPLE EN OTROS VIRUS ARN

Los resultados de la especificidad de la RT-PCR multiple
no revelaron ninguna sefial de amplificacion cuando
se analiza otros virus. Solamente se observé una
sefial positiva en los controles FIuA (Ct=18,11), FluB
(Ct=22,73), HIN1pdmO09 (Ct=23,43), H3N2 (Ct=23,43) y
en todas las muestras analizadas para el control humano
GADPH (Ct=21,84). Las curvas de especificidad se
muestran en la Figura 2.

EVALUACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DE LA RT-PCR MULTIPLE EN MUESTRAS CLINICAS

El aislamiento viral permitié la identificacion de 109
cepas de virus influenza, las cuales fueron analizadas
por RT-PCR y se identificaron 36 positivos a influenza
A (H1N1) pdm09, 36 A (H3N2), 37 influenza B y 191
negativas a ambos virus (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras clinicas del
estudio

Muestras  Influenza Influenza GAPDH A(H1N1
(n=300) A B___humano p(dm09) A(H3N2)
191 (63,7%) - - + - -

36 (12,0%) + -
36 (12,0%) + -
37 (12,3%) +

+

+ -

+

= +

+
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Figura 1. Curvas de amplificacién de RT-PCR en controles positivos (CP) de virus influenza.
(A) Gen FIuA (6 diluciones) y por duplicado. (B) Gen FluB (5 diluciones) y por duplicado. (C) Gen H1 (5 diluciones) y por duplicado.

(D) Gen H3 (4 diluciones) y por duplicado.

La comparacion de la metodologia RT-PCR muiltiple
con el cultivo celular (técnica Gold estandar) mostro
una sensibilidad y especificidad del 100%. Los valores
de sensibilidad y especificidad, segun tipo de virus
influenza o subtipo, estuvieron dentro del rango del
intervalo de confianza de 95% (Tabla 3). Las curvas de
amplificacion de la RT-PCR en las muestras clinicas se
observan en la Figura 3.

REPRODUCIBILIDAD DE LA RT-PCR MULTIPLE EN
MUESTRAS CLINICAS

Las muestras se analizaron por duplicado, obteniéndose
el mismo resultado para cada uno de los genes
evaluados: FIuA, H1N1, H3N2 y FluB, indicando un
100% de reproducibilidad de la RT-PCR multiple.

DISCUSION

El uso de metodologias moleculares es de gran ayuda en
la actualidad para el diagnéstico de infecciones virales,
ya que en solo horas podemos dar un diagnostico

196 |

Tabla 3. Resultados de RT-PCR vs cultivo celular en
muestras clinicas (n=300)

Cultivo celular

RT-PCR multiplex - — Total
Negativo Positivo

Influenza A
Negativo (%) 228 (76,0) 0(0,0) 228 (76,0)
Positivo (%) 0 (0,0) 72 (24,0) 72 (24,0)
Total (%) 228 (76,0) 72 (24,0) 300 (100,0)
Sensibilidad 100,0%
Especificidad 100,0%
VPP 100,0%
VPN 100,0%

Influenza B
Negativo (%) 263 (87,6) 0(0,0) 263 (87,6)
Positivo (%) 0(0,0) 37 (12,4) 37 (12,4)
Total (%) 263 (87,6) 37 (12,4) 300 (100,0)
Sensibilidad 100,0%
Especificidad 100,0%
VPP 100,0%
VPN 100,0%

VPP: Valor predictivo positivo
VPN: Valor predictivo negativo
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Figura 2. Curvas de amplificacion de la RT-PCR en Influenza A y B frente a otros virus ARNs (adenovirus, parainfluenza (1,2 y 3),
metapneumovirus, virus sincitial respiratorio, dengue (1,2,3 y 4) y VIH. A: Control positivo de influenza A. B: Control positivo de
influenza B. C: Control positivo de HIN1pmdQ09 y D: Control positivo de H3NZ2.

rapido y posterior inicio de tratamiento ©?2%), Su uso de la aparicién del efecto citopatico. EIl mas comun es
en las vigilancias epidemioldgicas permite el analisis, el Shell vial, en el que las muestras son directamente
interpretacion y difusion de datos para la planificacion, centrifugadas sobre la monocapa celular para facilitar la
ejecucion y evaluacion de acciones en salud publica @4, adherencia y la penetracion viral. Posteriormente, a las
24-48 horas se detecta la presencia de proteinas virales
Las aplicaciones de PCR Mudiltiple benefician los mediante inmunofluorescencia ?7-29),
diagndsticos en los laboratorios clinicos debido a su
capacidad de detectar patdgenos en una sola reaccion En este estudio se describe la estandarizaciéon de una
de PCR en menos de 3 horas y hasta un panel de diez RT-PCR multiple para la deteccién de virus influenza A,
virus respiratorios 9, B vy la tipificacién de los principales subtipos A (H1N1)
pdmO09 y A (H3N2), los cuales muestran una adecuada
Una de las principales limitaciones del aislamiento de sensibilidad y especificidad. Cada ensayo representa un
los virus respiratorios en cultivos celulares, es el tiempo proceso de un solo paso, de modo que se evita contar
necesario de crecimiento e identificacion que, por lo con una PCR en tiempo real de varios pasos, es decir,
general, es de 4-7 dias. Sin embargo, tiene la ventaja para cada marcador viral. Otro punto muy importante es
de detectar viabilidad de los virus presentes en las que adiferencia del PCR convencional multiple, el cual es
muestras, en cambio los métodos moleculares detectan laborioso y presenta resultados falsos positivos, debido
ADN o ARN de microorganismos vivos o muertos °). a la contaminacién en el manejo de las muestras, el uso
de sondas tipo TagMan en un sistema de PCR en tiempo
Hay otros métodos capaces de detectar los virus real multiple es mucho mas sensible y especifico, pero
respiratorios de modo mas precoz, entre 1 y 3 dias aun un poco mas elevado en costos frente al método de
después de la inoculaciéon de la linea celular y antes PCR convencional ©9,
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Figura 3. Curvas de amplificacién tipicas de la RT-PCR para virus Influenza en muestras clinicas.

A: virus influenza A estacional detectado en el canal FAM. B: virus influenza B detectado en el canal CAL Fluor Orange 560. C: canal
CAL Fluor red 610 para deteccion de control interno. D: virus pandémico AH1N1pdmO09 detectado en el canal FAM. E: virus H3N2

detectado en el canal CAL Fluor Orange 560.
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Deteccion de virus de influenza por RT-PCR

Segun el protocolo del Centers for Disease Control
(CDC) emitido el 2009 para RT-PCR en la deteccion
y caracterizacion del nuevo subtipo del virus de
Influenza A (2009), se recomienda insumos y equipos
que optimizan la prueba. El protocolo desarrollado es
un multiple RT-PCR in house que ha sido validado y
optimizado tomando en consideracion: robustez de
los primers, sondas y enzima, limite de deteccion,
repetitividad y reproducibilidad de la prueba. También
se mejoré el ensayo a comparacion de los RT-PCR
multiples citados por Suwannakarn et al. y Chen et al.
reduciendo el volumen y componentes de la reaccion,
logrando reducciones costo-efectivas y mayor precision
comparado inclusive con una RT-PCR singleplex ©2-

Los resultados de RT-PCR muiltiple con el uso de sondas
TagMan, descritos anteriormente, son consistentes
con estudios previos para la detecciéon de diversos
virus respiratorios. Proporcionan una sensibilidad
y especificidad adecuadas (100%) en muestras de
hisopado nasofaringeo, siendo comparable con el PCR
en tiempo real Unico (singleplex) para la deteccién del
virus influenza (18253133 | 5 estandarizacion de estos
ensayos moleculares ayudara, en corto plazo, a la
descentralizacién del diagnéstico de virus respiratorios
en los laboratorios regionales que cumplan con la
infraestructura y el equipamiento minimo necesario.

En conclusion, la RT-PCR multiple resulté ser un
método rapido, sensible y especifico para la deteccién
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