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_____________________________________________________________________________________

Resumen
_____________________________________________________________________________________

Objetivo: El virus respiratorio sincicial  (VRS) es un pneumovirus de la familia Paramyxovridae, 
que causa enfermedad severa del tracto respiratorio inferior en neonatos y niños pequeños, 
especialmente en los primeros años de vida. Es responsable de constantes hospitalizaciones y 
visitas a los servicios de emergencias. Se han identificado dos subtipos: VRS-A y VRS-B, 
mediante anticuerpos monoclonales  y  técnicas moleculares. El objetivo de este estudio fue 
establecer por primera vez la circulación de ambos subtipos del VRS, en muestras positivas de 
niños hospitalizados durante el pico estacional de 2008, en el Hospital Nacional de Niños 
(HNN).

Métodos: Se analizaron 49 muestras de aspirados nasofaríngeos de niños hospitalizados, de un 
total de 578, de las cuales 197 fueron  previamente positivas para VRS por inmunofluorescencia 
directa. Se realizó cultivo celular, y un RT-PCR múltiple, estandarizado en el laboratorio, para 
detectar VRS-A y VRS-B. 

Resultados: La frecuencia del VRS fue del 34% en el HNN, para agosto y septiembre de 2008. 
De las 49 muestras analizadas por RT-PCR, 41 (84%) fueron positivas, 34 (83%) por el subtipo 
A y 7 (17%) por el B; 8 fueron negativas. Ningún paciente presentó infección mixta y no hubo 
diferencia entre los síntomas, la edad o el origen geográfico de los niños. El cultivo fue positivo 
solo en el 30% de las muestras.

Conclusión: La frecuencia del VRS para el periodo en estudio fue del 34%  de las muestras 
analizadas en aspirados nasofaríngeos. Este es el primer reporte de la detección de los subtipos 
A y B del VRS, en una pequeña cohorte del HNN, confirmados por un RT-PCR múltiple 
estandarizado en el laboratorio.

Descriptores: Virus respiratorio sincicial humano, VRS subtipos A y B, niños hospitalizados, 
Costa Rica
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_____________________________________________________________________________________

Abstract
_____________________________________________________________________________________

Aim: Respiratory syncytial virus (RSV) a Pneumovirus belonging to Paramyxovridae family is 
a common cause of severe lower respiratory disease in neonates and young children especially 
in the first years of life. It causes frequent hospitalizations and visits to the emergency rooms. 
Utilizing monoclonal antibodies and nucleotide sequences, 2 major subtypes of RSV subgroups 
have been identified: RSV-A and RSV-B.The aim of study was to establish for the first time the 
circulation of both subtypes of RSV A and B in a hospitalized population of children from 
“Hospital Nacional de Niños” during the peak season of 2008.

Methods: Forty nine samples from nasopharyngeal aspirates from hospitalized children, of 197 
samples previously reported positive by IFA were analyzed using cell culture and a Multiplex 
nested RT-PCR for RSV-A and B standardized in the Virology Laboratory.

Results: Incidence of RSV was 34 % in HNN in August and September, 2008. Of 49 samples, 
41(84%) were positive; 34 (83 %) for subtype A and 7 (17 %) for B, and 8 were negative. None 
of the patients had mixed RSV infections and there were no evident differences in symptomatology, 
age or geographical origin of the children. Culture was positive only in 30 % of the samples.

Conclusions:  The frequency of RSV was 34 % in the total group of samples in the study 
period. This is a preliminary report of the circulation of RSV subtypes A and B in a small cohort 
from the HNN in Costa Rica, confirmed by multiplex nested RT-PCR standardized in the 
laboratory.

Keywords: Respiratory Syncytial Virus, Human; RSV subtypes A and B; Child, hospitalized; 
Costa Rica.

Recibido: 13 de mayo de 2010		  Aceptado: 21 de setiembre de 2010

Las infecciones del tracto respiratorio son las más 
frecuentes en niños y adultos, y son responsables de una 
considerable morbilidad y mortalidad en el mundo, 
principalmente debido a la facilidad de transmisión en la 
comunidad.1, 2    

El virus respiratorio sincicial (VRS), un pneumovirus, 
miembro de la familia Paramyxovridae,3 es causa común de 
infección y enfermedad severa en tracto respiratorio inferior 
(TRI) en neonatos e infantes, especialmente en el primer año 
de vida, y causa constantes hospitalizaciones y visitas a la 
los servicios de emergencias.4,5  La infección con VRS es 
universal a la edad de dos años, e infecta al 70% de los niños 
en su primer año de vida, y casi al 100% para el tercer año,6, 

7 con un pico de incidencia entre los dos y seis meses.  

La severidad de la infección en infantes varía desde una 
infección subclínica o leve en tracto respiratorio superior 
(TRS), hasta una infección severa en TRI, y como 
consecuencia requiere hospitalización, e incluso puede 
producir la muerte.8 La primoinfección es raramente 
asintomática y se ha estimado que hasta un 40% de los niños 
infectados con VRS desarrollan bronquiolitis o neumonía.9  
La bronquiolitis ocurre predominantemente en niños sanos, 
nacidos a término, y es una condición leve y autolimitada 

que puede manejarse en el hogar 4. Aunque cerca del 50 % 
de los niños se infecta en el primer año de vida,10 solo el 3% 
de ellos requieren hospitalización por VRS, de los cuales un 
10% precisa ventilación mecánica y un 5-10% muere.  Sin 
embargo, entre los infantes hospitalizados, se estima que el 
VRS es el responsable del 50-80% de las infecciones.4-6. 

Las diferencias en la severidad de la infección en los 
niños no se pueden explicar solo por el título de anticuerpos 
contra el virus, por lo tanto, se plantean otros factores de 
riesgo, tales como diferencias del hospedero9,11,12 y de factores 
virales. Así, por ejemplo, estudios epidemiológicos han 
identificado subgrupos de infantes en los cuales el desarrollo 
de bronquiolitis por VRS se asocia con mayor riesgo de 
hospitalización y morbilidad respiratoria,9,13 entre ellos, 
niños nacidos prematuramente, con enfermedad pulmonar 
neonatal crónica, y aquellos con una enfermedad cardíaca 
hemodinámicamente significativa.14

El VRS también es conocido como un patógeno de 
importancia nosocomial, debido a que se disemina por 
contacto directo con secreciones respiratorias, cuyo resultado 
clínico puede ser causa de morbilidad y de mortalidad en 
población adulta, ya que generalmente la inmunidad es 
parcial y ocurren reinfecciones durante toda la vida. Se ha 
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estimado que el VRS es responsable de 18 000 – 75 000 
hospitalizaciones y de 90 – 1900 muertes anuales en los 
Estados Unidos, y existe un estimado de que un tercio del 
total de muertes de niños menores de 5 años son causadas 
por enfermedades del TRI, donde el VRS es el responsable 
del 27–96% de los casos hospitalizados  por infecciones 
virales.15,16

En Costa Rica el VRS es el agente viral más frecuente 
en niños hospitalizados con TRI y corresponde al 15-20% 
del total.17 Otros países latinoamericanos como Argentina, 
Colombia, Honduras y México, reportan un 26,9%, un 
41,7% un 33% y un 36%, respectivamente, como la misma 
causa de hospitalización.18

En países con climas templados, las epidemias por VRS 
ocurren cada año en los meses de invierno como ha sido 
registrado en algunos países de Suramérica, como Argentina, 
Brasil, Chile y Uruguay, mientras que en áreas tropicales los 
brotes se asocian a la época lluviosa,19,20 y en regiones 
subtropicales como en Colombia, Puerto Rico y Venezuela, 
el virus circula todo el año, con predominio durante el 
otoño.20,21 En Costa Rica el virus estuvo presente durante 
1997 y 1998, con un pico en octubre. En 1999 el pico fue en 
noviembre, lo que evidencia que el virus circula mayormente 
en la época lluviosa.17 

Dos subtipos antigénicos A y B del VRS, han sido 
identificados con base en la reacción frente a un panel de 
anticuerpos monoclonales (AcMs).4,10,22 Esta clasificación fue 
confirmada posteriormente por análisis de la secuencia 
nucleotídica.4,23,24 Se ha visto que durante una epidemia ambos 
subtipos pueden cocircular, pero, el subtipo A ha sido 
identificado más frecuentemente que el subtipo B.4,23 También 
se ha observado en cada epidemia, la circulación de múltiples 
genotipos dentro de cada subtipo, con un reemplazo del 
genotipo predominante cada año.23 La capacidad de diferenciar 
el VRS en tipos y subtipos, es útil para objetivos 
epidemiológicos, así como para evaluar el papel de las 
variaciones genéticas en las reinfecciones.25

Este estudio pretende establecer por primera vez en 
Costa Rica la circulación de ambos subtipos de VRS, el  A y 
el B, en una población de niños hospitalizados durante la 
época lluviosa de  2008.
_____________________________________________________

Métodos
_____________________________________________________

Todo paciente con cuadro respiratorio que se hospitaliza 
en el Hospital Nacional de Niños (HNN), es analizado por 
ensayos de inmunofluorescencia directa (IFD)26-28 para la 
detección de los siguientes agentes virales: influenza A y B, 
parainfluenza 1, 2 y 3 (PIV1,2 y3),  adenovirus, virus 
respiratorio sincicial (VRS) y metapneumovirus (Light 
Diagnostic, Temecula, Ca, USA). Del total de muestras 

analizadas, con resultado positivo por VRS, 49 aspirados 
nasofaríngeos fueron enviados a la Sección de Virología, 
Facultad de Microbiología, Universidad de Costa Rica. Las 
muestras se almacenaron a -70ºC, hasta su análisis. Datos de 
edad, sexo, provincia de procedencia, salón de referencia y 
fecha de recolección, estaban disponibles para cada muestra.

Dos mililitros de cada muestra con exceso de moco se 
pretripsinisaron por 10 minutos a 37ºC, con 50 µl de tripsina 
0,5%, y se mezclaron hasta disolución. Se agregaron 2,5 µl de 
anfotericina B a 10 mg/ml, 5 µl de penicilina a 100000 U/ml 
y estreptomicina a 100000 µg/ml; se incubó 1 hora a 37ºC.

Tubos con un 50% de confluencia de células Hep 2C,29,30 
fueron inoculados con 200 µl del aspirado nasofaríngeo 
pretratado. Cada tubo se incubó a 36ºC en atmósfera de un 
5% CO2 por  1 hora, y se le agregó 1 ml de MEM 2% para 
incubarlo bajo las mismas condiciones durante  8 días. El 
cultivo se valoró a diario, buscando la formación de sincicios, 
el efecto citopático clásico  del VRS. Cada tubo se agitó 
vigorosamente y en algunos casos se les realizaron tres 
ciclos de congelación y descongelación. El sobrenadante se 
congeló a  -70ºC hasta que se realizó el análisis molecular.

EL ARN viral se extrajo con los reactivos Nucleo Spin 
RNA virus (Machery Nagel), de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. 

El RT-PCRI se llevó a cabo usando los siguientes 
iniciadores específicos: F164, G267 (Subtipo A) y G32B 
(Subtipo B), como ya se ha descrito31 con las siguientes 
modificaciones: 10 µl de ARN fueron convertidos a ADNc 
utilizando los reactivos Revert Aid TM H Minus kit 
(fermentas). Posteriormente, 2 µl del ADNc se agregaron a  
2X  mezcla maestra (máster mix, Fermentas) y 20 pmol de 
cada iniciador en un volumen final de 25 µl. La reacción se 
llevó a cabo en un termociclador 2400 Perkin Elmer, con el 
siguiente programa: 94ºC por 30 seg., 54ºC por  30 seg., 
68ºC por 1 min, 10 ciclos, 94ºC por 10 seg., 54ºC por 30 
seg., 68ºC por 65 seg., 25 ciclos, y 68ºC por 7 min.32 Los 
productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% con 
Bromuro de Etidio con un  fragmento de 900 bp para el 
subtipo A y de 1100 bp para el subtipo B.

EL PCR anidado se llevó a cabo bajo las mismas 
condiciones, pero con los siguientes iniciadores: F1, G283A 
(subtipo A) y G52B (subtipo B), con el siguiente programa: 
94ºC por 30 seg., 59ºC por 1 min., 72ºC por 1 min.,  30 ciclos 
y 72ºC por 7 min.32 Los fragmentos resultantes corresponden 
a  728 bp para el subtipo A y 946 bp para el subtipo B.

Todas las muestras con resultados discordantes entre la 
IFD original, el cultivo, o el PCR, fueron reevaluadas por 
IFD contra los virus respiratorios, utilizando los reactivos 
mencionados de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. 

Por otra parte, los ensayos moleculares se repitieron tanto 
en la muestra original como en el sobrenadante de cultivo.
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_____________________________________________________

Resultados
_____________________________________________________

En el 2008 se analizaron 2530 muestras respiratorias 
por inmunofluorescencia para diagnóstico de virus 
respiratorios en niños hospitalizados en el HNN, y la 
frecuencia de todos los virus respiratorios diagnosticados se 
muestra en la Figura 1. La frecuencia de  cada virus fue 
relativamente baja, pero se presentó con un pico importante 
y predominante para VRS en los meses de julio a noviembre, 
con más casos en agosto y septiembre. 

  Durante esos dos meses,  se analizaron 578 muestras 
respiratorias, de las cuales 197 (34%) fueron positivas para 
VRS, 370 (64%) fueron negativas para todos los virus 
respiratorios estudiados, y 9 (1,5%) fueron positivas para 
PIV-3. De las 197 muestras positivas para VRS, estuvieron 
disponibles 49 para el análisis de subtipos:  25 de varones y 
23 de niñas, con un rango de edad entre 2 meses y 3 años, 41 
de ellas (84%) de menores de 1 año. 

De las 49 muestras estudiadas, 41 (84%) fueron positivas 
para VRS por PCR anidado, mientras que 8 fueron negativas 
(16%).  Las infecciones con el subtipo VRS-A fueron 
aproximadamente cuatro veces más frecuentes que las de tipo 
VRS-B; 34 muestras (83%) contra 7 (17%) (Figura 2). El 
cuadro clínico de los pacientes infectados con el subtipo A no 
era muy diferente de los infectados con el subtipo B, sin 
embargo, este último subtipo fue aislado con mayor frecuencia 
de  niños de 6-7 meses. No se detectó infección mixta con 
ambos subtipos de VRS  y no se observaron diferencias 
significativas en la procedencia geográfica de los pacientes. 

De las 49 muestras inoculadas en células Hep-2, solo el 
30% presentaron efecto citopático (ECP). Con el fin de 
confirmar el aislamiento viral, se escogieron 24, y los 
sobrenadantes de los cultivos celulares se analizaron por 
PCR, de la misma manera que las muestras originales. De 
estos, 18 sobrenadantes fueron positivos por lo menos por 
uno de los PCRs utilizados, 5 fueron negativos y uno 
indefinido (Figura 2, pozo 5).   

Figura 1. Distribución estacional de virus respiratorios en niños hospitalizados en el HNN  en 2008

Fig. 2. RT-PCR (PCR1) (izquierda) y PCR2 anidado (derecha) para 
la detección de ARN de VRS en 10 muestras. Pozo 1 (arriba) control 
positivo para VRS-A, pozo 2 muestra positiva por VRS-B, pozos 
3,4,5,6 y 10 muestras positivas por VRS-A, pozo 8 marcador de 
peso molecular, pozos 7,9,11, 12 y 13 negativas

Determinación de subtipos de virus  / Mora D. et al
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_____________________________________________________

Discusión
_____________________________________________________

Los datos generados con este proyecto permitieron 
establecer el primer reporte de la circulación de ambos 
subtipos del VRS, el VRS-A y el VRS-B, en una población 
de niños hospitalizados en el HNN, en Costa Rica, en 2008, 
durante la época lluviosa, con un pico entre los meses de 
julio a noviembre, con predominio en agosto y septiembre, 
en donde hubo una frecuencia del 34%  para VRS.

En países en vías de desarrollo se ha observado que el 
VRS causa hasta un 70% de infecciones en TRI y está 
posiblemente asociado a tasas de mortalidad de hasta un 7%; 
en contraste, en países desarrollados se reporta una tasa de 
mortalidad menor al 1%.33 La mortalidad para el HNN en 
ese periodo fue de un 2,5%

En este estudio, el subtipo VRS-A se encontró en el 83% 
de las muestras analizadas, lo cual concuerda con estudios 
efectuados en otros países de América Latina, tales como 
Argentina, Cuba y El Salvador, donde se reportan 
prevalencias del 62% al 91%.34-36 

La presencia de ECP solo en el 30% de las muestras 
analizadas, se explica por la bien estudiada sensibilidad de 
estos virus a los cambios de  temperatura, y su pérdida de 
inefectividad en los procesos de congelación y desconge-
lación, de hasta un 90%. 23

Es importante recalcar que la detección de muestras 
positivas por VRS por medio de inmunofluorescencia 
directa, no implica que el virus esté viable en la muestra. El 
virus permanece viable para aislamiento en el paciente por 
menos de 10 días, mientras que las células infectadas que 
presentan los antígenos del virus y consecuentemente dan un 
resultado positivo por IFA, permanecen hasta la completa 
recuperación clínica del paciente.37

Como ya ha sido mencionado, el VRS tiene un genoma 
ARN, el cual es un ácido nucleíco muy lábil, por lo que es 
muy importante realizar las retro-transcripciones a ADN en 
un periodo no mayor a las 12 horas después de obtenida la 
muestra, para así evitar pérdida de material genético.23  

Las diferentes condiciones ambientales que las muestras 
sufrieron (transporte del HNN a la UCR, y varios ciclos de 
congelación y descongelación) podrían explicar las 8 
muestras negativas por PCR, que originalmente dieron 
positivo por IFA. Por otro lado, el PCR desarrollado es un 
PCR anidado, el cual detecta pequeñas cantidades de ARN 
viral, lo que explicaría la razón de que algunas muestras 
dieron negativo por el PCR 1 y positivas por el PCR 
anidado.23

Cuando se analizaron por PCR los sobrenadantes de los 
cultivos celulares inoculados con las muestras, ninguna de 
las que originalmente dieron negativas por PCR, dio positiva, 
lo que demuestra que la negatividad del PCR en estos casos 
no se debió a una baja concentración viral en la muestra. La 
muestra indefinida presentó un resultado repetidamente 
positivo en el PCR I, pero negativo en el PCR II (Figura 2, 
pozo 5), por lo que se estima que es una amplificación 
inespecífica en el primer PCR.

En conclusión, este es un reporte preliminar de la 
circulación de los subtipos A y B de VRS, en una pequeña 
cohorte de niños hospitalizados en el HNN en Costa Rica, 
confirmados por un RT-PCR estandarizado en el laboratorio 
de virología, y que fue el método que mostró una mayor 
sensibilidad. Es preciso realizar nuevos estudios con 
poblaciones más grandes durante la época pico, con el fin de 
determinar si existen diferencias  significativas en la 
severidad de la infección, la edad de los pacientes y su 
distribución geográfica, debidas a los subtipos VRS-A y 
VRS-B.  
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