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RESUMEN

Diagndstico Molecular de Rinovirus (RV) en Nifios con IRA internados en el Hospital

Regional Rio Gallegos mediante Q-RT-PCR.

Las Infecciones Respiratorias Agudas (/RA) representan la primera causa de mortalidad
en menores de cinco afios, principalmente en paises en vias de desarrollo y su etiologia esta
mayormente asociada a virus respiratorios (VR). Si bien los Rinovirus (RV) se consideran
principalmente agentes etioldgicos de enfermedades respiratorias que, afectan a las vias
respiratorias altas y pueden ser consideradas leves en individuos inmunocompetentes, con un
curso benigno y autolimitado, la capacidad de algunas cepas de desarrollarse a 37 °C hace
posible la propagacién de RV en vias respiratorias bajas generando manifestaciones clinicas
tales como Bronquiolitis, Neumonia adquirida en la comunidad, Exacerbaciones del Asma,
Exacerbaciones de Enfermedad Obstructiva Crénica y Exacerbaciones pulmonares en

pacientes que padecen Fibrosis Quistica.

El método Gold Standard de deteccidn de RV es el aislamiento en cultivo celular, pero
tanto esta metodologia, como la deteccion de antigenos y anticuerpos no es de utilidad para
diagndstico de rutina de RV. La implementacion de técnicas de diagndstico, rapidas y de alta
sensibilidad como la deteccién del genoma viral mediante Q-RT-PCR, facilitan su deteccidn y

caracterizacion.

El objetivo general de este estudio fue Implementar la técnica de Q-RT-PCR para
diagndstico de RV, en muestras clinicas de pacientes menores de 15 afios, con IRA alta o baja
internados en las Salas de Neonatologia y Pediatria en el HRRG. Para llevarlo a cabo, se
optimizé el protocolo para la determinacion de Virus Respiratorios No Influenza mediante
ensayos de Q-RT-PCR desarrollado por el Laboratorio de Virus Respiratorios de la Division de

Enfermedades Virales del CDC que amplifica la secuencia 5'NCR de RV.

Se analizaron 145 muestras respiratorias de pacientes pedidtricos internados en el
Hospital Regional Rio Gallegos con diagndstico clinico de IRA a los cuales se les solicitd las

determinaciones incluidas dentro del panel de virus respiratorios recolectadas entre octubre
v



de 2021 y septiembre de 2022. El porcentaje de deteccidn de VR totales aumenta un 21%
gracias a la implementacion de la deteccién de RV por Q-RT-PCR en los pacientes estudiados
convirtiéndolo en el segundo VR mas detectado. Se detecté RV durante casi todo el afio, con
un pico estacional durante el otofio. El grupo etario mas afectado fueron los nifios menores a
dos afios, y su deteccidon decrece con la edad. No se observd que haya una diferencia

significativa en cuanto al sexo de los pacientes afectados.

Este es el primer estudio en la provincia de Santa Cruz que evalua la implicancia que
este virus tiene en las infecciones respiratorias que afectan a los nifios de la regidn. Con esta
informacién se podrd planificar los requerimientos y disefiar estrategias que apunten a
prevenir, controlar y asi reducir el impacto de las enfermedades causadas por estos patégenos
en la salud publica, como asi también sugerir la incorporacién de RV dentro del protocolo de

vigilancia nacional.

Palabras Clave: IRAs - Respiratorios-Rinovirus- Pediatricos- Q-RT-PCR.



ABSTRACT

Molecular Diagnosis of Rhinovirus (RV) in children with ARI hospitalized in the Rio

Gallegos Regional Hospital using Q-RT-PCR.

Acute Respiratory Infections (ARIs) represent the main cause of mortality in children
under five years of age, mainly in developing countries, and their etiology is mostly associated
with respiratory viruses. Although Rhinoviruses (RV) are mainly considered etiological agents
of respiratory diseases that affect the upper respiratory tract and can be considered mild in
immunocompetent individuals, with a benign and self-limiting course, the ability of some
strains to develop at 37 °C makes possible the spread of RV in the lower respiratory tract
generating clinical manifestations such as Bronchiolitis, Community Acquired Pneumonia,
Asthma Exacerbations, Chronic Obstructive Disease Exacerbations and Pulmonary

Exacerbations in patients suffering from Cystic Fibrosis.

The Gold standard method for RV detection is isolation in cell culture; but this
methodology as well as the detection of antigens and antibodies are not useful for routine RV
diagnosis. The implementation of rapid and highly sensitive diagnostic techniques, such as the

detection of the viral genome by Q-RT-PCR, facilitates its detection and characterization.

The general objective of this study was to implement the Q-RT-PCR technique for RV
diagnosis, in clinical samples from patients under 15 years of age, with high or low IRA
hospitalized in the Neonatology and Pediatrics wards at HRRG. To carry this out, the protocol
for the determination of Non-Influenza Respiratory Viruses was optimized through Q-RT-PCR
assays developed by the Respiratory Virus Laboratory of the CDC’s Division of Viral Diseases,

which amplifies the 5"NCR sequence of RV.

A total of 145 respiratory samples from pediatric patients hospitalized in the Rio
Gallegos Regional Hospital with a clinical diagnosis of ARI were analyzed, for whom the
determinations included within the respiratory virus panel were requested, collected between
October 2021 and September 2022. The percentage of total VR detection increases by 21%
thanks to the implementation of RV detection by Q-RT-PCR in the patients studied, making it

VI



the second most detected VR. RV was detected throughout the year, with a seasonal peak
during the autumn. The most affected age group were children under two year, and its
detection decreases with age. No significant difference was observed in terms of the sex of

the affected patients.

This is the first study in the province of Santa Cruz that evaluates the impact of this
virus on respiratory infections affecting children in the region. With this information, it will be
possible to plan the necessary resources and design strategies aimed at preventing,
controlling, and thus reducing the impact of diseases caused by these pathogens on public
health. Additionally, it may suggest the incorporation of RV into the national surveillance

protocol.

Keywords: IRAs - Respiratory-Rhinovirus- Pediatric- Q-RT-PCR.

VI



1.1.

1.2.

1.2.1.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.

1.6.

111

1.7.

1.7.1.

1.7.2.

1.7.3.

1.7.4.

1.8.

1.8.1.

1.8.2.

1.8.3.

1.8.4.

INDICE DE CONTENIDOS

INTRODUCCION ..ottt 1
LCT=Y Y=Y = o = o L= 1
LI (e T 2T o1 TSRS 2
FaMTIA ettt e e e e st e e 2
ANtecedentes HIStOIICOS . ..co.ui ittt 5
ESTrUCTUIA VITICa. cueieeiie ettt ettt sttt et b e be e e e s 6
L 10T (T o= IO PP PPTPPPPPPPPPRUPPPRt 8
RESPUESTA INMUNE ...t e e e e e e e ee e e e e e s 11
oo LY g Y (o] oY= NP USRS 12
Epidemiologia de RV €n Argentina ........ccoocuieeeiiiiiiiee ettt raee e 13
Manifestaciones ClINICAS. .....eiiuiiriirieeeeet et ettt sttt st e 15
Infecciones ASINTOMATICAS «..uveiiiiiiiiieee et 15
Manifestaciones en vias aéreas inferiores ........cccovvevriie e 15
Infecciones en pacientes inmunocomMprometidos .........cccceecveeeeeciieeeccieee e 19
Manifestaciones en vias aéreas SUPEIIOIES......cuicuueeeeeciuveeeeeireeeeeeieeeeesrreeeeerreeeesraeeens 15
(D] F=Ye{ s [ 1y oo IO SO S URRR SRR 19
Recoleccion y conservacion de MUESLIAS ......ceeeecviieeeeciiieeceieee e errreeeerte e erere e e saraeee s 19
Deteccion de antigenos ¥ SErOlOZIa . ...ccuueeirurieiiiiiieiieeriie et 20
Cultivo viroldgico conVENCIONAl........ccoccuiiiiieiiiiie e e 20
Métodos de CUltiVO FAPIAO ...eeeeeeviiee et areee e 21

VI



1.8.5. CUILIVO A8 OIBAN0S ....uuiiiiiiiieeeeecceee e e e e e e et e e e e e e e stbr e e e e e e e e e e abaaeeeaeeeeeennsraeeeaaeeens 22

1.8.6. Amplificacion de acidos nucleicos mediante RT-PCR ........ccccoviveeiiiireecciiee e 22
1.8.7. RT-PCR fOrmato MUILIPIEX ...veeieiiiiieeeiiieee ettt sttt e e ara e e e earaea e 24
1.8.8. Paneles de amplificacion de acidos nucleicos virales mediante “Microarrays” .......... 24
1.8.9. Amplificacion isotérmica de dcidos nucleicos por NASBA..........ccccciiiiieeeeeccciiieeeee e, 25
IR 300 O =Y o Yo o Y=o o RS 25
1.8.11. Secuenciacidn del 8enoma COMPIELO ....cc.uiveriiiiiiiiiiiie et 26
1.9, FUNDAMENEACION ..ottt ettt st sttt b e aa e 27
2. OBJETIVOS. ...ttt ettt ettt et e st e st e st e et e e bt e saeeente e st esseesseesneeenseeseenseennseeens 28
2.1, ObjJetivos GENEIAIES......uuuiiiieeee e e e e e e e e e ns 28
2.2, Objetivos ESPECITICOS ..uuuiiiieiiiiie ettt et e et e e ae e e nnees 28
3. MATERIALES Y METODOS ....ccuuvmiririiiieiseiseieistiseie it nes 29
3.1.  Universo y ubicacion del @STUdIO.......ccccuiiiieiiiiee e e 29
3.2, Extraccion de ARN ViIral ..co.ei oottt sttt 29
3.3. Deteccidn de RV por Q-RT-PCR.........uuiiiiiiieeieicciiitee e e ettt e e e e e itree e e e e e e e e enanraeeeas 30
3.4.  Interpretacion de ReSUAAOS .......c.uieeieciiie et 32
3.5, Validacion ANAliTiCa.....couee it 32
3.6, Validacion CHNICA ...ceoeeeieeieeete ettt sttt st st eeaeas 33
3.7.  Evaluacion de 1a PreCision. . ... it 33
3.8, TOMQA B MUESTIAS ...eeiiiiieeiie ettt ettt ettt et e e st e s bt e e st e s bt e e s abeeeeneeesanee s 34
3.9, ANALiSiS @STAdISTICO . ..ueiiiiiiiiie et 34



4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

RESULTADOS ...ttt e ba e s aa e 36

Validacion ANalitiCa. ..o eeiieiieee e e e 36
Validacion ClINICA ..c..eeeiieiieie ettt sttt e b e sbeesaneeeas 37
Evaluacion de 1@ PreCiSion. .. ... ettt 37
Resultados de las muestras estudiadas. ........eeeevvieiiieiiie e 38
Distribucion por SeX0 Y SrupOS ELAII0S ...ccccvrieeeeiiiieeeciieeeerree e erire e e e rtre e e eseaeeeernraeee s 39
Muestras analizadas y RV detectados por semana epidemioldgica (SE) .........cc......... 40
Sintomas clinicos que presentaron los pacientes a los que se les detecté RV ............ 42
Deteccidn de RV en relacion @ otros VR ........cooiiiiiiiiiiiieieeste et 44
DISCUSION ....ovoenieaeeaeiet sttt bbb s st 49
CONCLUSIONES . ....eiteeeetttttttteteee e 54
BIBLIOGARFIA ..ottt et e e e e s st e e e e e e e e e e e e e e e e s anraneeeeeeens 56
ANEXOS ..ttt ettt e b e bt st ettt e ae e sht e eht e eabe e be e beenbee st beea 66



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Arbol filOZENETICO dE RV ...ttt ettt ettt en et en e 4
Figura 2 Estructura geniOmica d@ RV ........uveiiiiiiiiiieeeeeee ettt e e e e et a e e e e e e e eeanes 6
Figura 3 EStructura de 10S RV ....coi oottt ettt et e e e et e e e e etaaeeeenaeaaee s 7
Figura 4 Replicacion de RV en el citoplasma celular..........ooooecuiiiicciiie e 9

Figura 5 Algoritmo de vigilancia epidemiolégica en personas con sintomas respiratorios

agudos con Criterio de INtEIrNACION. .........ooi e e e e e e e araeeeeas 14
Figura 6 Estructura Quimica de Nucledtidos de ADN, ARN Y LNA .....coooiiiriirniiienieeeeeeneeens 23
Figura 7 AlZoritmo de Trabajo.....cccuieee ettt e et e e e tre e e e e are e e e eraeee s 35

Xl



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de Q-RT-PCR desarrollados por CDC....... 30

Tabla 2 Secuencia de Primer Forward con las modificaciones introducidas ..........ccccccceueeee.. 31
Tabla 3 Programa de Ciclado de Q-RT-PCR ........coociuiiiiiiiiiie ettt e rae e e araee e 31
Tabla 4 Resultados del andlisis de las distintas diluciones de RNA liofilizado de RV ............... 36
Tabla 5 Sintomas observados en pacientes a los que se les detectd RV. ........cccccvvveveeeeennnnns 43

Xl



ABREVIATURAS

°C: Grados Centigrados

AD: Adenovirus

ANF: Aspirados nasofaringeos

ARNm: ARN mensajero

BAL: Lavado Broncoalveolar

BOS: Sindrome de bronquiolitis obliterante

CDC:Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades

CDHR3: Proteina de la familia relacionadas a Cadherina 3

EPOC: Enfermedad Obstructiva Cronica

ETIl: Enfermedad Tipo Influenza

EV: Enterovirus

FluA: Influenza A

FluB: Influenza B

FQ: Fibrosis Quistica

GC: Guanina-Citosina

hMPV: Metapneumovirus humano

HNF: Hisopos nasofaringeos

HRRG: Hospital Regional Rio Gallegos

HS: Heparan Sulfato

ICAM-1: Molécula de Adhesidon Intercelular 1

Xl



IgA: Inmunoglobulina A

IgE: Inmunoglobulina E

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IL: Interleuquina

INF: Interferdn

IP: Proteina inducible

IRA: Infeccidn respiratoria aguda

IRAG: Infeccidn respiratoria aguda grave

LDLR: Receptores de lipoproteinas de baja densidad

MHC: Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad

MIP: Proteina inflamatoria de macréfagos

NAC: Neumonia adquirida en la comunidad

NCR: Regiones no codificantes

NIAID: Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecionsas USA

OMS: Organizacién Mundial de la Salud, Organizacion Mundial de la Salud

ORF: Marco de lectura abierto

pb: Pares de bases

Q-RT-PCR: Retro-Reaccion en cadena de Polimerasa en tiempo real

RANTES: Células T normales expresadas, secretadas y reguladas bajo activacién

RNA: Acido Ribonucleico

XV



RV:Rinovirus

RV-A: Rinovirus A

RV-B: Rinovirus B

RV-C: Rinovirus C

RV-D: Rinovirus D

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

Sars-Cov-2: Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave

SNVS: Sistema Nacional de Vigilancia

TNF: Factor de necrosis tumoral

VLDLR: Receptor de lipoproteina de muy baja densidad

VR: Virus Respiratorios

VSR: Virus sincicial respiratorio

XV



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) representan el grupo de enfermedades mas
frecuentes del ser humano a lo largo de la vida, predominando en la edad pediatrica, con una
incidencia maxima en los menores de un ano. Suponen la primera causa de consulta y también
de hospitalizacién en menores de cinco afos, originando numerosas consultas médicas en
atencion primaria y urgencias hospitalarias. Las IRAs representan la primera causa de
mortalidad en menores de cinco afios, principalmente en paises en vias de desarrollo. La
etiologia mayoritaria estd asociada a virus respiratorios (80%— 90%) (Chirinos-Saire, Reyna-
Garcia, Aguilar-Huauya, & Santillan-Salas, 2021), aunque las infecciones bacterianas suponen
un agente causal importante en el caso de las neumonias. Las manifestaciones de las
infecciones respiratorias viricas son muy variables, con un espectro clinico que incluye desde
infecciones leves, que pueden ser atendidas de forma ambulatoria, hasta formas mas graves,
gue precisan hospitalizacion de duracidn variable. Ademas, un Unico agente puede dar lugar
a cuadros clinicos muy distintos, mientras que varios agentes infecciosos pueden dar lugar a
sindromes semejantes, no diferenciables clinicamente. En su mayoria, estas infecciones sélo
afectan a las vias respiratorias altas y pueden ser consideradas leves en individuos
inmunocompetentes, con un curso benigno y autolimitado (catarro comun, rinitis vy
faringoamigdalitis). Alrededor del 5% implican las vias respiratorias inferiores (bronquiolitis,
bronconeumonias y neumonias) y constituyen infecciones potencialmente mas graves,
especialmente en pacientes con enfermedades subyacentes, inmunodeprimidos o en las
edades extremas de la vida, pudiendo requerir asistencia hospitalaria (Francisco Gonzélez &

Calvo Rey, 2023)

En abril de 2024 el estudio de la carga Mundial de Enfermedades, Lesiones y Factores
de riesgo 2021 de IRAs no relacionadas a Sars-Cov-2 estimd mediante un modelo matematico
que en 2021 se produjeron 344 millones casos de IRAs bajas (sin incluir tuberculosis, tos ferina
o Sars-Cov-2) y 2,18 millones de muertes, de las cuales 502.000 se produjeron en menores de
5 afios y aproximadamente la mitad (254.000) ocurrieron en paises con un indice

socioecondmico bajo. El patégeno responsable de la mayor proporcion de episodios fue S.



pneumoniae, seguido por el conjunto de virus respiratorio estudiados (excepto Influenza y

Virus Sincicial Respiratorio) (Bender, y otros, 2024).

En Argentina, durante los afios 2021, 2022 y 2023, se notificaron en el Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS 2.0) 763.350, 1.693.023 y 1.527.662 casos de
Enfermedad Tipo Influenza (ETI) Neumonia, Bronquiolitis en menores de dos afios y de
Infeccidn respiratoria aguda grave (IRAG) a los cuales la provincia de Santa Cruz aporté 11.652,
5977 y 5222 casos respectivamente (Ministerio de Salud de la Republica Argentina, 2022)
(Ministerio de Salud de la Republica Argentina., 2023) (Ministerio de Salud de la Republica
Argentina., 2024).

1.2. Taxonomia

1.2.1. Familia

Los Rinovirus (RV) pertenecen a la familia Picornaviridae y dentro de esta al género
Enterovirus (EV). La familia Picornaviridae recibe su nombre del pequefio tamafio de los virus
gue lo conforman (del latin pico; pequefio) y al RNA de su genoma (Zell, y otros, 2017) y
comprende 63 géneros que contienen 147 especies, aunque muchos virus estan actualmente
a la espera de clasificacion. Los picornavirus pueden causar infecciones subclinicas en
humanos y animales o afecciones que van desde una enfermedad febril leve hasta
enfermedades graves del corazoén, el higado y el sistema nervioso central. Los Enterovirus son
virus desnudos, con capside de simetria icosaédrica y miden entre 20 y 30 nm de diametro. La
ausencia de envoltura los hace relativamente resistentes a muchos desinfectantes comunes
(etanol al 70%, isopropanol y compuestos de amonio cuaternario). Son también resistentes a
solventes lipidicos como el cloroformo y el éter. Son estables frente a varios detergentes y a
temperatura ambiente. Son inactivados por formaldehido, glutaraldehido e hipoclorito de

sodio (Carballal & Oubifia, 2015).

El género Enterovirus se clasifica en 12 especies: Enterovirus A— Enterovirus H,
Enterovirus J y Rinovirus A (RV-A), Rinovirus B (RV-B) y Rinovirus C (RV-C). El prefijo "humano"
no debe utilizarse en los nombres de los taxones de Enterovirus o Rinovirus ni en sus nombres

individuales o abreviaturas. (Simmonds, y otros, 2020).



A diferencia de los RV, los enterovirus son estables a un pH bajo, pero se desconoce la
base molecular de la diferencia en la sensibilidad al acido entre los RV y los enterovirus

(Blomqvist S, 2004).

Los RV, al igual que otros virus de ARN, estan predispuestos a una amplia variacién
genética debido principalmente a la falta de actividad correctora de la ARN polimerasa
dependiente de ARN que cataliza la sintesis de ARN viral. El rdpido ciclo de replicacion y la alta
frecuencia de mutacidon favorecen la evolucidn viral y resulta en una gran diversidad
genotipica y fenotipica ilustrada por el alto nimero de serotipos identificados: 80 RV-A, 32 RV-

By 57 RV-C (Simmonds, y otros, 2020).

Gracias al surgimiento de la secuenciacién genémica, que permitié analizar el genoma
viral, se pudo confeccionar el arbol filogenético de RV (figura 1), del cual se desprende que
RV-A y RV-C comparten un ancestro comun, un grupo hermano del ancestral RV-B. Ademas,
la divergencia temprana de RV-C y la presencia de gran variedad de serotipos dentro de las
especies RV-A y RV-B sugiere un “espacio” evolutivo dentro de RV-C lo que indica que podria
haber muchos RV-C por descubrir. También se observa una clara agrupacién y aparente
divergencia temprana de un pequeiio clado dentro RV-A denotado aqui como "clado D", lo
que podria ser indicativo de que estos representan una cuarta o nueva especie emergente

Rinovirus D (RV-D) (Palmenberg A. C., 2010).



Figura 1
Arbol filogenético de RV
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Arbol filogenético de unién de vecinos muestra las relaciones entre los serotipos de RV creados sobre la base de
secuencias gendmicas completas. Las secuencias EV-C (Poliovirus 1M, coxsackievirus al3 y coxsackievirus a 21)
se utilizaron como grupos externos. Las longitudes de las ramas son proporcionales a la similitud (p-distancia).
Los numeros en los puntos de bifurcacidn son valores de arranque que indican la confianza de la bifurcacién (100

es el maximo) (Palmenberg A. C., 2010).

Se encontré evidencia estadistica altamente significativa que respalda el potencial de
recombinacién; no obstante, aun falta determinar el momento en que podria haber ocurrido,
la frecuencia y la posibilidad de descubrir recombinantes nuevos a medida que se secuencien

mas RV (Palmenberg A. C., 2010).



1.3. Antecedentes Historicos

El primer aislamiento in vitro exitoso de RV se llevd a cabo pasando el virus en serie en
explantes de pulmén humano en el afio 1953. Pasada la mitad de la década de 1950 en dos
laboratorios de Estados Unidos se aislaron agentes patdgenos de lavados nasofaringeos en
cultivos de tejido renal de mono Rhesus. Luego se demostré que estas dos cepas, eran
serolégicamente idénticas y se denominaron Echo 28 debido a las propiedades que
compartian con los Enterovirus, las cuales afios mas tarde fueron reclasificadas como RV-A. El
gran avance en los aislamientos de RV se produjo a principios de la década de 1960 cuando
Tyrrell y Parsons aislaron la cepa HGP (mas tarde RV2) en cultivos de células de rifidn
embrionario humano imitando el entorno de la nariz (temperatura de incubacion cercana a
los 33°C, pH neutro del medio y leve agitacién de los cultivos). Estas condiciones, junto con el
desarrollo de nuevas lineas celulares, llevaron a un aumento explosivo de aislamiento de
nuevas cepas muchas de las que resultaron ser antigénicamente diferentes ( (Andrews, 1953)

citado en (Blomqvist S, 2004)) (Prince WH, 1956) y (Pelon, 1957).

El nombre de Rinovirus fue sugerido por Andrews en 1961, mas tarde, en 1963 Tyrrell
y Chanock propusieron una descripcion del grupo. En el afio 1967, el Instituto Nacional de
Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
iniciaron un Programa Colaborativo de Rinovirus, cuyo objetivo era comparar las relaciones
antigénicas de las cepas de RV para lograr un esquema de designacion aceptable. Los
diferentes serotipos se clasificaron con nimeros consecutivos conforme se iban descubriendo

(Blomqvist S, 2004) (Fields, 2007) (Rudi, 2011).

Las muestras clinicas recolectadas durante las décadas de 1960 y 1970 fueron
sometidas a serotipificaciéon y condujeron a la identificacién de aproximadamente 100 cepas
o serotipos diferentes (conocidas como el conjunto de referencia o prototipo). A medida que
la tecnologia de secuenciacién ha mejorado, se estdn descubriendo distintos RV, pero ya no

se clasifican segun serotipo (Palmenberg A. C., 2010).

En 2006, se describié un nuevo clado de RV mediante tipificacion molecular y se
propuso como nueva especie, RV-C (no cultivables in vitro y, por lo tanto, totalmente
ignorados por los métodos tradicionales de aislamiento del virus), que se confirméd

taxondmicamente en 2009. Antes del descubrimiento de los RV-C, el género Rinovirus habia
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sido abolido y las especies RV-A y RV-B asignadas al género Enterovirus dentro de la
familia Picornaviridae. A los RV-C se les ha asignado un nuevo esquema de denominacion
basado en la secuencia genética en ausencia de datos antigénicos o seroldgicos (Mackay,

2014) (Mclntyre, Knowles, & Simmonds, 2013).

1.4. Estructura Virica

Los RV son virus de ARN monocatenario (ss RNA) de sentido positivo de
aproximadamente 7.200 pares de bases (pb) con un porcentaje de Guanina-Citosina (GC)
cercano al 40% (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013). La estructura gendmica de RV se

puede observar en la figura 2.

Figura 2

Estructura gendmica de RV
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Fuente (Stobart, Nosek, & Moore, 2017).

Hay regiones no codificantes (NCR) en los extremos 5' y 3' del genoma. EI 5' NCR de
los RV secuenciados tiene una longitud de 610-625 bases que contiene secuencias
conservadas y tramos de estructura secundaria, involucrados en el inicio de la replicaciéon y la
traduccién. Una proteina pequefia, VPg, se une covalentemente al extremo 5' del genoma con
su tercer aminoacido conservado, tirosina. VPg estd codificada por un solo gen viral (3B), y su
longitud varia en los distintos serotipos de RV de 21 a 23 aminodacidos. El 3' NCR tiene una
longitud de 40 a 47 bases y el genoma termina con una cola poliadenilada (Blomqgvist S, 2004)

(Palmenberg A. C., 2010).

Entre las NCR 5' y 3' hay un Unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica una

poliproteina de 2100-2200 aminodcidos de longitud. La poliproteina se traduce como un



precursor, que luego se procesa en proteinas estructurales y no estructurales individuales. La
region P1 codifica las cuatro proteinas de la capside VP4, VP2, VP3 y VP1. Las regiones P2 y P3
codifican siete proteinas involucradas en el procesamiento de proteinas y la replicacién del

genoma (Blomqvist S, 2004) (Palmenberg A. C., 2010).

Cuatro proteinas estructurales, VP1, VP2, VP3 y VP4, forman la capside viral que
recubre el genoma del ARN, mientras que las proteinas restantes, no estructurales, estdn
involucradas en la replicacion y el ensamblaje del genoma viral. Las proteinas VP1, VP2 y VP3
son las responsables de la diversidad antigénica del virus, mientras que VP4 ancla el ndcleo de

ARN a la capside (Figura 3) (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013).

Figura 3

Estructura de los RV

Fuente: (Stobart, Nosek, & Moore, 2017).

La capside de los RV tiene simetria icosaédrica y estd compuesta por 60 copias de
subunidades proteicas, protdmeros, cada uno de los cuales comprende una sola molécula de
los cuatro polipéptidos, VP1 a VP4, siendo VP1 el mds expuesto. Las proteinas VP1 a VP3
tienen la misma conformacion estructural general, un barril 8 anti paralelo de ocho cadenas.
Ademas, los extremos carboxilo (C) de estas 3 proteinas estan ubicados en la superficie del
virion, mientras que los extremos amino (N) estan en el interior. La proteina de la capside mas
pequefia, VP4, se encuentra en la superficie interna y esta en contacto intimo con el ARN

(Blomqvist S, 2004).

La unidn de las proteinas VP1, VP2 y VP3 en la cdpside generan depresiones conocidas

como cafiones que son el sitio de unién al receptor celular. Esta disposicién morfoldgica hace



a este sitio inaccesible a los anticuerpos, permitiendo de esta manera evadir la vigilancia

inmune (Carballal & Oubifa, 2015).

1.5. Patogenia

El RV se transmite de persona a persona a través del contacto ya sea directo o a través
de un fémite o aerosol. La infeccién por RV se inicia eficientemente por inoculacién nasal y
conjuntival, pero no por via oral. En estudios de infeccidn natural y experimental por RV, se
observd que el virus se deposita regularmente en las manos y se introduce en el medio

ambiente (Mackay, 2014).

Si bien 33 °C es la temperatura de crecimiento dptima para la mayoria de los RV,
algunas cepas no ven significativamente obstaculizado su desarrollo a 37 °C, ademas los titulos
alcanzados a la temperatura de las vias respiratorias bajas son suficientes para apoyar la
propagacion de RV en esta localizacién (Blomqvist S, 2004) (Jacobs, Lamson, St. George, &

Walsh, 2013) (Papadopoulos N G, 1999).

Los RV se replican en células epiteliales polarizadas en las vias respiratorias superiores
e inferiores (Figura 4). Estas especies virales, pueden clasificarse seglin en los receptores
celulares que utilizan para su ingreso a la célula hospedadora en grupo de infectividad mayor,

y grupo de infectividad menor (Basnet, Palmenberg, & Gern, 2019) (Fuchs & Blaas, 2010).

El grupo de infectividad mayor incluye a la mayoria de los RV-A y todos los RV-B. Estos
utilizan la Molécula de Adhesion Intercelular 1 (ICAM-1) como su receptor celular, aunque
algunos de ellos, especialmente en cultivos celulares, también son capaces de usar Heparan
Sulfato (HS) como receptor alternativo. ICAM-1 es un miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas de proteinas de adhesidon celular, y se expresa tipicamente por células
epiteliales, células endoteliales y leucocitos activados. Su funcién principal es actuar como una
molécula estimuladora para la activacion celular y ayuda a regular la migracion de leucocitos.
Presumiblemente a través de endocitosis independiente de clatrina y caveolina (Basnet,

Palmenberg, & Gern, 2019) (Fuchs & Blaas, 2010).

Los virus del grupo de infectividad menor ingresan a las células a través de una via que
depende de clatrina. Dentro de este grupo se encuentran 12 tipos de RV-A, que se unen a

miembros de proteinas de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLR),
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y todos los RV-C que utilizan la proteina de la familia relacionadas a Cadherina 3 (CDHR3). Hay
al menos 3 miembros de la familia de glicoproteinas LDRL que pueden unirse e internalizar RV:
el receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR); el receptor de lipoproteina de muy baja
densidad (VLDLR) y la proteina relacionada con LDLR (LRP). CDHR3 es una glicoproteina
transmembrana que se clasifica en la superfamilia de proteinas cadherina, muchas de las
cuales participan en la adhesion célula-célula dependiente del calcio u otras funciones como
la via de sefalizacion que desencadena el desarrollo celular y la homeostasis. El
descubrimiento de RV-C se retrasd 50 afios respecto a otros RV debido a que en las lineas
celulares estandares utilizadas por los laboratorios de diagnéstico viral no se expresa CDHR3

(Basnet, Palmenberg, & Gern, 2019) (Fuchs & Blaas, 2010).

Figura 4

Replicacion de RV en el citoplasma celular
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Fuente: (Kerr, Mathew, & Ghildyal, 2012)

La captacion del virion en la célula pasa por diferentes rutas endociticas, como
macropinocitosis o endocitosis dependiente o independiente de clatrina, dependiendo del uso
del receptor. El virus sufre un cambio conformacional dentro del endosoma debido al
ambiente acido, para formar particulas subvirales hidréfobas lo que finalmente conduce a la
liberacion de ARN viral en el citoplasma (Blomqvist S, 2004) (Basnet, Palmenberg, & Gern,
2019) (Kerr, Mathew, & Ghildyal, 2012). En el citoplasma celular, el genoma viral se traduce
para proporcionar proteinas virales esenciales para la replicacién del genoma y la produccion

de nuevas particulas virales. El precursor poliproteico largo primero se escinde en los
9



intermedios P1, P2 y P3 a través de dos proteinasas. Luego, P1 se escinde aun mds para
producir VPO, VP1y VP3. VPO se escinde en VP4 y VP2 durante el ensamblaje viral (Figura 2).
Entre otras proteinas sintetizadas se encuentran la ARN polimerasa dependiente de ARN viral
y las proteinas accesorias requeridas para la replicacion del genoma y la sintesis de ARNm. El
ARN de cadena positiva se copia en un intermedio de cadena negativa, una molécula de ARN
con una secuencia de nucledtidos complementaria, que se utiliza posteriormente como
plantilla para sintetizar un gran nimero de copias del genoma viral que se utilizan como ARNm
para la traduccién de mas proteinas virales o, mas adelante en el ciclo de infeccidn, se
empaquetan en nuevas particulas virales. La sintesis de la cadena complementaria se inicia en
el extremo 3' del ARN y es cebada por la proteina VPg ( (Racaniello, 2001) citado en (Blomqvist
S, 2004)).

Finalmente se produce el ensamblaje y liberacidn de nuevos viriones infecciosos. Los
protémeros se ensamblan en pentdmeros, que forman una capside icosaédrica, encerrando
el genoma del RV. El paso final en la maduracién del virién es la escisiéon de VPO en VP4 y VP2,
por un mecanismo aun desconocido. La liberaciéon de viriones infecciosos de la célula
probablemente varia entre las cepas, ya que se ha demostrado que se requieren varias vias,
incluida la lisis celular y la liberacidn en estructuras revestidas de membrana (Kerr, Mathew,

& Ghildyal, 2012).

Mientras que otros virus respiratorios, causan una destruccidn de las células epiteliales
de las vias respiratorias, el RV rara vez se asocia con la citopatologia del tracto respiratorio
superior. Sin embargo, interrumpe la funcion de barrera de las células epiteliales mediante la
disociacion de las uniones estrechas del complejo de unién estrecha, facilitando asi la
transmigracion de patdégenos (incluidos otros patdégenos no RV) y sus productos (Kennedy,

Turner, Braciale, Heymann, & Borish, 2012).
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1.5.1. Respuesta Inmune

La infeccidn por RV induce la expresidon de ICAM-1 para aumentar la disponibilidad de
receptores para que el rinovirus se una e infecte la célula, asi como también induce la
secrecion de una amplia variedad de citoquinas y quimiocinas inflamatorias, por lo tanto, el
epitelio no solo sirve como objetivo y posible reservorio para el virus infectante, sino que

también es el sitio y la fuente de la respuesta inflamatoria inicial (Kelly & Busse, 2008).

Respuesta innata de las células inmunitarias Los macrofagos se activan y estimulan la
produccién de citoquinas pro inflamatorias tales como interleuquina (IL)-1, IL-6, IL-8, factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, interferdn (INF)-y, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1a y
células T normales expresadas, secretadas y reguladas bajo activacion (RANTES). IL-8 es una

guimiocina potente para el reclutamiento de neutrdfilos (Rudi, 2011).

Los neutréfilos son el tipo celular predominante recuperado del esputo durante las
exacerbaciones agudas del asma y es probable que la activaciéon y su degranulacién
contribuyan a la obstruccién de las vias respiratorias y los sintomas del tracto respiratorio

inferior (Kelly & Busse, 2008).

La infeccién también puede inducir la infiltracion y activacidn de eosindfilos dentro de
las vias respiratorias. Estos producen y secretan ribonucleasas, incluida la neurotoxina
derivada de eosindfilos y la proteina catidnica eosinofilica, que tienen propiedades antivirales.
También pueden actuar como células presentadoras de antigenos en infecciones respiratorias
virales para lo cual expresan en su superficie moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il, cuando se estimulan con citocinas, incluido IFN-6, GM-

CSF, IL-3, IL-4, e IL-5 (Kelly & Busse, 2008).

Respuesta Adaptativa de las células inmunolégicas. Tanto la infiltracién de linfocitos
en las vias respiratorias como la linfopenia en sangre periférica se correlacionan inversamente
con los cambios en la hiperreactividad bronquial durante la infeccién por RV y revierten a los
niveles iniciales durante la convalecencia. Las células infectadas con RV secretan RANTES e
IFN-y-proteina inducible(IP)-10, que promueve la quimiotaxis de células T a través del receptor
CXCR3, altamente expresado en células CD4+, CD8+ y Natural killers. La respuesta de las
células B a la infeccion pueden detectarse en la generacién de IgA en la mucosa el dia 3,

seguido de IgM vy, finalmente, 1gG/f después de 7 a 8 dias. Estos anticuerpos son especificos
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de serotipo, lo que explica las infecciones recurrentes por RV, ya que existen mas de 100

serotipos diferentes (Kelly & Busse, 2008) (Kelvin, Cyril, & Kwok-Yung , 2017).

1.6. Epidemiologia

En el capitulo “Epidemiologia de las infecciones respiratorias” publicado en el libro
“Enfermedades respiratorias pediatricas” del aio 2020, Luis Avendafio Carvajal y Cecilia Perret
Pérez afirman que “Varios indicadores ilustran el gran impacto global que las infecciones
respiratorias agudas (IRA) tienen en la salud publica, a través de la morbilidad y la mortalidad.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades infecciosas respiratorias
ocupan el primer lugar en el ranking de la carga de morbilidad medida por afios perdidos por
muerte o discapacidad. Las infecciones de las vias respiratorias inferiores representan la
tercera causa de muerte en el mundo, después de las enfermedades vasculares cardiacas y
encefalicas; Sin embargo, en los paises de bajo estatus econdmico, ocupan el primer lugar”

(Avendario Carvajal & Perret Pérez, 2020).

Los RV son la causa mas comun de IRA si se considera la suma de todos los grupos
etarios, lo que representa una carga significativa para el sistema de atencién médica, asi como
una pérdida econdmica sustancial causada por el ausentismo. Aunque son considerados
agentes causales de IRAs se han descuidado durante afios debido a varias razones: al ser dificil
su replicacion a temperaturas superiores a 33°C, se consideraban improbables causantes de
infecciones del tracto respiratorio inferior; ademas de que las infecciones causadas en el
tracto respiratorio superior son autolimitadas en individuos sanos, no causan hospitalizacion
y, en consecuencia, no sobrecargan el sistema hospitalario; por otra parte, el diagndstico de
laboratorio de estos virus era relativamente lento y costoso lo que lo hacia clinicamente
irrelevante. La mayor disponibilidad de métodos de deteccién molecular, junto con el hecho
de que los RV pueden replicarse eficientemente a temperaturas mas bajas de las vias
respiratorias, permitieron que las infecciones por RV sean vistas desde un punto de vista

diferente (Ljubin-Sternak S. , Mestrovi¢, Luksi¢, Mijac, & Vranes, 2021).

Distintos estudios longitudinales demuestran que los niveles de infecciéon por RV son
mayores en los bebés y nifios, y decrecen a medida que la edad de las personas aumenta,
probablemente debido a la mayor exposicién de los adultos a este virus y a la generacion

previa de anticuerpos en respuesta a otras infecciones, sin embargo, los ancianos tienen el
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doble de duracion de la enfermedad, y complicaciones en el 62% de las infecciones por RV
(Rudi, 2011) (Papadopoulos & Johnston, 2001). Los nifios menores a 5 afos y los nifios en edad
escolar tienen la tasa de positividad viral (46,9%). El virus de la gripe, el virus sincicial
respiratorio (VSR) y el RV humano son los tres principales patégenos virales con proporciones

del 28,5%, 16,8% y 16,7% (Li, y otros, 2021).

Desde la primera semana de 2024, se incorpora en el informe los resultados a RV y otros
virus respiratorios detectados en la red de Vigilancia de Virus Respiratorios de la Republica de
Chile. A la semana epidemioldgica (SE) 17 RV es el VR mas detectado con un 33,2% de
positividad (Instituto de Salud Publica de Chile., 2024).

Las infecciones por RV ocurren durante todo el afio, pero se observan patrones
estacionales pronunciados segun el tipo de clima. En los climas templados del hemisferio
norte, la incidencia de infecciones por RV suele alcanzar su punto maximo durante el otofio y
la primavera. Las tasas generales de enfermedades respiratorias son bajas en verano, pero los
RV también se aislan durante los meses de verano y son responsables de la mayoria de las

enfermedades en este periodo (Blomqvist S, 2004) (Bertino, 2002) (Al-Romaihi, y otros, 2020).

1.1.1 Epidemiologia de RV en Argentina

En Argentina, se analizan por inmunofluorescencia VSR, Influenza A y B (FluA, FluB),
Parainfluenza 1, 2 y 3, y Adenovirus (AD); Los resultados negativos de Influenza A y B se
confirman por Q-RT-PCR segun corresponda, siguiendo el algoritmo de trabajo propuesto por
la Red Nacional De Virus Respiratorios. A partir del afio 2020, como consecuencia de la
pandemia mundial de SARS-CoV-2, se incorpord la deteccién molecular de este patdgeno, y
en el mes de mayo de 2022, como estrategia para fortalecer la vigilancia de virus respiratorios
se sumoé la detecciéon molecular de VSR (Ministerio de Salud Argentina, 2023). La figura 5
resume el algoritmo de vigilancia epidemioldgica en personas con sintomas respiratorios

agudos con criterios de internacion.
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Figura 5
Algoritmo de vigilancia epidemioldgica en personas con sintomas respiratorios agudos con

criterio de internacion

PEDIATRIA (menor 5 aios) ADULTOS Internados en UTl o
Internados por infeccién Internados por infeccion fallecidos por infeccion
respiratoria aguda sala general. respiratoria aguda sala general. respiratoria aguda.
PCR (LAMP/RT) SARS-CoV-2
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*Todos los positivos para Influenza deben ser derivados al laboratorio nacional de referencia para de virus respiratorios (INEI-ANLIS) para la subtipificacién.

Fuente: (Ministerio de Salud Argentina, 2023).

Durante el afo 2023, en el marco de un estudio de efectividad vacunal para SARS-CoV-
2, se implementd en el pais un estudio multicéntrico en el cual participaron 6 unidades
centinela ubicadas en distintas regiones del pais. El algoritmo de trabajo implementado en
este estudio contemplaba la deteccidn de distintos virus respiratorios, entre los cuales se
incluia el RV, mediante la técnica RT-PCR formato multiplex a partir de las muestras SARS-CoV-
2 no detectables. Si bien estos resultados no estan disponibles por el momento, se espera que

los mismos representen un gran aporte a la epidemiologia de RV a nivel nacional.

Dado que RV no estd incluido dentro de la vigilancia de laboratorio de VR no se conoce
la tasa de positividad nacional, sin embargo, estudios recientes realizados en Buenos Aires,
Santa Fe, Mar del Plata y Tucumdan muestran que el porcentaje de positividad para RV oscila
entre 38,1% y 56%, siendo los mas susceptibles los menores de 2 afios y que el porcentaje de
coinfecciones se encontrd entre el 12% y el 13%, principalmente RV/VSR y RV/hMPV en
segundo lugar. En cuanto a la estacionalidad, al igual que la literatura internacional, todos los
autores concuerdan con que se detectd RV durante todo el afio, y dos de ellos documentaron
picos estacionales en otofio y primavera (Marcone, y otros, 2013) (Rudi, y otros, 2015)
(Lerman , Navarro Albarracin, Figari, Macias Lainez, & Uez, 2023) (Zamora , y otros, 2016)

(zamora, y otros, 2019).
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Cabe aclarar que las publicaciones mencionadas previamente corresponden a
ciudades con climas templados y subtropicales, pero faltan datos epidemiolégicos del

comportamiento del RV en climas frios.

Actualmente no existe una vacuna frente a RV y los tratamientos se limitan a paliar los
sintomas ya que tampoco se ha desarrollado un tratamiento antiviral especifico (Gémez

Perosanz, 2023)

1.7. Manifestaciones Clinicas

1.7.1. Infecciones Asintomdticas

Los primeros estudios que utilizaron el aislamiento de cultivo de tejidos para detectar
RV en las secreciones nasales de pacientes con sintomas de resfriado sub informaron la
frecuencia de infecciones por RV. Desde el advenimiento de la deteccidn basada en acidos
nucleicos, es posible discernir de manera mas confiable la prevalencia real de la infeccién por
RV. Sin embargo, la aplicacién de técnicas de deteccidén sensibles basadas en PCR condujo
inmediatamente a un dilema con respecto a la cuestion de la prevalencia de la infeccién
asintomatica con RV. El RV se detecta mediante RT-PCR en aproximadamente el 12-22% de
los individuos asintomaticos. Muchos de estos pueden ser falsos positivos. Alternativamente,
si estos reflejan una colonizacién no infecciosa, no es obvio un mecanismo para la
supervivencia a largo plazo del RV en las narinas en ausencia de infeccién. Sin embargo, un
estudio de individuos asintomdaticos con pruebas PCR positivas para RV encontré que la
infeccién asintomatica generalmente se asociaba con infeccidn sintomatica simultdnea en
miembros de la familia. Asimismo, en un modelo de infeccién experimental con RV en
voluntarios se observd que entre el 20 y 30% de los mismos se mantuvieron asintomaticos
(Kennedy, Turner, Braciale, Heymann, & Borish, 2012) (Jartti, Jartti, Peltola, Waris, &
Ruuskanen, 2008) (Carballal & Oubifia, 2015).

1.7.2. Manifestaciones en vias aéreas superiores

Resfrio Comun. RV es el principal agente etiolégico del resfrio comun, enfermedad
autolimitada en huéspedes inmunocompetentes, con un periodo de incubacién promedio de

2 dias. La respuesta inmune del huésped a la replicacién viral de RV es la principal causa de los
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signos y sintomas que este experimenta. Entre estos podemos enumerar los siguientes:
rinorrea, congestidn nasal, dolor de garganta, tos, dolor de cabeza, fiebre y malestar general.
Estos suelen durar de 7 a 14 dias. (Rudi, 2011) (Mackay, 2014) (Jacobs, Lamson, St. George, &
Walsh, 2013).

Otitis y Sinusitis. La inflamacién que resulta del dafio mucociliar disminuye la
ventilaciéon en el oido medio y aumenta la cantidad de mucus en la trompa de Eustaquio, lo
que lleva a la sobreinfeccidon bacteriana y a la acumulacién de fluidos, en los que se han
detectado RV en el 40% de los nifios con otitis media. También se han encontrado RV en
cepillados sinusales de pacientes con sinusitis; una proporcién menor de estos pacientes,

presentaba coinfeccién con bacterias (Carballal & Oubifa, 2015).

1.7.3. Manifestaciones en vias aéreas inferiores

Como ya fue mencionado, en su mayoria, estas infecciones afectan a las vias
respiratorias altas y pueden ser consideradas leves en individuos inmunocompetentes, con un
curso benigno y autolimitado (catarro comun, rinitis y faringoamigdalitis). Alrededor del 5%
implican las vias respiratorias inferiores, asi como también es capaz de predisponer a
neumonia bacteriana secundaria al aumentar los niveles de elastasa de neutrdfilos y disminuir
los niveles de péptidos antimicrobianos (Kelvin, Cyril, & Kwok-Yung , 2017) (Mallia, y otros,

2012) (Blomqvist S, 2004).

Bronquiolitis. La bronquiolitis es una de las afecciones respiratorias infecciosas mas
comunes de la primera infanciay la principal causa de hospitalizaciéon en lactantes. El
patdégeno mdas comun asociado con la bronquiolitis grave que requiere hospitalizacion es VSR
y el segundo mas comun es el RV. Los nifios con bronquiolitis por RV pueden tener ciclos
clinicos agudos mas cortos y puede estar en mayor riesgo de sibilancias recurrentes y asma en
comparacion con los nifios con bronquiolitis por VSR. Como el desarrollo pulmonar comienza
a las 4 semanas de gestacion y continla hasta la primera infancia, la infeccion por RV puede
tener efectos directos e indirectos graves en los tejidos pulmonares (Gern J. E., 2009) (Jacobs,

Lamson, St. George, & Walsh, 2013).

Neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Varios estudios clinicos de nifios
hospitalizados con NAC han establecido al RV como un patégeno comun en dicha afeccién. Las

manifestaciones clinicas son potencialmente graves e incluyen el requerimiento de asistencia
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mecanica respiratoria y una internacion promedio de 7 dias, particularmente en nifios con
afecciones médicas cronicas subyacentes. Los posibles mecanismos incluyen infeccién o
colonizacidn con RV que predispone el tracto respiratorio inferior a una infecciéon secundaria,
o el RV puede causar neumonia viral primaria (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013)

(Louie, y otros, 2009).

Exacerbaciones del Asma. A partir de mediados de la década de 1990, utilizando
diagndsticos virales basados en PCR, se detectaron infecciones respiratorias virales en hasta
el 85% de las exacerbaciones de asma en nifios y en aproximadamente la mitad de las
exacerbaciones en adultos. Ademas, aproximadamente dos tercios de las infecciones

asociadas con las exacerbaciones del asma fueron causadas por RV (Gern J., 2012).

La atopia es una condicion comun en el asma con rinitis alérgica que ocurre en hasta
el 80% de los pacientes asmaticos. Los anticuerpos IgE elevados contra los alérgenos
transportados por el aire son un marcador para los pacientes con mayor riesgo de sintomas
del tracto respiratorio inferior con infecciones virales. Esta sensibilizacion alérgica con la
exposicion a alérgenos puede aumentar la probabilidad de infeccién por RV al aumentar la
expresion de ICAM-1 en células epiteliales del tracto respiratorio. Ademas, en algunos sujetos
con asma se ha observado una respuesta antiviral innata alterada, particularmente una
reduccion en la produccion de IFN. Esta anomalia también se refleja en una reduccion de la
apoptosis de las células epiteliales en respuesta a la infeccidon por RV, un deterioro de la
actividad antiviral innata que da como resultado un aumento de la replicacién del RV en las
células epiteliales bronquiales. Estos defectos asociados con el asma conducirdn a una
eliminacidn deficiente del RV, infecciones mas graves y una mayor persistencia de este virus
en las vias respiratorias inferiores, lo que provoca una mayor inflamacién de las vias
respiratorias y conduce a disminucion en el flujo espiratorio maximo, asi como a sintomas del

tracto respiratorio inferior mas severos y duraderos (Kelly & Busse, 2008).

Por otra parte, las infecciones virales que se propagan en las vias respiratorias

inferiores son el principal desencadenante de sibilancias episddicas en los nifios.

Dado que tanto la sensibilizacién alérgica como las sibilancias inducidas por virus son
factores de riesgo independientes para el desarrollo del asma y la combinacién de estos dos
factores aumenta significativamente la probabilidad de desarrollo de esta enfermedad

(Jamieson, Warner, Leigh, & Proud, 2015).
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Exacerbaciones de Enfermedad Obstructiva Cronica (EPOC) La gran mayoria de las
exacerbaciones de EPOC tienen una etiologia infecciosa. En el afio 2011 en el Departamento
de Medicina Respiratoria, Instituto Nacional del Corazén y los Pulmones, Imperial College
London, Reino Unido desarrollé un modelo de exacerbaciéon de la EPOC que apoya firmemente
una relacién causal entre la infeccién por RV y las exacerbaciones de la EPOC. La infeccion
experimental por RV en sujetos con EPOC produjo sintomas como la obstruccién del flujo de
aire e inflamacidén neutrofilica de gravedad y duracién significativas. La carga viral en el esputo
se correlacioné fuertemente con los marcadores inflamatorios y la produccién de IFN-B por
los macroéfagos de las vias respiratorias se vio afectada en los pacientes con EPOC. Ademas, la
infeccién experimental por RV en pacientes con EPOC condujo a un aumento en el nivel de IL-
6 en el Lavado Broncoalveolar (BAL) La naturaleza de la respuesta inflamatoria en las
exacerbaciones de la EPOC sigue siendo controvertida y no existe un Unico marcador
inflamatorio celular o molecular que defina una exacerbacién (Sykes, Mallia, & Johnston,

2007) (Mallia, y otros, 2011).

Exacerbaciones pulmonares en pacientes que padecen Fibrosis Quistica (FQ). En
pacientes con FQ, las manifestaciones pulmonares debido a la infeccidn bacteriana crénica
son la principal causa de morbilidad y mortalidad. Aunque la FQ es un trastorno genético
hereditario, la infeccidn crénica latente con Pseudomonas aeruginosa resulta en una pérdida
progresiva y lenta de la funcién pulmonar. Ademas, los pacientes experimentan episodios de
exacerbaciones agudas debido a la infeccidn de nuevos agentes infecciosos. La infeccidén por
RV en pacientes con FQ ha demostrado aumentar los sintomas respiratorios inferiores, lo que
asuvezrequiere el uso prolongado de antibidticos intravenosos y hospitalizacién. Esto sugiere
que RV puede sinergizar con la flora bacteriana existente para exacerbar la enfermedad. La
infeccion bacteriana puede suprimir las respuestas inmunes innatas a la infeccién viral
posterior, incluyendo la produccién de INF-a e INF-B, particularmente en las células de FQ,
que muestran un aumento del estrés oxidativo. Esto puede conducir a la persistencia viral y
prolongar las respuestas inflamatorias, aumentando asi la duracién y la gravedad de la

enfermedad pulmonar (Chattoraj, y otros, 2011).
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1.7.4. Infecciones en pacientes inmunocomprometidos

Si bien la enfermedad del adulto con RV generalmente sigue un curso leve, los adultos
inmunocomprometidos pueden desarrollar una enfermedad mas grave, incluidas infecciones
de las vias respiratorias inferiores y una mayor mortalidad. La gravedad de la infeccién es
similar a la de la influenza A (pH1IN1). Por otro lado, la infecciéon por RV puede llegar a la
cronicidad en pacientes receptores de trasplante de pulmdn. Si la infeccidn por RV afecta los
resultados del trasplante, como el rechazo agudo y el desarrollo del sindrome de bronquiolitis
obliterante (BOS), no se comprende bien debido al pequefio nimero de pacientes en estudio

(Kraft, y otros, 2012) (Kaiser, y otros, 2006) (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013).

El RV causa infecciones del tracto respiratorio superior e inferior en pacientes con
neoplasias malignas hematoldgicas y receptores alogénicos de trasplante de células madre
hematopoyéticas; sin embargo, la frecuencia relativa y la gravedad de la infeccién por RV en
comparacion con las de otros patdgenos virales respiratorios ain no se han dilucidado. La
progresidn a neumonia por RV es poco comun, pero se asocia con morbilidad y mortalidad
sustanciales. En la mayoria de los casos reportados de RV en las vias respiratorias inferiores,
la co-infeccidén con uno o mas co-patégenos bacterianos, virales y / o fingicos esta presente

(Murali, y otros, 2009).

1.8. Diagnéstico

Debido a la superposicion de sintomas entre virus, es necesario realizar pruebas para
saber con certeza qué patdgeno esta causando la enfermedad. Aunque no son necesarias en
todas las situaciones, las pruebas de deteccién de enfermedades respiratorias son necesarias
cuando podrian afectar las decisiones de atencion y tratamiento, el control de infecciones o

la vigilancia epidemioldgica.

1.8.1. Recoleccion y conservacion de muestras

Las muestras deben recogerse para el diagndstico de laboratorio tan pronto como sea
posible después de la aparicion de los sintomas. Los titulos de RV son mas altos en el tracto
respiratorio durante los primeros 2 dias de presentacidn, aunque el virus puede aislarse desde

el dia 1 hasta 6 dias después del inicio de los sintomas Para la investigacion de infecciones del
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tracto respiratorio superior, se prefieren los hisopos nasofaringeos (HNF) o aspirados
nasofaringeos (ANF) en lugar de los hisopos orofaringeos. Las muestras de lavado nasal
también son una buena fuente de virus para la deteccion de RV, aunque no son éptimas para
otros virus respiratorios. Para las infecciones del tracto respiratorio inferior, las muestras
pueden incluir aspirado traqueal o bronquial, liquido BAL o, con menos frecuencia, muestras
de biopsia pulmonar. Los hisopos deben colocarse en un medio de transporte viral o solucién
fisioldgica. Si las muestras son analizadas en el corto plazo pueden conservarse refrigeradas
en heladera a 4°C, pero si el andlisis va a realizarse pasadas las 72 horas de recolectada la
muestra esta debe conservarse a -70°C (Versalovic, 2011) (Jacobs, Lamson, St. George, &
Walsh, 2013) (National Center for Immunization and Respiratory Diseases Centers for Disease

Control and Prevention, 2019).

1.8.2. Deteccion de antigenos y serologia

Dado que no existe un antigeno comun entre los mas de 100 serotipos de RV descritos
hasta el momento, los ensayos de deteccién de antigenos no se utilizan para la deteccién de
rutina. Los anticuerpos se miden en las secreciones séricas y nasales mediante neutralizacién,
reduccion del aplaca, fijacién del complemento y enzimoinmunoaanalisis de adsorcién (ELISA)
en entornos de investigacién. Sin embargo, al igual que con los ensayos de antigenos, la falta
de un antigeno comun en todas las cepas de RV hace que la deteccion de respuestas de
anticuerpos no sea practica a fines de diagndstico. Ademas, los anticuerpos no son detectables
durante una a tres semanas después de la infeccion. Por lo tanto, aunque la medicién de
anticuerpos es util para estudios epidemioldgicos, no es util para diagnosticar infecciones
agudas (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013) (Blomqvist S R. M., 2002) (BarclayW,
1988).

1.8.3. Cultivo virolégico convencional

El aislamiento en cultivo celular es el método tradicional de deteccidn de laboratorio
para RV, crecen eficientemente sélo en lineas celulares derivadas de tejidos humanos o de
otros primates, no en huevos embrionados o ratones lactantes. La susceptibilidad de las
diferentes lineas celulares a los serotipos de RV varia considerablemente, y el aislamiento
maximo se obtiene con combinaciones de células pulmonares embrionarias humanas (WI-38
0 MRC-5) y células Hela, que se seleccionan por la sobreexpresién de ICAM-1. Las condiciones
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6ptimas propuestas para el aislamiento de RV en cultivos celulares incluyen un medio de
cultivo con un pH de 7,0-7,2, una temperatura de incubacién de 33°C y una rotacién lenta de
los cultivos. Se ha demostrado que algunos prototipos de RV y cepas de tipo salvaje se replican
tan eficientemente a 37 °C como a 33 °C, siendo la replicacion de ciertas cepas de tipo salvaje
incluso mejor a 37 °C. Se sabe que complementar los medios de cultivo con iones Mg2 +
aumenta la recuperacion de algunos serotipos de RV (Blomqvist S, 2004) (Papadopoulos N G,

1999).

El crecimiento del virus en monocapas celulares se detecta por la manifestacion de
cambios caracteristicos visibles en los cultivos a la observacidn directa con el microscopio
Optico llamados efectos citopaticos (ECP). EI ECP producido por los RV y los Enterovirus es tan
similar que la diferenciacion se logra analizando la sensibilidad al acido de los aislados virales.
La confirmacion del efecto citopatico de los virus aislados se puede realizar por neutralizacién,
inmunofluorescencia o RT-PCR a partir del sobrenadante del cultivo (Blomgvist S, 2004)

(Carballal & Oubifia, 2015).

El uso de esta metodologia para diagndstico de rutina de RV en los laboratorios de
virologia clinica no se ha implementado debido a la imposibilidad de algunas cepas para
propagarse en cultivos celulares; la dificultad y el tiempo que demanda el aislamiento; la
ineficacia del ensayo de labilidad acida para diferenciar ciertas cepas de RV de Enterovirus; y

la extrema variabilidad antigénica (Blomqvist S, 2004).

1.8.4. Métodos de cultivo rapido

A continuacidn, se mencionan algunos métodos de cultivo rapido para detectar RV que

por diferentes inconvenientes metodoldgicos no se aplican en el diagndstico de rutina:

Métodos que utilizan un portaobjetos multicdAmara con células Hela susceptibles a RV
combinadas con deteccion de antigenos virales mediante inmunofluorescencia a las 48 horas
de la infeccién. A pesar de tener una sensibilidad de deteccién razonable la ausencia de un
antigeno comun dificulta el desarrollo de reactivos de inmunoflourescencia fiables vy
especificos ( (Al-mulla W, 1994) (Landry M L, 2000) citados en (Jacobs, Lamson, St. George, &
Walsh, 2013)) .
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Cultivos mejorados por centrifugacidn se pueden tefiir antes del desarrollo de EPC con
algunos reactivos de deteccidn de Enterovirus que reacciones de forma cruzada con RV; Sin
embargo, los laboratorios se quedan sin un diagndstico especifico (Jacobs, Lamson, St. George,

& Walsh, 2013).

Un gran estudio prospectivo informé el uso de un método de cultivo mejorado por
centrifugacion con células HUH7 en microplacas seguido de RT-PCR para RV en cultivos que
fueron EPC positivos dentro de los 4 dias. Este método habia sido validado previamente para
un gran nimero de genotipos de RV, asi como muchos otros virus respiratorios. Sin embargo,
los autores de ese estudio no informaron la sensibilidad de detecciéon en comparacion con la
de la aplicacién directa del ensayo RV RT-PCR a las muestras o cdmo se compard con el cultivo
convencional con otras lineas celulares ( (FreymuthF, 2005) citados en (Jacobs, Lamson, St.

George, & Walsh, 2013)).

1.8.5. Cultivo de érganos

Los primeros aislamientos de RV se realizaron mediante el cultivo de érganos de
epitelios nasales o traqueales, en la actualidad se siguen usando estas técnicas sélo en ambitos
de investigacidn para el estudio de la patogénesis de RV, no asi en laboratorios de diagndstico
clinico ( (Hoorh, 1965) (Bochkov, 2011) (JangYJ, 2005) citados en (Jacobs, Lamson, St. George,
& Walsh, 2013)).

1.8.6. Ampilificacion de dcidos nucleicos mediante RT-PCR

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar selectivamente
secuencias de ADN o ARN (luego de una transcripcion reversa, RT) produciéndose grandes
cantidades de ADN de longitud y secuencia definida a partir de acidos nucleicos (secuencia

blanco) presente en la muestra (Carballal & Oubifia, 2015).

A finales de la década de 1980 se comenzaron a desarrollar las primeras RT-PCR para
detectar RV. Desde ese entonces la region 5’NCR ha sido la secuencia blanco utilizada, pero
en los primeros ensayos se presentaba el inconveniente de que las regiones amplificadas
también estaban presentes en otros Enterovirus. Si bien esta dificultad de ninguna manera
resta valor a la importancia de respaldar la toma de decisiones clinicas utilizando estos

ensayos, hace que no sean lo suficientemente especificos para caracterizar a los RV en
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particular. Para sortear este obstdculo se requiere un procesamiento posterior a la
amplificacién mediante electroforesis en gel, hibridacién por sonda, secuenciacién o andlisis
de restriccidn. A partir del afio 2008, gracias a la secuenciaciéon una porcion de la secuencia
5’NCR de todas las cepas prototipo de RV y de mdltiples aislados de muestras clinicas
circulantes, se desarrollaron ensayos de Q-RT-PCR especificos para RV. ( (Gama, 1988) citado

en (Mackay, 2014)) (Rudi, 2011) (Lu, 2008).

En 2019 el Laboratorio de Virus Respiratorios de la Division de Enfermedades Virales
del CDC, Atlanta, EEUU, desarrollé6 un protocolo actualizado para determinar Virus
Respiratorios No influenza por ensayos de Q-RT-PCR entre los que se incluye RV (National
Center for Immunization and Respiratory Diseases Centers for Disease Control and Prevention,

2019).

El protocolo mencionado utiliza oligonucledtidos que en su secuencia incluye
Aptameros. Los aptameros son secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que adoptan Ia
forma de estructuras tridimensionales Unicas, lo cual les permite reconocer un blanco
especifico con gran afinidad. En este caso se emplea una modificacion de nucledtidos llamada
Acido Nucleico Bloqueado (LNA, por sus siglas en inglés, Locked Nucleic Acid). En los
nucledtidos LNA, la ribosa esta bloqueada por un enlace oximetileno que conecta los atomos
de carbono C2'y C4’, imponiendo una restriccion conformacional (ver figura 6) (Ospina, 2020)

(Karlsen & Wengel, 2012).

Figura 6
Estructura Quimica de Nucledtidos de ADN, ARN Y LNA

$ Base ; Base ; Base
ol :o: ) :o: | O ‘ :o: |

’ 8 W g
0-P=0 0-P=0 0-P=0

3 S H

DNA RNA LNA

Fuente: (Karlsen & Wengel, 2012).
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Los oligonucledtidos de LNA se han convertido en una herramienta importante en
disciplinas bioquimicas como la investigacidn, el diagnéstico y el desarrollo terapéutico debido
a su afinidad de unidn sin precedentes hacia cadenas complementarias (Veedu & Wengel,

2009).

1.8.7. RT-PCR formato multiplex

Esta técnica combina targets para cada virus en una sola prueba lo cual permite poder
distinguir entre diferentes patdgenos respiratorios con mayor precision y rapidez de manera
tal que el médico pueda definir tratamientos y protocolos adecuados en beneficio del
paciente. Entre las ventajas de estas nuevas tecnologias se destacan su capacidad para
proporcionar alta sensibilidad y especificidad, tiempos de respuesta rapidos, alto rendimiento
y la capacidad de detectar coinfecciones a partir de una sola muestra de paciente. Esta uUltima
ventaja es particularmente importante, ya que en varias publicaciones se menciona la elevada
frecuencia de la deteccion de RV en presencia de otros virus respiratorios, siendo la
combinacion RV/RSV la mas frecuente (Horemheb-Rubio, y otros, 2022). En Argentina se
encuentran disponibles kits comerciales que se basan en esta tecnologia como VIASURE
Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit (ANEXO A), CD Genomics Kit de Deteccién de

Virus Respiratorios, entre otros.

1.8.8. Paneles de amplificacion de dcidos nucleicos virales mediante “Microarrays”

Esta técnica consiste en la extraccion de ARN de muestras bioldgicas. Luego se copia
el ARN, mientras se incorporan nucledtidos fluorescentes o una etiqueta que luego se tifie con
fluorescencia. El ARN marcado se hibrida a una micromatriz durante un periodo de tiempo,
después del cual el exceso se lava y la micromatriz se escanea bajo luz laser. Los microarrays
pueden detectar miles de objetivos virales, pero son costosos para el uso rutinario y no son lo
suficientemente sensibles como para evitar una amplificacién por PCR previa a la hibridacion
cuando se utilizan muestras clinicas. Por otra parte, es posible que con este tipo de ensayo
exista reactividad cruzada entre RV y EV por lo que deben notificarse como indistinguibles

(Butte, 2002) (Mackay, 2014) (Pan, 2021).
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1.8.9. Ampilificacion isotérmica de dcidos nucleicos por NASBA

La reaccidon de amplificacion completa se realiza a la temperatura predefinida de 41
°C. Tres enzimas estan involucradas en esta reaccién isotérmica: la transcriptasa inversa (RT),
la RNasaH yla T7 ARN polimerasa. La secuencia ciclica de esas actividades enzimaticas remeda
la replicacién de los retrovirus. Después de un breve periodo de incubaciéon a 65°C para
desnaturalizar el objetivo, un cebador directo especifico se hibrida con el ARN. Este cebador
no sélo posee una secuencia complementaria al ARN diana, sino que también incluye una
secuencia 5' correspondiente al promotor de la T7 ARN Polimerasa. A los 41°C, el cebador se
extiende por la actividad de la RT. Simultdneamente, el ARN del hibrido ARN-ADNc formado
serd degradado por la RNasaH. Esto permite la hibridacion de un cebador inverso especifico
con el ADNc. La extensidn de este cebador por la RT hasta el extremo 5' del ADNc da como
resultado la formacién de una secuencia promotora T7 de doble cadena el cual luego sera
utilizado por T7 ARN polimerasa para producir muchas moléculas de ARN nuevas que son
complementarias al ARN objetivo. Después de esta fase de iniciacion, NASBA ahora entra en
la fase de amplificacidn(ciclica). Una evaluacion clinica mostré un rendimiento comparable al
de la RT-PCR y una sensibilidad superior a la del cultivo (Carballal & Oubifia, 2015) (Deiman,
2002) (Lorens, y otros, 2006) citado en (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013)).

1.8.10. Genotipado

Debido al alto nimero de RV vy la alta frecuencia de infecciones, los métodos de
genotipado se han convertido en un complemento esencial para comprender la epidemiologia
de RV. La secuenciacién de nucledtidos de la VP1, 5'NCR junto con las regiones VP4 y VP2 (en
adelante VP4/VP2) ha reemplazado a los métodos seroldgicos tradicionales, debido a su
velocidad y necesidad de menos reactivos especializados. Debido a su menor longitud, mayor
conservacion de la secuencia y la posibilidad de utilizar el mismo conjunto de cebadores para
la amplificacién de las tres especies de RV, la regién VP4/VP2 ha sido la mas utilizada para la
caracterizacion genética de la RV en muestras clinicas. La comparaciéon de su valor predictivo
en comparacion con las asignaciones de tipo basadas en secuencias VP1 proporciona
evidencia de su idoneidad para la identificacidon del tipo RV junto con algunas restricciones

(McIntyre, Knowles, & Simmonds, 2013) (Mackay, 2014).
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La utilidad de la caracterizacion genética de RV es principalmente determinar la fuente
de brotes e investigacion de parentesco a la aparicion de una cepa no caracterizada
previamente por lo que se relega mayoritariamente a las instancias de investigacion. Debido
a esto, los estudios de epidemiologia molecular de RV tienden a ser mas pequefios y enfocados
en una enfermedad o pregunta de investigacién especifica (Jacobs, Lamson, St. George, &

Walsh, 2013) (Mackay, 2014).

1.8.11. Secuenciacion del genoma completo

Con la creciente disponibilidad de técnicas para la secuenciacién del genoma
completo, es factible que mas laboratorios puedan realizar estos métodos en aislados clinicos
de RV. El aumento del volumen de datos ayudara a identificar regiones gendmicas adicionales
para el analisis. Ademas, podria proporcionar una mejor comprension de los cambios
evolutivos, incluida la recombinacién. Mediante esta tecnologia se detectaron varias
secuencias similares a RV previamente desconocidas en pacientes con enfermedades similares
a la influenza asociadas con compromiso respiratorio severo no cultivables in vitro con lo que
se pudo identificar la especie RV-C y asi como también permitié graficar el arbol filogenético

de RV (Palmenberg, y otros, 2009) (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013).

Como los costos de secuenciacion se han reducido drasticamente, en algunos
laboratorios la secuenciacién ahora es una rutina. La secuenciacion no solo descubrid el RV-C,
sino que permite el estudio de la similitud filogenética de las infecciones por RV en una
persona a lo largo del tiempo; también es una herramienta increiblemente poderosa para

comprender la rotacién viral dentro de la comunidad (Gregory & Oliver, 2019).
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1.9. Fundamentacion

Los RV muestran un gran potencial como posibles agentes etioldgicos de
enfermedades respiratorias. La implementacion de técnicas de diagndstico, rapidas y de alta
sensibilidad, facilitan su deteccién y caracterizacion a nivel local. La ciudad de Rio Gallegos es
la Capital de la Provincia de Santa Cruz, se encuentra ubicada a 2500 km de Buenos Aires, tiene
una poblacién de 129.378 habitantes de los cuales 30.732 son menores de 15 afios (Direccién
Provincial de Estadistica y Censos). Ademas, por su ubicacidn geografica, esta ciudad recibe
un importante afluente de turistas provenientes de todas partes del mundo durante todo el
afo, lo que permitiria la introduccion por importacion de nuevas cepas que se sumarian a la
circulacién local. Se espera que la informacidn generada en este trabajo represente un aporte

al diagndstico y la prevencién de las enfermedades asociadas a estos virus.
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivos Generales

Implementar la técnica de Q-RT-PCR para diagndstico de RV, en muestras clinicas de
pacientes menores de 15 afios, con IRA alta o baja internados en las Salas de Neonatologia y

Pediatria en el HRRG.

2.2. Objetivos Especificos

1. Adaptar, estandarizar y evaluar el protocolo de Q-RT-PCR desarrollada por el
Laboratorio de Virus Respiratorios de la Divisién de Enfermedades Virales del
CDC, Atlanta, EEUU para diagnéstico de RV.

2. Evaluar la distribucion de la detecciéon de RV por grupo etario y sexo en la
poblacién estudiada.

3. Analizar el porcentaje de positividad de RV y la incidencia acumulada por SE de
IRA debido a RV en la poblaciéon objetivo.

4. Describir los sintomas clinicos con que se manifestaron en los pacientes a los
con RV.

5. Evaluar la frecuencia de la deteccion de RV en relacidén a otros VR detectados
en los pacientes estudiados.

6. Comparar los resultados obtenidos con los de otras regiones del pais, a fin de
establecer concordancia o ausencia de ella en patrones de comportamiento
viral previamente observados, en relacion a condiciones climaticas similares o

no.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Universo y ubicacién del estudio

Este trabajo de tesis se basd en un protocolo de amplificacién de acidos nucleicos
propuesto por el Laboratorio de Virus Respiratorios de la Division de Enfermedades Virales del
CDC, Atlanta, EEUU. El mismo fue adaptado modificando la secuencia de oligonucleétidos

original.

Una vez estandarizado y verificado el método, se realizé un estudio descriptivo
observacional sobre una serie de casos cuya unidad de analisis son cada una de las muestras
analizadas durante el periodo de tiempo comprendido entre octubre de 2021 y septiembre de
2022 en la ciudad de Rio Gallegos, provincia de Santa Cruz, Argentina. Se estudiaron muestras
clinicas (HNF y ANF) de pacientes menores de 15 afos de edad, con diagndstico clinico de IRA,
internados en las salas de neonatologia, pediatria y terapia intensiva Pediatrica del Hospital
Regional Rio Gallegos, a los cuales se les habia solicitado previamente el diagnéstico por
laboratorio de virus respiratorios aplicando el protocolo de vigilancia epidemiolégica
desarrollado por la Red Nacional De Virus Respiratorios, de la cual el laboratorio del Hospital
Regional Rio Gallegos forma parte. Dicho protocolo consiste en llevar a cabo el diagndstico
Inicial de Sars-Cov-2 por Q-RT-PCR, y por inmunofluorescencia para VSR, FLU A, FLU B,
Parainfluenza 1, 2 y 3 (P1, P2, P3), y AD y posteriormente, las muestras que resultan ser no

detectables para los virus mencionados son estudiadas para FLU A, FLU B y VSR por Q-RT-PCR.

Este estudio fue aprobado por el Comité Central de Etica en investigacion del
Ministerio de Salud de la provincia de Santa Cruz, segtn el dictamen N° 04 CCEI/2022 (ANEXO
B) para lo cual fue necesario obtener el consentimiento informado del padre o tutor legal de

cada participante (ANEXO C).

3.2. Extraccion de ARN Viral
La extraccion de material genético se realiz6 manualmente, a partir de 400 pL del

sobrenadante de muestras, utilizando kits de columnas de silica Quick-RNATM Viral Kit Zymo

Research respetando las indicaciones del fabricante (ANEXO D).
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3.3. Deteccidn de RV por Q-RT-PCR

Para la detecciéon de RV, se adaptd el protocolo de determinacidn de Virus

Respiratorios No Influenza mediante ensayos de Q-RT-PCR. Este protocolo fue desarrollado

por el Laboratorio de Virus Respiratorios de la Division de Enfermedades Virales del CDC, en

Atlanta, EEUU, en el afio 2019 amplificando como objetivo la secuencia 5’'NCR para lo cual

utiliza los oligonucledtidos detallados en la tabla 1.

Tabla 1

Oligonucledtidos utilizados en los ensayos de Q-RT-PCR desarrollados por CDC

Oligonucleétidos

Secuencia 5’>3’

Concentracion

de Trabajo
Primer Reverse 5’ GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA 50 uM
Primer Forward 1 5’ CY[A] GCC [T]GC GTG GC 50 UM
Primer Forward 2 5’ CY[A] GCC [T]GC GTG GT >0 M
Sonda 5FAM TCC TCC GGC CCCTGAATGYGG CBHQ1 5uM

Con respecto al protocolo adaptado, se conservaron el primer reverse y la sonda; y se

reemplazaron los dos primers forward por un Unico primer que incluyé bases degeneradas y

no contaba con los andlogos de acidos nucleicos bloqueados. La secuencia del primer forward

se muestra en la tabla 2 (ANEXO E)
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Tabla 2

Secuencia de Primer Forward con las modificaciones introducidas

Oligonucledtido Secuencia 5'>3’ Concentracion de Trabajo

Primer Forward 5’CYAGCCTGCGTGGY 50 uM

Para la preparacion de la mezcla de reaccién se utilizé el kit qScriptTM One-Step qRT-
PCR Kit. Se sigui6 la proporcién de reactivos indicada en el protocolo desarrollado por CDC.
También se respetaron los volumenes de eluato y mezcla de reaccién propuesta por dicho

protocolo.

La amplificacién se realizd en el equipo CFX 96TM Real-Time System de la marca
BIORAD. Las condiciones de ciclado del protocolo se optimizaron con respecto al protocolo
original del CDC y se expresan en la tabla 3 (ANEXO E). El andlisis de los resultados de las Q-

RT-PCR se realiz6 mediante el software del equipo de PCR Real Time.

Tabla 3
Programa de Ciclado de Q-RT-PCR

Step Ciclos Temperatura Tiempo

Transcripcién Reversa 1 50°C 10 min.

Activacién de

1 95°C 7 min 30 seg.
Polimerasa
95°C 15 seg.
Amplificacién 45
55°C 1 min.

Volumen total: 25 ul Detector: FAM
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Como control negativo de amplificacidn se utilizé agua libre de Nucleasas.

Para descartar una posible contaminacién durante el proceso de extraccion de
material genético en cada corrida se incluyé ademads un control negativo de extraccién, el cual
consiste en realizar el procedimiento regular en una columna de silica, pero la muestra se

reemplaza por 400 ul de agua libre de nucleasas.

Se considerd el resultado de la g-RT-PCR Multiplex para Sars-Cov-2 Logix Smart TM
Coronavirus Disease 2019 que amplifica el gen humano RNAsaP como control positivo de

extraccion de material genético para asegurar la integridad de la muestra clinica.

Como control positivo de amplificacién de RNA viral se utilizo6 RNA de RV que muy
amablemente fue cedido por Laboratorio de Virus Respiratorios del Instituto Carlos G.
Malbran. Este RNA se extrajo de una cepa patrén de RV especie A, serotipo 14, que a su vez

fue amplificado anos atras en células HEP.

Una vez que se verificd que todos los controles han funcionado correctamente, se

procedié a analizar cada objetivo.

3.4. Interpretacion de Resultados

Se considerd detectables a las muestras que produjeron curvas de amplificacion en las
gue se pudo apreciar las fases: exponencial, lineal y de meseta, mientras que una linea plana

o errante indicd que no hubo amplificacién y se considerd a esa muestra no detectable.

3.5. Validacion Analitica

La validacion analitica consistid en analizar por Q-RT-PCR para RV un numero
determinado de repeticiones para diferentes diluciones seleccionadas del RNA liofilizado de
RV purificado Amplium® RHINOVIRUS RNA CONTROL cuya concentracién una vez

reconstituido con 50 pl de agua libre de nucleasas fue de 1,6 x 10* copias (ANEXO F).

Las repeticiones, se clasificaron como RV detectables o RV no detectables segun el

criterio descrito en el apartado interpretacién de resultados.
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Para estimar la sensibilidad de la Q-RT-PCR se calculé el Limite de Deteccién (LoD) con
un intervalo de confianza del 95% a través de un analisis PROBIT con el complemento Analyze-

it del software Microsoft Excel.

El LoD calculado para el método desarrollado en este estudio se compard con los
valores informados por varios Kits comerciales disponibles, dado que el protocolo de refencia
no informa este valor y ademads aclara que este ensayo es exclusivo para investigacién. Cabe
destacar que algunos de estos kits informan sus LoDs en copias /reaccion mientras que otros
utilizan copias/pl como unidades de medicion. Para estandarizar y poder comparar los valores
de LoDs, se adopté como unidad de medida las copias/ul. Para ello, se considerd la cantidad

de eluato a agregar segun las indicaciones de cada técnica.

3.6. Validacion Clinica

Para llevar a cabo la validaciéon clinica de este ensayo, se analizé, un panel de 35
muestras respiratorias, con diagndstico de laboratorio definido (10 RV detectables y 25 RV no
detectables), cedidas gentilmente por la seccidn virologia del Laboratorio del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias “Dr. Emilio Coni”. Las mismas se conservaron
utilizando el medio de transporte DNA/RNA Shield™ en una proporcion 1:4, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y se transportaron a temperatura ambiente, en envase de

bioseguridad apropiado para muestras bioldgicas (triple envase).

El analisis de estas muestras se realizé utilizando el protocolo estandarizado en la
validacién analitica, incluyendo los mismos controles de calidad, disefiado para las muestras

respiratorias de los pacientes estudiados.

Para salvar el hecho de que se dispuso solamente de 10 muestras clinicas RV

detectables, estas se analizaron por duplicado.

3.7. Evaluacion de la Precision

Para evaluar la precisiéon del método evaluado, se registro el valor de Ct del control
positivo de amplificacién en cada ensayo, expresados como logio. Luego, se calcularon los

pardmetros estadisticos de Media (i) y desviacion estandar (Sd) con sus respectivos intervalos
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de confianza (IC) del 95%. Con estos datos, se elabord un grafico de Levey-Jennings al que se

aplicaron las reglas de Westgard.

3.8. Toma de muestras

Una vez estandarizada la técnica, se aplicd en un total de 145 muestras respiratorias,
59 ANF y 86 HNF. Estas, pertenecian a 129 pacientes, ya que a 16 de estos se les solicité
diagndstico de laboratorio de virus respiratorios en mas de una ocasion. Ademas de llevar a
cabo la deteccion de RV, a todas las muestras estudiadas se realizd el diagndstico de otros
virus respiratorios: VSR, FLU A, FLU B, P1, P2, P3, y AD utilizando Inmunofluorescencia. Los
resultados negativos de FLU A, FLU B y VSR se confirmaron por Q-RT-PCR.

Las muestras respiratorias fueron recolectadas en 1,5 a 2 ml de solucién fisioldgica
estéril en tubos cénicos estériles a partir de los pacientes internados que cumplian con los
criterios previamente mencionados. Luego fueron remitidas al laboratorio acompafiadas de
sus respectivas fichas epidemiolégicas (ANEXO G). Dichas muestras fueron conservadas en
heladera a 4°C hasta el momento de su procesamiento siempre y cuando fueran analizadas
dentro de las siguientes 72 horas. Cuando el tiempo transcurrido hasta su procesamiento fue

mayor a 72 horas se mantuvieron a -80 °C.

3.9. Calculo de parametros estadisticos para variables demograficas y clinicas

El andlisis de los resultados de las muestras de pacientes, se realizé mediante el calculo
de parametros estadisticos descriptivos para variables demograficas y clinicas: se estimaron
medianas para variables continuas y frecuencias absolutas, proporciones y sus (IC) 95% para

variables categoricas.

Se realiz6 la prueba de hipdtesis de Chi-Cuadrado Pearson (X?) utilizando el

software InfoStat para estimar si RV afecta a alguin sexo de manera significativa.

Se graficé la incidencia acumulada (lIA) por semana epidemioldgica (SE) siguiendo las

siguientes férmulas:
IA= nimero de casos nuevos en la SE / poblacion total en riesgo al inicio de la SE.

Poblacion total en riesgo = poblacion total pediatrica - casos nuevos de la SE anterior.
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Para conocer numero total de habitantes menores a 2 y 15 afos en la Ciudad de Rio
Gallegos (2,089 y 30.732 respectivamente), se consulté a la Direccion de Estadistica de la
Provincia de Santa Cruz, quien compartio los datos recabados en Encuesta Permanente de
Hogares del tercer trimestre 2023 realizada por el Instituto Nacional De Estadisticas y Censos
(INDEC), (A. Troncoso, comunicacion personal, 7 de marzo de 2024) (A. Troncoso,
comunicacion personal, 6 de mayo de 2024). El uso de esta fuente de datos se debe a que, a
la fecha de realizacién de este estudio, el INDEC aln no publicé los datos demograficos por
grupo etario de la ciudad de Rio Gallegos recabados en el Censo Nacional de Poblaciones y

Viviendas 2022 y las proyecciones del mismo del afio 2010 no alcanzan a nivel local.

Para facilitar la visualizacidn de los datos se construyeron gréficos con la ayuda del

software Microsoft Excel.

Se realizd una busqueda bibliografica sistematica con el fin de recopilar datos sobre la
frecuencia de deteccidn de rinovirus en distintas regiones del pais. Las fuentes de informacién
consultadas incluyeron bases de datos cientificas como PubMed, Scielo, y Google Scholar, asi
como repositorios nacionales de publicaciones médicas. Se emplearon términos de busqueda

won

especificos, como "rinovirus", "frecuencia de deteccién", "epidemiologia viral", y los nombres

de las regiones bajo estudio.

La figura 7 resume el algoritmo de trabajo.

Figura 7
Algoritmo de Trabajo
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para Sars-Cov-2 y Q-RT- PCR para FLU Q- ) L Resultados y
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4. RESULTADOS

4.1. Validacion Analitica

Inicialmente se analizaron concentraciones de 32, 3,2 y 0,32 Copias/ul de RNA
liofilizado de RV purificado Amplium® RHINOVIRUS RNA CONTROL (ANEXO F) Cada dilucién
fue analizada en 10 repeticiones cada una. Posteriormente, al detectarse RNA viral en todas
las repeticiones ensayadas, se decidié agregar diluciones mayores con concentraciones finales
de 0,16 Copias/ul y 0,032 Copias/ul. Cada una de estas diluciones se repitié 20 veces. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4

Resultados del andlisis de las distintas diluciones de RNA liofilizado de RV

32 3,2 0,32 0,16 0,032
Repeticién
Copias/ul.  Copias/ pl. Copias/ pl. Copias/ pl. Copias/pl.
Repeticiones 12 12 20 20 20
RV Detectable 12 12 20 16 1
RV No
0 0 0 4 19
Detectable
Hit Rate 12/12 12/12 20/20 16/20 1/20

El analisis estadistico de estos resultados se llevd a cabo mediante un analisis PROBIT
con el complemento Analyze-it del software Microsoft Excel, con el que se estimé el LOD con

su respectivo intervalo de confianza:
LoD =0,2397 (IC 95% = 0,1593 — 0,3605) copias /ul (ANEXO H)

Busqueda de Informacion de LoDs de Kits Comerciales y conversién de unidades:
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VIASURE Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit. Informa un LoD mayor o
igual a 10 copias/reaccidn. Al utilizar 5 pl eluato de extraccién en cada reaccion de PCR se

calcula un LoD mayor o igual a 2 copias/ul (ANEXO A)

VIASURE Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit. informa un LoD mayor
o igual a 10 copias/reaccidn. Al utilizar 5 pl eluato de extraccion en cada reaccion de PCR se

calcula un LoD mayor o igual a 2 copias/ul (ANEXO 1)
Altona RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0. 1,25 copias/pl. (ANEXO J)

genesig® Human Rhinovirus all subtypes (generic). reporta un LoD mayor a 100
copias/reaccion. Al utilizar 5 pl de eluato de extraccidn en cada reaccion de PCR se calcula un

LoD mayor a 20 copias/pl. (ANEXO K)

4.2. Validacion Clinica

Al comparar los resultados informados como detectables/no detectables por el
Instituto “Dr. Emilio Coni” con los obtenidos mediante la aplicacién del protocolo evaluado se

observo que:

Muestras detectables se obtuvo un resultado coincidente en 20/20 muestras

(concordancia 100%).

Muestras no detectables se obtuvo un resultado coincidente en 24/25 muestras

(concordancia 97%); en 1 de ellas se detectd RV.

4.3, Evaluacion de la Precision

Con los datos de Ct registrados (expresados como log 10) al analizar el control positivo
de amplificacién por Q-RT-PCR en cada ensayo se calcularon los pardmetros estadisticos

necesarios para construir un grafico de Levey-Jennings (grafico 1):
X = 1,48 (IC95% = 1,474 — 1,485)

Sd = 0,02 (IC95% = 0,017 —0,023)
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Gréfico 1
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Grafico de Levey-lennings de los ensayos. Los valores de Ct obtenidos de analizar el control positivo de

amplificacion se expresan como log10.

Al aplicar las reglas de Westgard a los datos graficados previamente se observé que en
el ensayo numero 45 no se cumplid la regla 1-3s. Esta regla indica que si el control evaluado
excede el limite de X+ 3 Sd el error aleatorio es inaceptable. Debido a este inconveniente, se
volvieron a analizar las muestras con una nueva alicuota de oligonucleétidos. Como se puede

ver en el grafico 5, los resultados fueron satisfactorios.

4.4. Andlisis de caracteristicas demograficas, clinicas y de deteccion viral

Durante el periodo de estudio, 241 pacientes con sintomatologia respiratoria fueron
internados en las salas de pediatria, terapia intensiva pediatrica y neonatologia del Hospital
Regional Rio Gallegos. Sin embargo, solo se solicitd diagnéstico por laboratorio de virus
respiratorios a 129 pacientes. A 16 de estos pacientes se le tomd mas de una muestra,
totalizando 145 muestras clinicas estudiadas. A partir de las 145 muestras clinicas estudiadas,
se detecté RV en 30 de ellas, representando un porcentaje de positividad de un 21%. Con
respecto a los pacientes a los cuales se les tomd mas de una muestra, a 2 de ellos se les detectd
RV en mas de una oportunidad. En base a la bibliografia consultada, solo 1 de las 2 detecciones
fue considerada como un evento nuevo ya que habian transcurrido mas de 6 semanas entre
la toma de la primera y segunda muestra. Por otro lado, en 7 de las muestras analizadas se

detectd mas de un VR.
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4.4.1. Distribucion por sexo y grupos etarios

De los 129 pacientes estudiados, 73 fueron nifios y 56 nifias, en los que se detecté 16
(22%) y 14 (25%) RV respectivamente. Se aplicé La distribucidon por sexo de los pacientes
estudiados y en los que se detecté RV se puede apreciar en el grafico 2. La prueba de hipétesis

X? de Pearson no pudo comprobar una afectacién mayor de algln sexo en particular.

Grafico 2
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A-Distribucidn por sexo de los pacientes estudiados (n=129). B- Distribucién por sexo de pacientes a los que se

les detectd RV (n=30).

La mediana de edad de los pacientes a los que se les detecto RV fue de 10 meses (rango
intercuartilico: 1- 21 meses) y la distribucion de la deteccion de RV por grupo etario se muestra

en el Grafico 3.

Grafico 3
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Distribucion RV detectados y muestras por grupo etario. El nimero en negrita representa el total de RV

detectados para cada grupo.
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RV se detecté mayormente en las edades mas tempranas, siendo los nifios menores a
1 afo los mas afectados, seguido por los nifios de un afio. Como se observa en el grafico 3, el
76,7% de los casos RV detectados se concentra en estos grupos etarios. A medida que
avanzamos en la edad de los nifios estudiados va decreciendo el total de positivos para RV

llegando a no detectarse en el grupo de 10 a 14 anos.

4.4.2. Muestras analizadas y RV detectados por semana epidemiologica (SE)

La distribucion de las muestras clinicas por SE en el periodo de estudio se muestra en

el grafico 5.
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Distribucion de muestras analizadas por SE. El nimero en negrita representa el total de muestras analizadas por

SE.

Se observa una mayor cantidad de muestras analizadas entre las semanas 27 y 30 y

entre las semanas 37 y 39 del afio 2022.

El grafico 6 muestra la distribucién total de los RV detectados y la incidencia acumulada

cada mil habitantes menores a 2 y a 15 afios por SE.
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Distribucion de RV detectados e incidencia acumulada cada mil habitantes menores a 2 y 14 aiios por SE. El

numero en negrita representa el total de RV detectados por SE.

En relacidn a la distribucién en el afio, se detectd RV a lo largo de todo el periodo de
estudio, salvo en el mes de diciembre. Se puede ver una mayor deteccion de RV en las semanas
12,15y 22 (con una IA cada mil habitantes menores a 15 afios por SE de 0,1). Esta distribucién
se evidencia mejor si calculamos los mismos pardmetros para menores de 2 afios (con IA cada
mil habitantes de 0,96 para la semana 12 y de 1,44 para las semanas 15 y 22). Estos picos

coinciden con el otofio.
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4.4.3. Sintomas clinicos que presentaron los pacientes a los que se les detecté RV

Los sintomas clinicos que presentaron los pacientes RV detectables se clasificaron en

3 grupos: sintomas respiratorios, sintomas digestivos y sintomas generales ver tabla 5y grafico

4.

Grafico 6
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Distribucion de Sintomas (agrupados) de Pacientes a los cuales se les detectd RV.
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Tabla 5

Sintomas observados en pacientes a los que se les detectd RV.

Sintomas Respiratorios

Sintomas Generales

Sintomas Digestivos

Tos

Bronquiolitis

Coriza

Neumonia

Disnea

Tiraje

Broncoespasmos

Infiltrado bilateral

Asma

19

15

Fiebre

Taquipnea

Laringitis

Conjuntivitis

Odinofagia

14

Vémitos

Rechazo al

alimento

diarrea

6

2

Dos pacientes de los pacientes RV detectables presentaron comorbilidades: uno de

ellos nacié prematuramente (menos de 28 semanas de gestacion) y el otro padecia una

enfermedad renal. Ademads, 2 pacientes estuvieron internados en terapia intensiva pediatrica

(UCl), siendo RV el Unico patégeno detectado.
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4.4.4. Deteccion de RV en relacion a otros VR

Sobre las 145 muestras se detectaron 79 VR totales (54%). La distribucién absoluta de

los resultados obtenidos para todos los VR se aprecia en la tabla 6

Tabla 6

VR detectados en las muestras analizadas

VR detectado Total
Negativos 72
VSR 34
RV 30
FLU A 7

P3 3
SARS-COV-2 3

AD 2

VR mds frecuentemente detectado es el VSR (23%) seguido por el RV (21%) y luego, en

menor proporcion, le siguieron: FLU A (5%), P3 (2%), SARS-COV-2 (2%) y AD (1%).

El grafico 7 muestra la distribucidn absoluta de los VR detectados.
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La Tabla 7 muestra el resultado de las codetecciones de VR antes mencionadas que

representan un 5% de las muestras analizadas.

Tabla 7

VR detectados simultaneamente en la misma muestra

Virus Codetectados  Total

RV + VSR 3

RV + P3 1

FLU A + SARS-COV-2 1

FLU A + VSR 1

VSR + AD 1

45



La asociacion mas frecuente de VR detectados fue la de RV y VSR, seguida en igual

proporcion por RVy P3, FLU Ay SARS-COV-2, FLUA Y VSRy VSR Y AD.

La distribucion absoluta de las muestras respiratorias analizadas y los VR detectados

se pueden apreciar en la tabla 8 y gréfico 8.

Tabla 8

Distribucion absoluta de muestras analizadas y VR detectados por grupo etario.

Grupo Muestras Total VR
RV VSR SARS-COV-2
Etario estudiadas detectados
<1 afio 79 17 25 49
1 afio 16 6 3 9
De2a4d
31 4 6 14
anos
De5a9
16 3 0 3
anos
De 10 a
3 0 0 4
14 ainos
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Distribucion VR detectados y muestras por grupo etario. El nUmero en negrita representa el total de VR

detectados para cada grupo.

Dentro de los grupos etarios, se puede ver que dentro los nifios menores de un afo se
detecta la mayor cantidad de VR (49), presentando ademas la mayor variedad de VR
detectados (es el Unico grupo etario en el cual se detecta P3). Considerando el nimero total
de positivos, este grupo es seguido por el grupo etario comprendido entre 2 y 4 afos (14).
Coincidentemente estos son los grupos etarios con mayor cantidad de muestras estudiadas.
Esta distribucion también se evidencié en la deteccidén de VSR, siendo este virus el que mas

positivos aportd a los VR totales detectados.

Por ultimo, en el grafico 9 se puede ver la distribucion por SE del total de VR detectados

y proporcion de la deteccién de cada uno de ellos.
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Distribucion de VR detectados por semana epidemioldgica. El nUmero en negrita representa el nUmero total de

VR detectados por SE.

El mayor pico de VR se registrd en las semanas 47 del afio 2021 y en las semanas 34 y
39 del aifo 2022. En estas semanas predomind la deteccidn de VSR. En las semanas 12, 15y
22 del afo 2022, se detectd RV de forma exclusiva a la totalidad de muestras estudiadas. Estas

semanas también coinciden con el mayor registro de deteccién de RV.
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5. DISCUSION

El actual contexto epidemioldgico caracterizado por una menor gravedad vy letalidad
de los casos de COVID-19 vy el retorno de la circulaciéon de RSV, influenza y otros VR post-
pandemia, refuerzan la necesidad de mantener una vigilancia fortalecida que integre los
componentes epidemiolégicos, clinico y de laboratorio. Contar en el laboratorio con la
infraestructura y el equipamiento necesario para implementar técnicas moleculares que
permiten la deteccidn de patdgenos virales y/o bacterianos resulta de gran utilidad, no solo
para ampliar las capacidades diagndsticas a nivel local sino también para generar informacion

que aporte a la vigilancia epidemioldgica nacional y regional.

En este estudio se logrd adaptar, estandarizar y validar una técnica de Q-RT-PCR para
la deteccion de RV en pacientes pediatricos internados con diagndstico clinico de IRA. En
Argentina, estan disponibles diferentes equipos comerciales para llevar a cabo la deteccion de
este patdgeno mediante la técnica de Q-RT-PCR en tiempo real en formato monoplex o
multiplex. La puesta a punto e implementacidon de la metodologia propuesta en este trabajo
de tesis basdandose en un protocolo de referencia cedido por el CDC, implica poder contar con
una técnica confiable y robusta, facilitando el proceso de compra y permitiendo estudiar un
ndimero mayor de muestras a menor costo. Al comparar la sensibilidad analitica de esta
técnica con la de 4 equipos comerciales disponibles en el mercado, se observé que el valor de
LoD obtenido (0,2397 copias /ul; IC 95% = 0,1593 — 0,3605) era aceptable e incluso menor,
demostrando que la técnica propuesta presenta una sensibilidad comparable a los equipos
comerciales analizados. Si bien este método mostré valores aceptables de concordancia
durante la validacion clinica (muestras no detectables 97%, muestras detectables 100%), una
sugerencia para robustecer el método seria ampliar el nUmero de muestras estudiadas
detectables y no detectables, analizadas previamente, o bien poner en practica este método
utilizando paneles de proficiencia que incluyan la deteccién de RV en altas y bajas

concentraciones.

Este es el primer estudio realizado en la Provincia de Santa Cruz que aporta
conocimiento en cuanto al comportamiento del RV como agente detectado en pacientes
pediatricos internados con infeccion respiratoria aguda moderada a grave. Previo al inicio de
este estudio, no se contaba con una técnica para diagnosticar RV en el Hospital Regional Rio

Gallegos, por lo que se desconocian datos de la circulacion de este patégeno y su relacién con
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la informacion clinica y epidemioldgica en este grupo de pacientes. La implementacién de la
técnica de Q-RT-PCR permitié no sélo identificar RV a lo largo de un periodo de 1 afo de
estudio sino también inferir una posible relacién con la clinica en este grupo de pacientes, la

frecuencia y el aporte de este patégeno en las codetecciones.

El andlisis de 145 muestras clinicas permitié detectar un porcentaje de positividad del
21%. Trabajos publicados previamente a partir de estudios realizados en el centro del pais
reportaron porcentajes de positividad de 38,1 % (Marcone, y otros, 2013), 51,5% (Rudi, 2011)
(Rudi, y otros, 2015) y 56 % (Zamora, y otros, 2016), la diferencia podria deberse a diferentes
factores como ser la ubicacién geografica o bien al nimero de muestras estudiadas (los
estudios de la zona centro del pais analizaron un nimero de muestras mayor). Ademas, es
importante tener en cuenta que este estudio se llevd a cabo durante el periodo de la
pandemia de SARS-CoV-2, ya que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declard su
comienzo el 11 de marzo de 2020y su finalizacién el 5 de mayo de 2023. Durante este tiempo,
quedd demostrado que el aislamiento social obligatorio, acompafiado de restricciones en el
transporte publico y medidas de higiene intensificadas generaron un patréon de distribucion
atipico de VR no solo en Argentina sino también en el mundo, incluyendo al RV (Lucién, y

otros, 2022) (OPS, 2023)

En este estudio se detectd circulacidon de RV a lo largo de todo periodo de estudio, con
excepcion del mes de diciembre de 2021, cuando también fue minimo el nimero de muestras
recolectadas para diagnostico por laboratorio de VR. Se obtuvo una IA cada mil habitantes
notablemente mayor durante el otofio tanto para menores de 2 afios como para menores 15
afos. Debido al limitado numero de casos no se puede asegurar que esta sea la dindmica viral
en la Provincia de Santa Cruz, probablemente se requiera estudiar un periodo de tiempo mas
prolongado y un mayor nimero de muestras a nivel local para poder llegar a una conclusion
valida al respecto. Otros estudios citan un aumento de circulacién en otofio y primavera
(Blomqvist S, 2004) (Bertino, 2002) (Marcone, y otros, 2013) (Rudi, y otros, 2015) (Lerman ,

Navarro Albarracin, Figari, Macias Lainez, & Uez, 2023)

Al evaluar los resultados en relacion a los datos de los pacientes disponibles, si bien, al
igual que en la bibliografia consultada, no se observaron diferencias significativas en los casos
detectables en cuanto al sexo (53,33 % fueron nifios y 47,67 % fueron nifias) (Rudi, 2011). Sin

embargo, al analizar por grupo de edad, se determiné que la mediana de edad de los casos

50



detectables fue de 10 meses (rango intercuartilico: 1- 21 meses), lo que indica que los menores
de 2 afios serian los mas vulnerables a la infeccion por este patégeno. El notable aumento de
la IA por SE cada 1000 habitantes menores a 2 afios en comparacién con los pacientes
pediatricos en general respaldan este hallazgo. Este resultado coincide con otros estudios
realizados en el pais, que sefialan que el grupo mas afectado son los nifios menores a 2 afios,
y que la deteccion disminuye a medida que aumenta la edad. Esto probablemente se deba a
la mayor exposicion de los adultos a este virus y a la generacidn previa de anticuerpos en
respuesta a infecciones previas (Rudi, 2011) (Zamora , y otros, 2016) (Lerman , Navarro

Albarracin, Figari, Macias Ldinez, & Uez, 2023).

Como se describié en el apartado de resultados, de los tres grupos analizados, los
sintomas respiratorios fueron los que se asociaron mas frecuentemente con pacientes en los
cuales se detectd RV. Los sintomas respiratorios altos no fueron de gran relevancia, esto
probablemente se deba a que la poblacién estudiada se limitd a pacientes internados. Entre
los pocos sintomas respiratorios altos que se observaron, coriza y odinofagia fueron los mas
destacados (Rudi, 2011) (Mackay, 2014) (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013). Al igual
gue otros estudios descritos, los sintomas respiratorios bajos predominaron en los pacientes
con RV detectable. Entre estos la bronquiolitis fue la mas relevante, seguida por la neumonia
y la disnea (Kelvin , Cyril, & Kwok-Yung , 2017) (Mallia, y otros, 2012) (Blomqvist S, 2004)
(zamora, y otros, 2016). Estos resultados representan un aporte al nuevo enfoque que se ha
estado dando en los ultimos afios con respecto a la sintomatologia y afecciones que podria
causar RV, con un importante registro de afecciones bajas por sobre las altas. (Ljubin-Sternak
S. , Mestrovi¢, Luksi¢, Mija¢, & Vranes$, 2021). Analizando los registros disponibles en el
hospital, durante el periodo de estudio, solo a 1 de 10 nifios internados con diagndstico de
asma se le solicité el diagndstico de VR y resultd ser RV detectable; esto explicaria la baja
frecuencia de exacerbaciones asmaticas en los pacientes positivos en relacion a lo descrito en
la bibliografia. Dentro de los sintomas generales se destaca la fiebre, tal como manifiestan
varios estudios realizados previamente (Papadopoulos, y otros, 2002) (Calvo Rey, y otros,
2006) (Vidaurreta, y otros, 2011) (Como hallazgo adicional un pequefio grupo de pacientes

presentd sintomatologia digestiva).

Al analizar el porcentaje de positividad de VR totales (54%) obtenido en este grupo de
pacientes, el resultado es menor al intervalo de 70% y 83% reportado por otros autores para

la misma poblacidn de estudio (Vidaurreta, y otros, 2011) (Lerman , Navarro Albarracin, Figari,
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Macias Lainez, & Uez, 2023) (Marcone, y otros, 2013). Esto podria ser consecuencia de la
diferencia observada en la circulacion de los VR durante la pandemia, tal como se describid
previamente y al limitado nimero de muestras estudiadas. Los RV fueron el segundo agente
detectado luego de VSR (23%) tal como enuncian algunos estudios realizados (Calvo Rey, y
otros, 2006) (Rudi, 2011) (Zamora, y otros, 2019). También existen estudios que postulan a RV
como el virus mas frecuentemente detectado en pacientes pediatricos internados con
diagnostico clinico de IRA, seguido por VSR (Marcone, y otros, 2013) (Vidaurreta, y otros,
2011). Esta variabilidad podria deberse al método de deteccidn utilizado, su sensibilidad e
incluso a variaciones en la distribucion viral en distintas zonas geograficas y en diferentes
momentos del afio. La proporcidon de codetecciones encontrada en este estudio (5%) fue
menor reportada por otros estudios realizados en el pais (entre 12% y 13 %), sin embargo, se
mantiene la asociacién de HRV y VSR como la mas frecuente (Marcone, y otros, 2013)
(Vidaurreta, y otros, 2011). Dicha asociacion era de esperar ya que ambos virus suelen
detectarse con mayor frecuencia en pacientes pedidtricos internados debido a afecciones
respiratorias. El hecho de que RV haya sido el Unico patdégeno detectado en dos pacientes
internados en UCI coincide con el cambio de paradigma en el cual se estd comenzando a
vincular a RV con enfermedad respiratoria moderada a severa ya que se vio que es capaz de

tener efecto en las vias respiratorias inferiores.

Hasta el momento, la deteccidon de RV no es considerada de notificacion obligatoria en
el Sistema Nacional de Vigilancia, por lo tanto, no fue posible comparar los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis con la situacién a nivel nacional. Al no contar con datos
publicados de la region patagodnica, se consultd con distintos laboratorios que realizan
diagndstico viroldgico en esta region. Se obtuvieron cifras no publicadas de la ciudad de
Neuquén para un periodo de tres meses, comprendido entre junio y septiembre del afio 2023,
muestran una positividad de 27% sobre un total de 74 muestras pediatricas analizadas.
Aunque el periodo de tiempo es limitado, estos datos se acercan mas a los hallados en este
estudio que los de otras regiones del pais (C. Rastellini, comunicacién personal, 10 de abril de

2024).

Las limitaciones de este estudio implicarian una subestimacion de los indicadores

epidemioldgicos debido a que:
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e Elestudio incluyé solo pacientes internados, no se incluyeron pacientes
ambulatorios
e No se le solicitd el diagndstico viroldgico a la totalidad de los pacientes

internados con sintomas respiratorios

A partir de los resultados obtenidos, se espera reforzar la importancia de solicitar el
diagndstico virolégico de VR en pacientes que presentan IRA para la aportar a la interpretacion

y tratamiento del cuadro clinico.

La fortaleza de este estudio radica en ser el primero en evaluar la epidemiologia de RV
en la Provincia de Santa Cruz y asi comenzar a entender la implicancia que este virus tiene en
las infecciones respiratorias que afectan a los nifios de esta regién. Aplicar esta técnica
permitido complementar el diagndstico de muchos pacientes que, sin ella, no habrian contado
con un resultado conclusivo. Conocer el comportamiento de los VR permite, no solo planificar
los requerimientos de insumos de manera mas efectiva y de personal médico que fueran
necesarios para dar respuesta a las necesidades de los pacientes que concurren a un
determinado centro de salud, sino también aporta informacion relevante para disefar
estrategias que apunten a prevenir, controlar y asi reducir el impacto de las enfermedades

causadas por estos patogenos en la salud publica
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6. CONCLUSIONES

1) Se implementé el diagnéstico de RV en pacientes pediatricos con diagnadstico clinico de

2)

IRA internados en el HRRG.

a)

b)

c)

Se optimizd la técnica desarrollada por el Laboratorio de Virus Respiratorios de la
Divisién de Enfermedades Virales del CDC para la determinacién de Virus Respiratorios
No Influenza mediante ensayos de Q-RT-PCR que amplifica como objetivo la secuencia
5'NCR.

La modificacion introducida reemplazé los dos Primers Forward que incluyen en sus
secuencias LNA, por un Unico primer Forward (sin LNA) para que resulte accesible.

La evaluacidn luego de la estandarizacion de la técnica adaptada en este estudio, dio
resultados de mayor sensibilidad analitica mayor a la reportada en los kits comerciales
y la validacién clinica arrojé un resultado satisfactorio en cuanto a la especificidad y

sensibilidad del método.

El porcentaje de deteccion de VR totales aumenta un 21% gracias a la implementacion

de la deteccion de RV por Q-RT-PCR en los pacientes estudiados.

a)

b)

c)

d)

Es el segundo VR mas detectado.

Se detectd RV durante casi todo el aifo y se observa un pico de mayor circulacién
durante el otofo.

El grupo etario mas afectado fueron los nifios menores a dos afios, y su deteccién
decrece con la edad.

No se observd que haya una diferencia significativa en cuanto al sexo de los pacientes

afectados.
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3) El porcentaje de positividad de RV hallado en este estudio es menor a los publicados por

4)

estudios realizados en las regiones centro y noroeste del pais, pero se asemeja mas a los

resultados obtenidos por la provincia de Neuquén en la region patagonica.

a)

b)

La frecuencia de deteccién de RV en relacion a los VR detectados, se encuentra al igual
que en las regiones centro y noroeste dentro de los dos virus mas detectados junto
con el VSR.

El porcentaje de codetecciones de RV con otro VR es menor en este estudio que a los
reportados en la regién centro y se mantiene en todos los casos la asociacion mas
frecuente de RV-VSR.

Hubo una concordancia con estudios realizados en las regiones centro y noroeste del
pais en cuanto a que la edad mas afectada por RV son los nifios menores de dos afios,

sin observarse diferencias significativas por sexo.

Perspectivas a Futuro:

a)

b)

c)

f)

Desafiar el método usando paneles de proficiencia o intercambiando peridédicamente
muestras previamente caracterizadas con otros laboratorios a modo de control
externo de calidad.

Sumar secuenciacién de genoma completo para profundizar la caracterizacién de RV.
Aumentar el niumero de muestras analizadas, de manera continua, a nivel local
extendiendo este estudio en el tiempo para evaluar la frecuencia y la dindmica de RV
en un contexto no pandémico y asi evaluar las discrepancias con estudios realizados
en otras regiones del pais.

Exponer la informacién y conclusiones de este estudio en ateneos hospitalarios para
incrementar la sensibilizacion del equipo médico ante casos de exacerbaciones
asmaticas.

Dar a conocer los resultados de este estudio a personal jerarquico de la administracion
hospitalaria para la provision de insumos necesarios para diagndstico y tratamiento de
los pacientes que lo requieran.

Publicar los resultados de este estudio en una revista cientifica con referato.
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8. ANEXOS

ANEXO A
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Real Time PCR Detection Kits
VIASURE Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit

La tira de 8 pocillos VIASURE Respiratory Panel | contiene en cada pocillo de reaccion las siguientes mezclas de
reaccién para la deteccién de las dianas especificas:

Flu A, Flu B & RSV

Rhinovirus + Enterovirus \ICIO). @e® xl

Adenovirus, Metapneumovirus & Bocavirus
MERS Coronavirus 1

MERS Coronavirus 2

Coronavirus 229E, NL63, OC43 & HKUI

Parainfluenza 1+3

Paciente #1

Parainfluenza 2+4

P> Sensibilidad analitica

VIASURE Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccion de 210 copias de DNA por
reaccion para Flu A, Flu B y RSV: RVH y EVH; AdV, MPV y BoV; MERS-CoV; CoV cepas 22%E, NLé3, HKU1 y OC43
y virus Parainfluenzas.

P> Referencias:

VIASURE Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit 12 x 8-well strips, low profile VS-RP0O212L

VIASURE Respiratory Panel | Real Time PCR Detection Kit 12 x 8-well strips, high profile VS8-RPO212H
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ANEXO B

DICTAMEM MN® 04 CCEI/2022

Plan de tesis “DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HRV EN NINOS CON IRA
INTERNADOS EN EL HOSPITAL REGIONAL RIO GALLEGOS MEDIANTE Q-
RT-PCR"

Investizadora: Biog. Pamela Victoria Reynares

Por la presente, se informa que ha sido evaluada la siguiente documentacion enviada:

*  Plan de estudio “DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HRV EN MINOS CON IRA INTERNADOS
EN EL HOSPITAL REGIONAL RIO GALLEGOS MEDIANTE O-RT-PCR”

Dictamen: En funcidn de la documentacion recibida este Comité considera pertinente y
relevante la continuidad del mismo.
A suvez, teniendo en consideracion que se estipula la realizacidn de un examen

complementario, la investigadora debera presentar antes del inicio del estudio modelo de
Consentimiento Informadoe acorde.
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ANEXO C

Consentimiento Informado

Estimados Padres y/o Tutores:

Su hijo/a ha sido seleccionado para participar en el estudio titulado “Diagnéstico
Molecular de RV en Nifios con IRA internados en el Hospital Regional Rio Gallegos
mediante Q-RT-PCR”, dirigido por la Bioquimica Pamela Victoria Reynares, en Laboratorio
de Biologia Molecular del Hospital Regional Rio Gallegos.

El personal correspondiente hablara con usted acerca de esta informacion y usted es
libre de hacer preguntas en cualquier momento. Si usted esta de acuerdo en que su hijo/a
participe de este estudio, se le pedira que firme este formulario de consentimiento y se le dara
una copia para que la guarde.

El propdsito de este estudio “Diagnostico Molecular de RV en Nifios con IRA
internados en el Hospital regional Rio Gallegos mediante Q-RT-PCR” es implementar el
diagnostico de RV por la técnica de Q-RT-PCR en pacientes pediatricos con diagndstico
clinico de IRA internados en el HRRG y realizar un analisis epidemioldgico de los contagios a
lo largo de las diferentes estaciones climaticas del afio, agrupandolos segun edad, sexo del
paciente.

Su participacion consistira en autorizar el uso de la muestra respiratoria oportunamente
recolectada para la determinacion de otros virus respiratorios, para la determinacion de RV
mediante métodos moleculares y la inclusion de los resultados obtenidos en el analisis
estadistico-epidemioldgico posterior.

La participacion en este estudio no conlleva riesgos para la salud del nifio/a ni su
persona.

La participacion es totalmente confidencial, ni el nombre, DNI, numero de historia
clinica o ningun tipo de informacion que pueda identificar el nifio/a apareceran en los registros
del estudio, ya que se utilizaran cédigos. El almacenamiento de los cédigos estara a cargo del
investigador responsable y seran resguardados en formato digital en la PC1 del Laboratorio
de Biologia Molecular del Hospital Regional Rio Gallegos hasta 2 afios después de culminado
el estudio.

Este estudio no tiene costos para usted y no se beneficiara de permitir la participacion
del nifio/a en este estudio, sin embargo, la informacion que pueda obtenerse a partir de su
participacion sera de utilidad para contribuir al conocimiento del comportamiento del virus en
esta region y asi obtener una mejora en la atencién en la comunidad. Si Ud. desea, se le
entregara un informe con los resultados de los examenes realizados para que lo comparta

con su médico tratante.



Ud. puede negarse a participar en cualquier momento, lo cual no la perjudicara ni
tendra consecuencias para el nifio/a, ni tampoco le afectara en su atencién médica. El retirarse
del estudio no le representara ninguna penalidad o pérdida de beneficios a los que tiene

derecho.

Las muestras recolectadas seran almacenadas en el Laboratorio de Biologia
Molecular, ubicado en el Hospital Regional Rio Gallegos. Si usted lo autoriza, estas muestras
podran ser utilizadas con posterioridad en estudios cientificos realizados por el mismo
investigador y para los mismos propositos. Para ello, el investigador le contactara nuevamente
para solicitar su autorizacion y firma de un nuevo consentimiento informado para re-utilizar las
muestras almacenadas. Si usted no desea que las muestras sean almacenadas, sus muestras
seran destruidas al finalizar este estudio. Sin prejuicio de lo anterior, Ud. puede solicitar en el
futuro que sus muestras almacenadas sean destruidas si cambia de parecer, para lo cual debe
contactar al investigador responsable de este estudio.

Sitiene dudas o consultas respecto de su participacion en este estudio puede contactar
a la investigadora responsable de este estudio, Bioq. Pamela Victoria Reynares, quien trabaja
en el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Regional Rio Gallegos situado en la calle
José Ingenieros 98, teléfono 2966 422550 / 421072 / 425411 interno 2394 de 9 a 14 horas, 0

al correo electronico: pamelareynares@gmail.com

Quedando claro los objetivos del estudio, las garantias de confidencialidad y la
aclaracion de la informacién, acepto voluntariamente participacion de mi
hijo/a DNI en

este estudio.

Fecha Tipo de muestra Si No

Las muestras donadas podran ser utilizadas con posterioridad en estudios cientificos:

Investigador Responsable: Pamela Victoria Reynares/ Matricula BQ-326/Firma:

Padre, Madre o Tutor DNI - Firma
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Made Simple~

Quick-RNA™ Viral Kit

Viral RNA from any biological sample

Highlights

*  Quick, spin-column purification of viral RNA from plasma, serum, urine, cell culture media, blood,
saliva, cellular suspensions, swab, fecal and biopsy samples

« High-quality RNA is ready for Next-Gen sequencing, RT-qPCR, hybridization, etc.

+ DNA/RNA Shield is included for sample collection, inactivation, storage and preservation.

Cataloga Nombres:

R1034, R1035
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Scan with your smart-phone camera to view the online protocol/video.

8 tech@zymoresearch.com www.zymoresearch.com @ Toll Free: (888) 882-9682



Product Description

The Quick-RNA™ Viral Kit is a quick, purification of viral RNA from plasma, serum, urine, cell culture
media, blood, saliva, cellular suspensions, biopsies, swab and fecal samples stored in DNA/RNA
Shield™ (for sample collection, nucleic acid preservation and inactivation of pathogens).

The kit also features a buffer system that facilitates complete viral particle lysis for efficient nucleic acid
isolation. Small (> 50 nt) and large (> 200 kb) DNA and RNA are bound to the column, washed and
eluted.

The isolated high-quality, total RNA is ready for all downstream applications such as Next-Gen
sequencing, hybridization-based and RTqPCR detection.
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The Quick-RNA™ Viral Kit from Zymo Research ensures high sensitivity viral detection compared to that of Supplier Q. Viral RNA was isolated from
plasma samples. Data shows the mean (+/- SD) of triplicate RT-gPCR measurements.



Protocol

The protocol consists of: (1) Buffer Preparation, (Il) Sample Preparation and (lll) RNA Purification.

(I) Buffer Preparation

0 Add beta-mercaptoethanol (user provided) to 0.5% (v/v) i.e., add 250 ul or 500 ul B-Me per 50 mli
or 100 ml Viral RNA Buffer.

0 Add 24 mlof 100% ethanol (26 ml of 95% ethanol) to the 6 ml Viral Wash Buffer concentrate
(R1034) or 192 ml of 100% ethanol (204 ml of 95% ethanol) to the 48 ml Viral Wash Buffer
concentrate (R1035).

(Il) Sample Preparation

0 Perform all steps at room temperature (20-30°C).
0 Depending on sample type, up to 400 ul can be processed per prep (see below).

Samples in DNA/RNA Shield™"?_collection devices (swabs, saliva, etc.) Transfer up to 400 ul and
proceed directly with purification, page 6.

Swabs (UTM®/VTM®, PBS, saline, etc.)

Transfer up to 400 pl and proceed directly with purification, page 6.

Optional - To inactivate, store and preserve samples at room temperature prior to further processing, add DNA/RNA Shield™.
See Liquids, below.

Liquids (plasma?, serum?, CSF, blood, saliva, urine, cell suspension, cell culture media) Add 200 ul of DNA/RNA
Shield™ (2X concentrate) to 200 pl liquid sample (1:1) and mix well. Transfer up to 400 pl of the
mixture and proceed with purification, page 6.

Tissue? (LCM, needle biopsy)

Add 400 yl DNA/RNA Shield™ (1X) to a tissue sample (up to 5 mg) and mix well. Proceed with
purification, page 6.

Optional - Proteinase K treatment® (protein-rich samples e.g., plasma, serum, saliva, sputum, tissue, can be treated). Materials

sold separately

Add 1% Proteinase K (v/v) at 20 mg/ml directly to a liquid sample. Mix well and incubate at room temperature for 15 minutes.
Note: Up to 5% Proteinase K can be added (e.g., tissue). For example: Add 4-20 pl Proteinase K to each 400 pl sample.



(111) RNA Purification

0 Perform all steps at room temperature and centrifugation at 10,000-16,000 x g.
0  The sample input can be scaled up or down, proportionally.

1. Add 800 pl Viral RNA Buffer to each 400 pl sample' (2:1) and mix well.

2. Transfer the mixture into a Zymo-Spin™ IC Column? in a Collection Tube and centrifuge for 2
minutes. Transfer the column into a new collection tube.

Optional: At this point, DNase | treatment can be performed (see Appendices, page 7).

3. Add 500 pl Viral Wash Buffer to the column, centrifuge for 30 seconds and discard the flow-
through. Repeat this step.

4. Add 500 pl ethanol (95-100%) to the column and centrifuge for 1 minute to ensure complete
removal of the wash buffer. Carefully, transfer the column into a nuclease-free tube (not provided).

5. To elute RNA, add 15 pl DNase/RNase-Free Water directly to the column matrix and centrifuge
for 30 seconds.

Alternatively, for highly concentrated RNA use = 6 pl elution.

The eluted RNA® can be used immediately or stored frozen.



ANEXO E

Q-RT-PCR implementada en este estudio.

Secuencia de Oligonucledétidos utilizados.

Oligonucledtidos

Secuencia 5'>3’

Concentracion de Trabajo

Primer Reverse

Primer Forward

Sonda

5" GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA

5’CYAGCCTGCGTGGY

5'FAM TCC GGC CCC TGA ATG YGG CBHQ1

50 uM

50 uM

5uM




Preparacion de la mezcla de reaccion.

Se utilizé el kit gScript~ One-Step gRT-PCR Kit en la siguiente proporcion:

Concentraciéon de Reactivos

Volumen

2X One-Step Master Mix

50X gScript One-Step RT

Primer Forward 50 uM

Primer Reverse 50 uM

Sonda 5 uM

Agua Libre de Nucleasas

Volumen Total

N x 12.5 pl

N x 0.5 pl

N x 0.5 pl

N x 0.5 pul

N x 0.5 pul

N x 5.5 pl

N x 20 pl

Volumen total: 25 pl



Amplificacion de Acidos Nucleicos

La amplificacion se realizé en el equipo CFX 96TM Real-Time System de la marca
BIORAD.

Ciclado de Q-RT-PCR

Step Ciclos Temperatura Tiempo

Transcripcidén Reversa 1 50°C 10 min.

Activacion de

1 95°C 7 min 30 seg.
Polimerasa
95°C 15 seg.
Amplificacién 45
55°C 1 min.

Detector: FAM



ANEXO F

Vircell MICROBIOLOGISTS

AMPLIRUN@ RHINOVIRUS RNA CONTROL
For in vitro diagnostic use

MBGO091: Purified RNA of rhinovirus to be used to control
in vitro diagnosis techniques based in nucleic acids
amplification.

INTRODUCTION:

Rhinoviruses are nonenveloped, icosahedral, single
stranded RNA (+) virus of small size (30 nm) belonging to
the Picornaviridae family. There are more than 100
serotypes explaining why protective immunity has proved
so elusive. It is estimated that about two thirds of common
colds are caused by rhinovirus infections.
CHARACTERISTICS:

The lyophilized nucleic acid is included in a thermo-sealed
foil pouch containing a silica gel bag. It is necessary to
reconstitute it before use (refer to "Preparation of
reagents").

Preparation: Grown in MRC-5 infected cells

Extract preparation: Commercial genomic RNA
extraction method.

KIT CONTENTS:

[1] VIRCELL RHI RNA CONTROL: 1 vial with lyophilized
RNA of rhinovirus, (1059 strain), (12500-20000 copies/pl
once reconstituted (see Table 1)). RNA quantification has
been performed by real-time PCR.

[2] VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION:
500 gl of molecular biology grade water, DNase, RNase
free.

Lot number 22MBC091001-C

Concentration copies/gl 16000

Table 1.
Materials required but not supplied: Additional diagnosis
kit.
STORAGE REQUIREMENTS:
Special transport conditions not required. Store the
lyophilized vial at 2-89C inside the foil pouch. Once the
pouch is opened, reconstitute the lyophilized vial
immediately and store between -709C and -909C after
reconstitution (temperature indicated on the label).
STABILITY AND HANDLING OF REAGENTS:
Handle reagents in aseptic conditions to avoid microbial
contaminations.
Use only the amount of reagent required for the test.
After control resuspension RNA solution should be
aliquoted in order to avoid multiple freeze-thaw cycles. The
product is stable until the expiry date indicated in the label,
if the instructions for use are followed.
VIRCELL, S.L. does not accept responsibility for the
mishandling of the reagents included in the kit.
RECOMMENDATIONS AND PRECAUTION
1)This product is for in vitro diagnosis use only and for
professional qualified staff.
2)Sterile tips with aerosol barrier are essential to prevent
contamination.
3) Specimens should be handled as in the case of
infectious samples using safety laboratory procedures.

Thoroughly clean and disinfect all work surfaces with a
freshly prepared solution of 0.5% sodium hypochlorite in
deionized or distilled water.

4)In order to perform the test it is essential to have separate
working areas.

5)Dispose of unused reagents and waste in accordance
with all applicable regulations.

6)The component VIRCELL RNA CONTROL could include
genetic material or substances of animal and/or human
origin. VIRCELL RNA CONTROL contains rhinovirus
nucleic acids. VIRCELL RNA CONTROL contains purified
nucleic acids obtained from inactivated microorganism,
nevertheless, it should be considered potentially infectious
and handled with care. No present method can offer
complete assurance that these or other infectious agents
are absent. All materials should be handled and disposed
as of potentially infectious. Observe the local regulations
for clinical waste disposal.

7)Dilutions below 1000 copies/gl should be made
immediately before use. Freezing of product dilutions
containing less than 1000 copies/gl is not recommended as
partial RNA degradation might occur.

PREPARATION OF THE REAGENTS:

1.Tear the foil pouch containing VIRCELL RNA CONTROL
[1].

2.Centrifuge VIRCELL RNA CONTROL) 1 minute at 1000

g.
3.Add 50 gl of VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION
SOLUTION and mix until completely reconstituted. The
concentration will be 12500-20000 copies/gl once
reconstituted (see Table 1).

4. Shake with vortex for 30 seconds to dissolve and
homogenize completely.

5. Itis recommended to prepare VIRCELL RNA CONTROL
aliquots. In case dilutions were to be prepared use
VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION [2]
for this purpose.

TEST PROCEDURE: Once nucleic acid is reconstituted,
use it according to indications of additional diagnosis kit.
Use resuspended VIRCELL CONTROL as an
extracted clinical sample adding it directly to amplification
reagents.

INTERNAL QUALITY CONTROL:

Each batch is subjected to internal quality control testing
before releasing. Quality control analysis is performed by
realtime PCR. Final quality control results for each
particular lot are available.

INTERPRETATION OF RESULTS AND VALIDATION
PROTOCOL FOR USERS:

Refer to indications of additional diagnosis kit.
LIMITATIONS OF METHOD:

This reagent is intended to be used with methods of
human diagnosis. This test has not been verified with
other methods.

The user of this kit is advised to read carefully and
understand the package insert. Strict adherence to
the protocol is necessary to obtain reliable test
results.
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ANEXO |

Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit

Patogeno. Descripcion

Los rinovirus humanos (RVH) y los enterovirus
infecciones en personas de todo el mundo. Son
miembros del género Enterovirus de la familia de
virus Picornaviridae. Son virus pequefios (30 nm
de diametro) con un genoma de RNA
monocatenario de 7.000 a 7.500 nucledtidos
encerrados en una capside icosaédrica. Los RVH
incluyen 153 tipos conocidos actualmente divididos
en tres especies (A, B y C), mientras que los EVH
consisten en 104 tipos que pertenecen a cuatro
especies (A, B, C y D). Tradicionalmente, los
enterovirus humanos se clasifican en poliovirus y
no enterovirus (coxsackievirues, echovirus y
enterovirus numerados).

Los RVH son la causa habitual del resfriado
comun, pero también se encuentran con
frecuencia en infecciones de otitis media, sinusitis,
bronquitis, neumonia y en las exacerbaciones del
asma. Por lo tanto, debido a que estan muy
localizados en el tracto respiratorio, el modo de
transmisién es principalmente a través de
aerosoles de gotitas respiratorias y de fomites
(superficies contaminadas), incluido el contacto
directo de persona a persona. Actualmente no
existe un tratamiento antiviral especifico para la
infeccién por rinovirus.

A diferencia de los RVH, la replicacion de EVH no
estd restringida al tracto respiratorio, sino que
también puede tener lugar en el intestino delgado
y diseminarse a varios o6rganos diana. Se
transmiten facilmente de persona a persona a
través del aire y / o via fecal-oral, o incluso a través
de objetos contaminados. La mayoria de las
infecciones por EVH son asintomaticas o
manifiestan sintomas comunes similares a los del
resfriado. Sin embargo, las infecciones por EVH

pueden ser mas graves, causando poliomielitis,
meningitis, encefalitis, miocarditis, exantema
conjuntivitis hemorragica aguda e infecciones
generalizadas graves en recién nacidos. Por lo
tanto, la recoleccion de muestras para el
diagnostico de EVH debe realizarse de
disponibilidad de medicamentos antivirales
especificos. Las técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos han reemplazado el aislamiento
de virus en cultivos celulares como el método de
eleccion para la deteccion de picornavirus, en parte
debido a la notable sensibilidad, especificidad y
rapidez de tales técnicas. Los RVH de la especie
C, recientemente identificados, no se pueden
cultivar en lineas celulares estandar, pero se
pueden amplificar mediante PCR de transcripcion
reversa (RT). Tanto los RVH como los EVH
conservan regiones 5 ‘no codificantes (NCR) y
algunos motivos de secuencia casi idénticos, lo
que permite el disefio de cebadores universales
para su amplificacion en RT-gPCR. Se ha
demostrado que la RT-PCR es mucho mas
sensible que el cultivo celular para la deteccion de
estos virus.

VIASURE Rhinovirus + Enterovirus Real Time
PCR

Detection Kit esta disefiado para el diagndstico de
Rinovirus y/o Enterovirus en muestras clinicas. La
deteccion se realiza a través de la
retrotranscripcion en un solo paso y posterior
amplificacién a tiempo real de la secuencia diana,
produciéndose ambas reacciones en el mismo
pocillo. Tras el aislamiento del RNA, se sintetiza el
DNA complementario a la secuencia diana gracias
a la retrotranscriptasa o transcriptasa inversa.
Posteriormente la identificacion de Rinovirus vy
Enterovirus se lleva a cabo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa utilizando
oligonucleotidos especificos y una sonda marcada
con fluorescencia que hibridan con una region
diana conservada del gen 5’'UTR.



Sensibilidad analitica

VIASURE Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccién de 210 copias de RNA por
reaccion para Rhinovirus y Enterovirus (figuras 1y 2).
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Figura 1. Diluciones seriadas de Rinovirus (107-10" copias/reaccidn). Figura 2. Diluciones seriadas de un estandar de Enterovirus
Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96 TouchTM Real-Time (107-10" copias/reaccion). Experimento realizado en el equipo
PCR Detection System (canal FAM) Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System (canal HEX).
Componentes Metodologia
T v Rehidratacion de los pocillos
_ Descripcion Color Cantidad y adicién del
DNA extraidi
Rhinovirus + Enterovirus Una mezcla de enzimas, Blanco 6/12 tiras de e
8-well strips cebadores-sondas, tampon, dNTPs, 8 pocillos
estabilizadores y Control interno en
formato estabilizado
Rehydration Buffer Solucion para la reconstitucion del Azul 1vialx 1,8 f \
producto estabilizado mL \-, "
Rhinovirus + Enterovirus cDNA sintético liofilizado no Rojo 1 vial ('\'
Positive Control infeccioso \
= Reconstituir cada pocillo
Negative Gontrol Control negativo Morado 1 vial x 1 mL re con 15 ul del tarr?pén
\ de rehidratacion
Water RNAse/DNAse free Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1 vial x 1 mL b 8
Tear-off 8-cap strips Tapones opticos para sellar los Transparente ~ 6/12 x tiras
pocillos durante €l ciclo térmico de 8 tapones

Referencias

. Anadir 5 il de la muestra =
_ Descripcion de DNA / control positivo \:

/ control negativo
VS-RHE106L Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit

6 x 8-well strips, low profile
VS-RHE106H Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit
6 x 8-well strips, high profile
VS-RHE112L Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit
12 x 8-well strips, low profile
VS-RHE112H Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit
12 x 8-well strips, high profile Golocar las tiras en
q el t iclador e inici
VS-RHE113L Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit el 3,"&?.2&?, es;,':'?ﬁ'i'i’
96-well plate, low profile 5
VS-RHE113H Viasure Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit

96-well plate, high profile

PASO
Interpretar los resultados

Real Time PCR Detection Kits ® Version: RHE-1118ES

CERTEST BIOTEC, S.L.

Pal. Industrial Rio Gallego JI, Calle.d, N° 1,
50840, San Mateo de Gallego, Zaragoza (ESPANA) MED

www.certest.es 150 13485
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ANEXOJ

Instrucciones de uso

RealStar®
Enterovirus RT-PCR Kit 1.0

03/2018 ES

altona

DIAGNOSTICS



ReaIStar®

Enterovirus RT-PCR Kit 1.0

Para utilizar con

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)
VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)

ABI Prisme 7500 SDS (Applied Biosystems)

ABI Prisme 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)
Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)
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Uso indicado

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagnéstico in vitro, basado en tecnologia de

PCR en tiempo real, para la deteccion cualitativa del ARN especifico de enterovirus y rhinovirus.

Componentes del kit

Color tapa Componente  [Numero de

viales

Master A

Master B 8 180
Internal Control 1 1000
Positive Control 1 250
Blanco Water (PCR grade) 1 500

Internal Control (IC) = Control interno
Positive Control = Control positivo

Water (PCR grade) = Agua indicada para PCR

Almacenamiento

+ El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se envia en hielo seco. Los componentes del kit deben
llegar congelados. Si uno o mas componentes no estuvieran congelados en el momento de la
recepcion, o si la integridad de los tubos se ha puesto en peligro durante el envio, pdngase en
contacto con altona Diagnostics GmbH para obtener ayuda.

+ Todos los componentes deben almacenarse entre -25 y -15 °C tras su llegada.

+ Debe evitarse la descongelacion y congelacion reiterada de los reactivos Master (mas de dos
veces), ya que podria repercutir en el rendimiento del producto. Los reactivos deben congelarse en
alicuotas si se van a utilizar de manera intermitente.

+ El almacenamiento entre +2 y +8 °C no debe superar un periodo de dos horas.

+ Proteja Master A y Master B de la luz.

Material y dispositivos necesarios, pero no proporcionados



Instrumento adecuado de PCR en tiempo real (ver capitulo 6.1. Instrumentos de PCR en tiempo
real)

Sistema o kit de extraccion de acido nucleico adecuados (ver capitulo 8.1 Preparacion de la Master
Mix)

Centrifuga de mesa con rotor para tubos de reaccién de 2 ml

Centrifuga con rotor para placas de micro titulacion, si se utilizan placas de reaccion de 96 pocillos
Agitador vortex

Placas de reaccion de 96 pocillos adecuadas o tubos de reaccion con el material de cierre (6ptico)
correspondiente

Pipetas (ajustables)
Puntas de pipetas con filtro (desechables)

Guantes sin talco (desechables)

Asegurese de que todos los instrumentos utilizados

se instalen, se calibren, se comprueben y se
mantengan conforme a las instrucciones y
recomendaciones del fabricante.

s Se recomienda encarecidamente utilizar el rotor de 72

1 pocillos con los tubos de reaccion de 0,1 ml

adecuados, si se utiliza el Rotor-Gene® 6000 (Corbett
Research) o el Rotor-Gene® Q 5/6 plex (QIAGEN).

Informacién general

El género Enterovirus pertenece a la familia picornaviridae con genomas de ARN monocatenario
positivo de entre 7000 y 8500 nucledtidos. Este género incluye 12 especies distintas (9 especies de
enterovirus [EV] y 3 de rhinovirus [RV]), entre ellas las especies de enterovirus patégenos humanos A-
Dy las especies de rhinovirus A-C. Las 9 especies de enterovirus incluyen 68 subtipos mientras que las

3 especies de rhinovirus cuentan con 100 subtipos conocidos. [1].

En funcion del tipo de virus, los enterovirus se transmiten por via fecal-oral (directamente de un
humano a otro o indirectamente a través de objetos cotidianos, agua o comida). La transmision virica,
especialmente en el caso de los rhinovirus, también es posible por medio de secreciones respiratorias

[2, 3]. Las personas pueden contraer infecciones causadas por especies de enterovirus y de rhinovirus



en todo el mundo y en cualquier época del afio. No existe un patrén para predecir cuando van a circular
estos virus y provocar infecciones y brotes. Los sintomas clinicos dependen del tipo de virus. Las
infecciones por rhinovirus suelen limitarse al tracto respiratorio, con sintomas similares a los de un
resfriado comun, pero pueden conllevar enfermedades mas graves como neumonia. Las infecciones por
enterovirus no polio a menudo son estacionales y suelen asociarse con sintomas respiratorios y
cardiacos, con infecciones cutaneas y de la mucosa, con sepsis neonatal o0 con meningitis virica y
encefalitis. EI grupo poliovirus se suele asociar mas con poliomielitis, una enfermedad infecciosa que
causa paralisis y que puede llevar a la invalidez permanente y, generalmente, a la muerte. Los sintomas
clinicos suelen ser vagos, lo que conlleva que las infecciones causadas por enterovirus resulten dificiles

de distinguir de aquellas causadas por otros agentes infecciosos [2, 3].

[1] Lauber C, Gorbalenya AE. 2012. Toward genetics-based virus taxonomy: comparative analysis of a genetics-based classification and the
taxonomy of picornaviruses. Journal of Virology, vol. 86 no. 7, 3905-3915. doi:10.1128/JVI1.07174-11.

[2] https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/E/Enteroviren/Enteroviren_node.html (access:

18.12.2017)

https://www.cdc.gov/non-polio-enterovirus/about/index.html (access: 18.12.2017)

o Debido a Ia evolucién molecular relativamente rapida
1 de los virus de ARN, hay un riesgo inherente para
cualquier sistema de analisis basado en RT-PCR de
que la acumulacion de mutaciones con el tiempo
pueda provocar resultados de falsos negativos.

Descripcion del producto

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagnéstico in vitro, basado en tecnologia de

PCR en tiempo real, para la deteccién cualitativa del ARN especifico de enterovirus y rhinovirus.

El test incluye un sistema de amplificacion heterdlogo (Control interno) para identificar una posible

inhibicion de RT-PCR y para confirmar la integridad de los reactivos del kit.

La tecnologia de RT-PCR utiliza la transcriptasa inversa (RT) para convertir el ARN en ADN
complementario (ADNc), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de
secuencias diana especificas y sondas especificas para detectar el ADN amplificado. Las sondas estan

marcadas con fluorocromos (reporter) y captores de fluorescencia (quencher).

Las sondas especificas para el ARN de EV y/o RV estan marcadas con el fluorocromo FAM™,

La sonda especifica para el Control interno esta marcada con el fluorocromo JOE™,



El uso de sondas unidas a diferentes fluorocromos permite la deteccion paralela del ARN
especifico de EV y/o RV y del Control interno en los canales de deteccion correspondientes del
instrumento de PCR en tiempo real.

El test consta de tres procesos en un solo tubo:

Transcripcion inversa del ARN diana y del Control interno en ADNc
Amplificacion de PCR de objetivo y Control interno en ADNc

Deteccion simultanea de amplicones de PCR mediante sondas marcadas con fluoréforos
El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se compone de:

Dos reactivos Master (Master A y Master B)
Control interno (IC)
Control positivo

Agua indicada para PCR

Master A y Master B contienen todos los componentes (tampoén de PCR, transcriptasa inversa,
ADN polimerasa, sal de magnesio, cebadores y sondas) para permitir transcriptasa inversa, la
amplificaciéon mediante la PCR y la deteccion del ARN especifico do EV y/o RV, y el Control interno en

una configuracién de reaccion.

Instrumentos de PCR en tiempo real

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se desarrollé y se validé para su uso con los siguientes
instrumentos de PCR en tiempo real:

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)
ABI Prisme 7500 SDS (Applied Biosystems)

ABI Prisme 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)

Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
LightCyclere 480 Instrument Il (Roche)

Advertencias y precauciones

Lea las instrucciones de uso detenidamente antes de utilizar el producto.



Antes del primer uso, compruebe los siguientes puntos respecto al producto y sus componentes:

o Integridad

o Si esta completo en cuanto a nimero, tipo y volumen (ver capitulo 2. Componentes del kit)

o Etiquetaje correcto

o Si esta congelado al llegar

El uso de este producto se limita a personal instruido especialmente y formado en las técnicas de
PCR en tiempo real y procedimientos de diagnéstico in vitro.

Las muestras deben tratarse siempre como si fueran infecciosas o biopeligrosas conforme a los
procedimientos de seguridad en el laboratorio.

Utilice guantes protectores desechables sin talco, bata de laboratorio y proteccion ocular cuando
manipule muestras.

Evite la contaminacion microbiana y con nucleasas (ADNasas/ARNasas) de la muestra y de los
componentes del kit.

Utilice siempre puntas de pipetas desechables libres de ADNasas/ARNasas con barreras de
aerosol.

Utilice siempre guantes protectores desechables sin talco cuando manipule los componentes del
kit.

Utilice areas de trabajo separadas para (i) la preparacion de las muestras, (ii) la configuracion de
reaccion vy (iii) las actividades de amplificacion/deteccion. El flujo de trabajo en el laboratorio debe
realizarse de manera unidireccional. Utilice siempre guantes desechables en cada area y
cambieselos antes de acceder a un area distinta.

Utilice suministros y equipamiento en cada area de trabajo separada y no los traslade de un area a
otra.

Almacene el material positivo o presuntamente positivo separadamente de todos los demas
componentes del kit.

No abra los tubos o placas de reaccion después de la amplificacion, para evitar la contaminacion
con amplicones.

Pueden utilizarse controles adicionales utilizando de acuerdo con las pautas o requisitos de las
regulaciones locales, estatales y/o federales, o de organizaciones de acreditacion.

No esterilice en la autoclave los tubos de reaccion después de la PCR, ya que no degradara el acido
nucleico amplificado y conllevara el riesgo de contaminar la zona del laboratorio.

No utilice componentes del kit cuya fecha de caducidad.

Descarte muestras y residuos del test conforme a las regulaciones locales de seguridad.

Procedimiento



Preparacion de las muestras

El ARN extraido es el material inicial para el RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0.

La calidad del ARN extraido tiene una repercusiéon fundamental en el rendimiento del test. Debe
garantizarse que el sistema utilizado para la extraccion de acido nucleico sea compatible con la
tecnologia de PCR en tiempo real. Los siguientes kits y sistemas son adecuados para la extraccion de

acido nucleico:

QlAampe Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)
QIAsymphony® (QIAGEN)

NucliSENSe easyMage (bioMérieux)
MagNA Pure 96 System (Roche)
m2000sp (Abbott)

Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)

También pueden resultar adecuados sistemas alternativos de extraccién de acido nucleico. La
idoneidad del procedimiento de extraccion de acido nucleico para su uso con el RealStar® Enterovirus
RT-PCR Kit 1.0 debe validarla el usuario.

Si utiliza un procedimiento de preparacion de muestras basado en centrifugacion (spin column,
en inglés) que incluya tampones de lavado que contengan etanol, se recomienda encarecidamente
seguir un paso de centrifugacion adicional durante 10 minutos a aproximadamente 17 000 x g (~13 000
rpm), utilizando un tubo de recogida nuevo, antes de la elucion del &cido nucleico.

PRECAUCION

: Si su sistema de preparacion de pruebas utiliza
Z : S tampones de lavado que contengan etanol, asegurese
de eliminar cualquier resto de etanol antes de Ia
elucién del dcido nucleico. El etanol es un potente
ihnibidor de la PCR en tiempo real.

PRECAUCION

: El uso de ARN portador es crucial para la eficiencia de
la extraccion y para la estabilidad del dcido nucleico
extraido.

Si necesita mas informacion o asistencia técnica en relacion con el pretratamiento y la
preparacion de muestras, pongase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver capitulo 14. Servicio

técnico).



Preparacion de la Master Mix

Todos los reactivos y muestras deben descongelarse completamente, mezclarse (pipeteando o
aplicando un vortex suave) y centrifugarse brevemente antes de su uso.

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 contiene un Control interno heterélogo, que puede
utilizarse como control de inhibicién de RT-PCR o para controlar el procedimiento de preparacion de

muestras (extraccion de acido nucleico) y como control de inhibicion de RT-PCR.

» Si se utiliza el Control interno como control de inhibicion de RT-PCR, pero no como control para el
procedimiento de preparacion de muestras, prepare la Master Mix de acuerdo con el siguiente
esquema de pipeteo:

Numero de reacciones

(rxns)

Master A 5l 60 pl

Master B 15 pl 180 pl

Internal Control (Control

interno) I e

Volumen de Master Mix 21 pl 252 pl

» Si se utiliza el Control interno como control para el procedimiento de preparacién de muestras y
como control de inhibicion de RT-PCR, afiada el Control interno durante el procedimiento de

extraccion de acido nucleico.

» Sin importar que método o sistema se utilice para la extraccion de acido nucleico, el Control interno
no debe afiadirse directamente a la muestra. El Control interno debe afiadirse siempre a la mezcla
de muestra y tampon de lisis. El volumen del Control interno que debe anadirse dependera siempre
y unicamente del volumen de la elucion. Representa el 10 % del volumen de la elucién. Por ejemplo,
si se va a eluir el acido nucleico en 60 pl de tampdn de elucién o agua, deberan afiadirse 6 pl de

Control interno por muestra a la mezcla de muestra/tampén de lisis.

» Si se afiadio el Control interno durante el procedimiento de preparacién de muestras, configure la

Master Mix conforme al siguiente esquema de pipeteo:

Numero de
reacciones

(rxns)



Master A 5l 60 pl

Master B 15 pl 180 pl
Volumen de Master 20 pl 240 pl
Mix

PRECAUCION

A\

Si se anadié el Control interno
durante el procedimiento de
preparacion, al menos el control
negativo debe incluir el Control
interno.

PRECAUCION

A\

Sin importar que método o sistema
se utilice para la extraccion de
acido nucleico, no anada nunca el
Control interno directamente a la
muestra.

Preparacion de la reaccion

» Pipetee 20 uyl de la Master Mix en cada pocillo necesario de una placa de reaccién 6ptica de 96

pocillos o un tubo de reaccién éptica.

» Afada 10 pl de la muestra (eluido de la extraccion de acido nucleico) o 10 pl de los controles (control

positivo o negativo).

Configuracion de reaccién

Master Mix 20 pl
Muestra o control 10 pl
Volumen total 30 pl

» Asegurese de que al menos un Positivo y al menos uno negativo por serie.

» Mezcle a fondo las muestras y los controles con la Master Mix pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

» Cierre la placa de reaccion de 96 pocillos con las tapas adecuadas o una lamina adhesiva optica y

los tubos de reaccion con las tapas adecuadas.




» Centrifugue la placa de 96 pocillos en una centrifuga con un rotor de placa de microtitulacion durante

30 segundos a aproximadamente 1000 x g (~3000 rpm).

Programacion de los instrumentos de PCR en tiempo real

Para obtener informacion basica sobre la preparacion y la programacion de los diferentes

instrumentos de PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del instrumento en cuestion.

Para obtener instrucciones detalladas para la programacion en relacion con el uso del RealStare®
Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 en instrumentos de PCR en tiempo real, pongase en contacto con nuestro

servicio técnico (ver capitulo 14. Servicio técnico).

Configuraciéon

» Defina la siguiente configuracion:

Configuraciones

Volumen de reaccién 30 pl
Ramp Rate Predeterminado
Referencia pasiva Ninguno

Detectores de fluorescencia

» Defina los detectores de fluorescencia (colorantes):

Nombre de

detector Reporter Quencher

Objetivo

ARN especifico de EV y/o RV EV y/o RV FAM™ (Ninguno)

Internal Control (Control interno) IC JOE™ (Ninguno)

Perfil de temperatura y deteccion de fluorescencia
» Defina el perfil de temperatura y la deteccion de fluorescencia:

Repeticiones Temperatura Tiempo
de ciclo Obtencién

[°C] [min:sec]



Tra.nscripcién Retencién 1 - 55 20:00
inversa

Desnaturalizacion o .- oo 1 . 95 02:00

- 95 00:15

Amplificacion Ciclo 45 si 55 00:45

- 72 00:15

Analisis de datos

Para ver informacion basica en relaciéon con el analisis de datos en instrumentos especificos de

PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del instrumento en cuestion.

Para ver instrucciones sobre el analisis de los datos generados con el RealStar® Enterovirus RT-
PCR Kit 1.0 en diferentes instrumentos especificos de PCR en tiempo real, pongase en contacto con

nuestro Servicio técnico (ver capitulo 14.

Servicio técnico).

Validez de las series de pruebas diagnosticas
Serie valida de pruebas diagnésticas (cualitativa)

Una serie de pruebas diagndsticas cualitativa es valida si se cumplen las siguientes condiciones
de control:

Canal de deteccion

Id. de control

Control positivo

Control negativo

* La presencia o ausencia de una sefal en el canal JOE™ no es relevante para la validez de la prueba.

Serie no valida de pruebas diagnosticas (cualitativa)



Una serie de pruebas diagndsticas cualitativa es no valida (i) si la serie no se ha completado o
(i) si no se cumple cualquiera de las condiciones de control para una serie de pruebas diagnosticas

valida.

En caso de que obtenga una serie de pruebas diagndsticas no valida, repita las pruebas

utilizando el resto de acidos nucleicos purificados o empiece de nuevo con las muestras originales.
Interpretacion de los resultados

Analisis cualitativo

Canal de deteccion

Interpretacion del resultado

+ +* Se ha detectado ARN especifico de EV y/o RV

No se ha detectado ARN especifico de EV y/o RV. La muestra
- + no contiene cantidades detectables de ARN especifico de
EVy/o RV.

Inhibicién de la RT-PCR o fallo del reactivo. Repita el test con
- - la muestra original o recoja y someta a pruebas una
nueva muestra.

* La deteccion del Control interno en el canal de deteccion JOE™ no es necesaria para resultados positivos en el canal de deteccion FAM™.
Una carga alta de ARN de EV y/o RV en la muestra puede provocar sefiales reducidas o ausentes de Control interno.

Evaluacioén de rendimiento

La evaluaciéon de rendimiento del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se realizé utilizando ARN

cuantificado transcripciones in vitro (IVT) bem como ARN gendmico de enterovirus e rinovirus.

Sensibilidad analitica

La sensibildad analiitica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se define como la
concentracion (copias/pl del eluido) de moléculas de ARN especifico de enterovirus A71 y rhinovirus 72
que pueden detectarse con un indice positivo del 95 %. La sensibilidad analitica se determiné mediante
el analisis de la serie de diluciones de transcripciones in vitro (IVT) especificas de enterovirus A71 y
rhinovirus 72 de una concentracion conocida.

Tabla 1: Resultados de RT-PCR utilizados para el célculo de la sensibilidad analitica con respecto a la deteccion especifica del
ARN de enterovirus A71



Conc. de entrada Numero de Nuamero de indice de éxito

replicados positivos
[copias/pl] [%]
31,622 100,0
3,162

0,316

0,032

0,003 24 1 42

Tabla 2: Resultados de RT-PCR utilizados para el célculo de la sensibilidad analitica con respecto a la deteccion especifica del
ARN de rhinovirus 72

Conc. de entrada Numero de Numero de indice de éxito
replicados positivos

[copias/pl] [%]
31,622 100,0
3,162 100,0
0,316
0,032
0,003 24 1 4,2

La sensibilidad analitica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se determind mediante analisis
Probit:



Para la deteccion de ARN especifico de enterovirus A71, la sensibilidad analitica es 3,40 copias/yl
[95% de intervalo de confianza (Cl): 2,03 - 7,68 copias/pl]

Para la deteccion de ARN especifico de rhinovirus 72, la sensibilidad analitica es 1,25 copias/pl
[95% de intervalo de confianza (Cl): 0,71 - 3,01 copias/pl]

Especificidad analitica

La especificidad analitica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se garantiza mediante la
seleccion exhaustiva de los oligonucledtidos (cebadores y sondas). Los oligonucledtidos se comprobaron
mediante un analisis de comparacion con secuencias disponibles publicamente para asegurar que se

detectaran todos los genotipos relevantes de EV y RV.

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 no mostrd reacciones cruzadas con ninguno de los

siguientes patégenos:

Astrovirus

Coronavirus 229E

Herpes simplex virus 1

Herpes simplex virus 2
Adenovirus humano

Virus parainfluenza humano
Virus sincitial respiratorio humano
Virus de la influenza A

Virus de la influenza B

Virus del sarampion

Norovirus

Parechovirus

Rotavirus

Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

Virus de la varicela zoster

La especificidad analitica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0, con respeto a la deteccion
de las diferentes cepas de enterovirus y rhinovirus fue evaluada, analizando el ARN gendémico extraido

de diferentes patégenos humanos de las cepas de enterovirus y rhinovirus.

La especificidad del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 fue testada usando los siguientes

patégenos humanos de las especies (serotipos) de enterovirus y rhinovirus:



- Enterovirus A (Enterovirus A71)

+ Enterovirus B (Echovirus 11)

+  Enterovirus C (Coxsackie virus A24, Poliovirus Sabin 1, 2, 3)
- Enterovirus D (Enterovirus D68)

+ Rhinovirus A (Rhinovirus A16)

+ Rhinovirus B (Rhinovirus 72)

+ Rhinovirus C (serotypo desconocido)

Precision

La precision para el RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se determiné como variabilidad de
intratest (variabilidad dentro de un experimento), variabilidad de intertest (variabilidad entre diferentes
experimentos) y variabilidad interlote (variabilidad entre diferentes lotes de produccion). La variabilidad
total se calcul6 combinando los tres analisis.

Tabla 3: Datos de precision para la deteccion especifica del ARN de enterovirus A71 and rhinovirus 72

Enterovirus A71 v rhinovirus 72 Ciclo de umbral | Desviaciéon Coeficiente de
y medio (C:) estandar variacion [%]
Enterovirus
31,68 0,18 0,57
Variabilidad A71
intratest
Rhinovirus 72 32,59 0,45
Enterovirus
31,44 0,29 0,91
Variabilidad A71
interlote
Rhinovirus 72 32,66

Tabla 4: Datos de precision para la deteccion del Control interno



Ciclo de umbral Desviacion Coeficiente de

Controle interno

medio (Ci) estandar variacion [%]
Variabilidad intratest 28,64 0,08 0,28
Variabilidad intertest 29,30 0,05 0,18
Variabilidad interlote 28,96 0,34 1,16
Limitaciones

+ Se requiere el cumplimiento estricto de las instrucciones de uso para obtener unos resultados
optimos.

+ El uso de este producto se limita a personal instruido especialmente y formado en las técnicas de
PCR en tiempo real y procedimientos de diagnostico in vitro.

+ Unas buenas practicas de laboratorio son esenciales para que esta test tenga un rendimiento
adecuado. Deben extremarse las precauciones para preservar la pureza de los componentes del kit
y las configuraciones de reaccion. Todos los reactivos deben supervisarse atentamente para saber
si tienen impurezas y contaminacion. Los reactivos sospechosos deben descartarse.

+ Es necesario realizar procedimientos correctos de recoleccion, transporte, almacenamiento y
procesamiento para que esta prueba tenga un rendimiento 6ptimo.

- Esta el test no debe utilizarse directamente en la muestra. Deben llevarse a cabo métodos
adecuados de extraccién de acido nucleico antes de utilizar esta prueba de valoracién.

+ La presencia de inhibidores de la RT-PCR (p.ej. heparina) puede provocar falsos negativos o
resultados no validos.

- Las posibles mutaciones dentro de las regiones objetivo del genoma de EV y/o RV cubiertas por los
cebadores o las sondas utilizados en el kit pueden provocar fallos al detectar la presencia del
patégeno

+ Como con cualquier prueba diagndstica, los resultados del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0
deben interpretarse teniendo en consideracion todos los hallazgos clinicos y de laboratorio.

Control de calidad

De acuerdo con el sistema de control de calidad con certificacion ISO 13485 de altona Diagnostics
GmbH, cada lote del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se somete a pruebas con especificaciones

predeterminadas para asegurar la calidad consistente del producto.

Servicio técnico



Si necesita asesoramiento técnico, pongase en contacto con nuestro Servicio técnico:

E-mail: support@altona-diagnostics.com

Teléfono: +49-(0)40-5480676-0
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Marcas comerciales e informacion legal

RealStar® (altona Diagnostics); ABI Prisme (Applied Biosystems); ATCCe® (American Type Culture
Collection); CFX96™ (Bio-Rad); Cy® (GE Healthcare); FAM™, JOE™, ROX™ (Life Technologies);
LightCyclere (Roche); SmartCycler® (Cepheid); Maxwell® (Promega); Mx 3005P™ (Stratagene);
NucliSENSe, easyMag® (bioMérieux); RotorGene®, QlAampe, MinElute®, QIAsymphony® (QIAGEN);
VERSANTe® (Siemens Healthcare).

No debe considerarse que los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en
este documento, incluso aunque no se marquen especificamente como tales, carecen de proteccion

legal.

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un kit de diagndstico con marcado CE conforme a la

directiva europea de diagnéstico in vitro 98/79/EC.

Producto sin licencia con Health Canada y sin autorizacién ni aprobacion de la FDA No disponible

en todos los paises.

© 2018 altona Diagnostics GmbH; reservados todos los derechos.
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Introduction to Human Rhinovirus all subtypes

(generic)

Rhinovirus is a genus of the Picornaviridae family of viruses. Rhinoviruses are the most
common viral infective agents in humans, and a causative agent of the common cold. There
are over 105 serologic virus types that cause cold symptoms, and rhinoviruses are responsible
for approximately 50% of all cases.

Rhinoviruses have single-stranded positive sense RNA genomes of between 7.2 and 8.5kb in
length. At the 5’ end of the genome is a virus-encoded protein, and like mammalian mRNA,
there is a 3’ poly-A tail. Structural proteins are encoded in the 5’ region of the genome and non
structural at the end. This is the same for all picornaviruses. The viral particles themselves are
not enveloped and are icosahedral in structure.

Rhinoviruses are composed of a capsid that contains four viral proteins VP1, VP2, VP3 and
VP4. VP1, VP2, and VP3 form the major part of the protein capsid. The much smaller VP4
protein has a more extended structure and lies at interface between the capsid and the RNA
genome. There are 60 copies of each of these proteins assembled as an icosahedron.
Antibodies are a major defense against infection with the epitopes lying on the exterior regions
of VP1-VP3.

Rhinoviruses have two main modes of transmission: In the past it was obvious that these
viruses were transmitted directly from person-to-person via aerosols of respiratory droplets.
However, now they are known to be transmitted indirectly via respiratory droplets that are
deposited on the hands and then transported by fingers to the nose or eyes.

Rhinoviruses occur worldwide causing disease especially at schools for example which
enhance transmission during fall and winter. They show symptoms such as fever, cough, and
nasal congestion. The frequency of colds is high in childhood and decreases during adulthood
most probably because of the possession of immunity.

Specificity

The Primerdesign™ genesig® Kit for Human Rhinovirus all subtypes (generic) (HRVsp)
genomes is designed for the in vitro quantification of HRVsp genomes. The kit is designed to
have the broadest detection profile possible whilst remaining specific to the HRVsp genome.

The primers and probe sequences in this kit have 100% homology with a broad range of HRVsp
sequences based on a comprehensive bioinformatics analysis.

The primers have broad homology with a large range of serotypes included in the NCBI
database. However, due to the inherent instability of RNA viral genomes, it is not possible
guarantee quantification of all clinical isolates.

If you require further information, or have a specific question about the detection profile of this
kit then please send an e.mail to enquiry@primerdesign.co.uk and our bioinformatics team will
answer your question.



Kit Contents

* HRVsp specific primer/probe mix (150 reactions BROWN) FAM labelled
* HRVsp positive control template (for Standard curve RED)

¢ Internal extraction control primer/probe mix (150 reactions BROWN) VIC labelled as
standard

¢ Internal extraction control RNA (150 reactions BLUE)

* Endogenous control primer/probe mix (150 reactions BROWN) FAM labelled

* HRVspl/Internal extraction control/endogenous control RT primer mix (150reactions
GREEN)

Required for two step protocol only

* RNAse/DNAse free water ( )

for resuspension of primer/probe mixes and internal extraction control RNA

* Template preparation buffer ( )

for resuspension of positive control template and standard curve preparation

Reagents and equipment to be supplied by the user

Real-Time PCR Instrument
RNA extraction kit

This kit is recommended for use with genesig EASY DNA/RNA Extraction kit. However, it is
designed to work well with all processes that yield high quality RNA with minimal PCR
inhibitors.

oasig™ Lyophlised OneStep or Precision™ OneStep 2x qRT-PCR MasterMix Contains
complete one step qRT-PCR MasterMix

Pipettors and Tips



Vortex and centrifuge

1.5 ml tubes

Kit storage and stability

This kit is stable at room temperature but should be stored at -20°C on arrival. PrimerDesign
does not recommend using the kit after the expiry date stated on the pack. Once the lyophilized
components have been re-suspended, unnecessary repeated freeze/thawing should be
avoided. The kit is stable for six months from the date of resuspension under these
circumstances.

If a standard curve dilution series is prepared this can be stored frozen for an extended period.
If you see any degradation in this serial dilution a fresh standard curve can be prepared from
the positive control.

Suitable sample material

All kinds of sample material suited for PCR amplification can be used. Please ensure the
samples are suitable in terms of purity, concentration, and RNA/DNA integrity (An internal PCR
control is supplied to test for non specific PCR inhibitors). Always run at least one negative
control with the samples. To prepare a negative-control, replace the template RNA sample with
RNAse/DNAse free water.

Dynamic range of test

Under optimal PCR conditions genesig® HRVsp detection kits have very high priming efficiencies
of >95% and can detect less than 100 copies of target template.

Notices and disclaimers

This product is developed, designed and sold for research purposes only. It is not intended for human diagnostic or
drug purposes or to be administered to humans unless clearly expressed for that purpose by the Food and Drug
Administration in the USA or the appropriate regulatory authorities in the country of use. During the warranty period
Primerdesign genesig® detection kits allow precise and reproducible data recovery combined with excellent sensitivity.
For data obtained by violation to the general GLP guidelines and the manufacturer’'s recommendations the right to claim
under guarantee is expired. PCR is a proprietary technology covered by several US and foreign patents. These patents
are owned by Roche Molecular Systems Inc. and have been sub-licensed by PE Corporation in certain fields. Depending
on your specific application you may need a license from Roche or PE to practice PCR. Additional information on
purchasing licenses to practice the PCR process may be obtained by contacting the Director of Licensing at Roche
Molecular Systems, 1145 Atlantic Avenue, Alameda, CA 94501 or Applied Biosystems business group of the Applera
Corporation, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404. In addition, the 5' nuclease assay and other
homogeneous amplification methods used in connection with the PCR process may be covered by U.S. Patents
5,210,015 and 5,487,972, owned by Roche Molecular Systems, Inc, and by U.S. Patent 5,538,848, owned by The
Perkin-Elmer Corporation.

Trademarks

PrimerDesign™ is a trademark of Primerdesign Ltd.



genesig® is a registered trademark of Primerdesign Ltd.

The PCR process is covered by US Patents 4,683,195, and 4,683,202 and foreign equivalents owned by Hoffmann-La
Roche AG. BI, ABI PRISM® GeneAmp® and MicroAmp® are registered trademarks of the Applera Genomics (Applied
Biosystems Corporation). BIOMEK® is a registered trademark of Beckman Instruments, Inc.; iCycler™ is a registered
trademark of Bio-Rad Laboratories, Rotor-Gene is a trademark of Corbett Research. LightCycler™ is a registered
trademark of the Idaho Technology Inc. GeneAmp®, TagMan® and AmpliTaqGold® are registered trademarks of Roche
Molecular Systems, Inc., The purchase of the Primerdesign ™ reagents cannot be construed as an authorization or
implicit license to practice PCR under any patents held by HoffmannLaRoche Inc.

Principles of the test

Real-time PCR

A HRVsp specific primer and probe mix is provided and this can be detected through the FAM
channel.

The primer and probe mix provided exploits the so-called TagMan® principle. During PCR
amplification, forward and reverse primers hybridize to the HRVsp cDNA. A fluorogenic probe
is included in the same reaction mixture which consists of a DNA probe labeled with a 5°-dye
and a 3'-quencher. During PCR amplification, the probe is cleaved and the reporter dye and
quencher are separated. The resulting increase in fluorescence can be detected on a range of
real-time PCR platforms.

One Step vs. Two step real-time PCR

When detecting/quantifying the presence of a target with an RNA genome Primerdesign
recommend the use of a one step qRT-PCR protocol. One step gRT-PCR combines the reverse
transcription and real-time PCR reaction in a simple closed tube protocol. This saves significant
bench time but also reduces errors. The sensitivity of a one step protocol is also greater than
a two step because the entire biological sample is available to the PCR without dilution. This
kit will also work well with a two step approach (Precision™ nanoScript2 reverse transcription
kit and PrecisionPLUS™ MasterMix) if required but the use of oasig™ Onestep or Precision™
OneStep MasterMix is the preferred method.

Positive control

For copy number determination and as a positive control for the PCR set up, the kit contains a
positive control template.

This can be used to generate a standard curve of HRVsp copy number / CT value. Alternatively
the positive control can be used at a single dilution where full quantitative analysis of the
samples is not required. Each time the kit is used, at least one positive control reaction must
be included in the run. A positive result indicates that the primers and probes for detecting the
target HRVsp gene worked properly in that particular experimental scenario. If a negative result
is obtained the test results are invalid and must be repeated. Care should be taken to ensure
that the positive control does not contaminate any other kit component which would lead to
false-positive results. This can be achieved by handling this component in a Post PCR
environment. Care should also be taken to avoid cross-contamination of other samples when
adding the positive control to the run. This can be avoided by sealing all other samples and
negative controls before pipetting the positive control into the positive control well.

Negative control



To validate any positive findings a negative control reaction should be included every time the
kit is used. For this reaction the RNAse/DNAse free water should be used instead of template.
A negative result indicates that the reagents have not become contaminated while setting up
the run. If a positive result is obtained the results should be ignored and the test samples
repeated. Possible sources of contamination should first be explored and removed.

Internal RNA extraction control

When performing RNA extraction, it is often advantageous to have an exogenous source of
RNA template that is spiked into the lysis buffer. This control RNA is then co-purified with the
sample RNA and can be detected as a positive control for the extraction process. Successful
co-purification and real-time PCR for the control RNA also indicates that PCR inhibitors are not
present at a high concentration.

A separate RT primer mix and a real-time PCR primer/probe mix are supplied with this kit to
detect the exogenous RNA using real-time PCR. The PCR primers are present at PCR limiting
concentrations which allows multiplexing with the target sequence primers. Amplification of the
control cDNA does not interfere with detection of the HRVsp target cDNA even when present
at low copy number. The Internal control is detected through the VIC channel and gives a CT
value of 28+/-3 depending on the level of sample dilution.

Endogenous control

To confirm extraction of a valid biological template, a primer and probe mix is included to detect
an endogenous gene. Detection of the endogenous control is through the FAM channel and it
is NOT therefore possible to perform a multiplex with the HRVsp primers. A poor endogenous
control signal may indicate that the sample did not contain sufficient biological material.

Carry-over prevention using UNG (unsuitable for onestep procedure and optional for two
step procedure)

Carry over contamination between PCR reactions can be prevented by including uracilN-
glycosylase (UNG) in the reaction mix. Some commercial mastermix preparations contain UNG
or alternatively it can be added as a separate component. UNG can only prevent carry over
from PCR reactions that include deoxyuridine triphosphate (dUTP) in the original PCR reaction.
Primerdesign recommend the application of 0.2U UNG per assay with a 15 minute incubation
step at 37°C prior to amplification. The heat-labile UNG is then inactivated during the Taq
polymerase activation step.



Reconstitution Protocol

To minimize the risk of contamination with foreign DNA, we recommend that all pipetting be
performed in a PCR clean environment. Ideally this would be a designated PCR lab or

PCR cabinet. Filter tips are recommended for all pipetting steps.

Pulse-spin each tube in a centrifuge before opening.

This will ensure lyophilised primer and probe mix is in the base of the tube and is not spilt

upon opening the tube.

Reconstitute the kit components in the RNase/DNase free water supplied,

according to the table below:

To ensure complete resuspension, vortex each tube thoroughly.

Pre-PCR pack

HRVsp primer/probe mix (BROWN) 165 pl
Internal extraction control primer/probe mix (BROWN) 165 pl
RT primer mix (GREEN) 165 pl
Endogenous control primer/probe mix (BROWN) 165 pl
Pre-PCR heat-sealed foil

Internal extraction control RNA (BLUE) 600 pl

Reconstitute the positive control template in the template preparation buffer

supplied, according to the table below:

To ensure complete resuspension, vortex the tube thoroughly.




Post-PCR heat-sealed foil

Positive Control Template (RED) * 500 pl

* This component contains high copy number template and is a VERY significant contamination
risk. It must be opened and handled in a separate laboratory environment, away from the other components.

RNA extraction

The internal extraction control RNA can be added either to the RNA lysis/extraction buffer or
to the RNA sample once it has been resuspended in lysis buffer.

DO NOT add the internal extraction control RNA directly to the unprocessed biological
sample as this will lead to degradation and a loss in signal.

1. Add 4pl of the Internal extraction control RNA (BLUE) to each sample in RNA
lysis/extraction buffer per sample.
2. Complete RNA extraction according to the manufacturers protocols.

One Step RT-PCR detection protocol

A one step approach combining the reverse transcription and ampilification in a single closed
tube is the preferred method. If however, a two step approach is required see page 11.

For optimum performance and sensitivity.

All pipetting steps and experimental plate set up should be performed on ice. After the
plate is poured proceed immediately to the One Step amplification protocol. Prolonged
incubation of reaction mixes at room temperature can lead to PCR artifacts that reduce the
sensitivity of detection.



For each RNA sample prepare a reaction mix according to the table below: Include
sufficient reactions for positive and negative controls.

0asig™ OneStep or Precision™ OneStep 2x qRT-PCR MasterMix 10 ul
HRVsp primer/probe mix (BROWN) 1l
Internal extraction control primer/probe mix (BROWN) 1l
RNAse/DNAse free water (\VWHITE) 3ul
Final Volume 15 pl

For each RNA sample prepare an endogenous control reaction according to the
table below (optional):

This control reaction will provide crucial information regarding the quality of the biological
sample.

oasig™ OneStep or Precision™ OneStep 2x qRT-PCR MasterMix 10 pl
Endogenous control primer/probe mix (BROWN) 1yl
RNAse/DNAse free water (\WHITE) 4ul
Final Volume 15 pl

Pipette 15l of these mixes into each well according to your real-time PCR
experimental plate set up.

Pipette 5ul of RNA template into each well, according to your experimental plate
set up.



For negative control wells use 5ul of RNAse/DNAse free water. The final volume in

each well is 20ul.

5. If a standard curve is included for quantitative analysis prepare a reaction mix
according to the table below:

Component Volume

oasig™ OneStep or Precision™ OneStep 2x gRT-PCR MasterMix 10l

HRVsp primer/probe mix (BROWN) 1l

RNAse/DNAse free water (\VWHITE) 4 ul

Final Volume 15 pl
6. Preparation of standard curve dilution series.

1) Pipette 90ul of template preparation buffer into 5 tubes and label 2-6 2)
Pipette 10ul of Positive Control Template (RED) into tube 2

3) Vortex thoroughly

4) Change pipette tip and pipette 10 ul from tube 2 into tube 3

5) Vortex thoroughly

Repeat steps 4 and 5 to complete the dilution series



Tube 1 Positive control (RED) 2 x 10° per pl
Tube 2 2 x 10* per pl
Tube 3 2 x 103 per pl
Tube 4 2 x 102 per pl
Tube 5 20 per pl
Tube 6 2 per pl
7. Pipette 5ul of standard template into each well for the standard curve according

to your plate set-up

The final volume in each well is 20pl.

One Step Amplification Protocol

Amplification conditions using oasig™ OneStep 2x RT-qPCR MasterMix.

Step Time Temp
Reverse Transcription 10 mins 42 °C
Enzyme activation 2 mins 95 C

Denaturation 10 secs 95 °C

50 Cycles

DATA COLLECTION * 60 secs 60 °C




* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channelsAmplification
conditions using Precision ™ OneStep 2x RT-gPCR MasterMix.

Step Time Temp
Reverse Transcription 10 mins 55°C
Enzyme activation 8 mins 95°C

Denaturation 10 secs 95 °C

50 Cycles

DATA COLLECTION * 60 secs 60 °C

* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channels

Alternative two step reverse transcription/real-time PCR protocol

Reverse Transcription

If you need to perform separate reverse transcription and amplification (two step Real Time PCR) then
we recommend the Primerdesign Precision™ nanoScript2 Reverse Transcription kit. A reverse
transcription primer (GREEN) is included and is designed for use with the Precision™ nanoScript2
reverse transcription kit. A protocol for this product is available at www.primerdesign. co.uk



After reverse transcription, prepare a reaction mix according to the table below for
each cDNA sample

PrecisionPLUS™ 2x qPCR MasterMix 10 pl
HRVsp primer/probe mix (BROWN) 1l
Internal extraction control primer/probe mix (BROWN) 1ul
RNAse/DNAse free water (\VWHITE) 3ul
Final Volume 15 pl

Pipette 15pl of this mix into each well according to your real-time PCR experimental
plate set up.

Prepare sample cDNA templates for each of your samples by diluting the RT
reaction mix 1:5 in RNAse/DNAse free water.

Pipette 5ul of cDNA template into each well, according to your experimental plate
setup.

The final volume in each well is 20pl. For negative control wells use 5ul of RNAse/DNAse
free water.



Alternative two step amplification protocol

Amplification conditions using PrecisionPLUS™ 2x gPCR MasterMix.

Standard Curve Step Time Copy
NumberTemp

UNG treatment (if required) ** 15 mins 37 °C

Enzyme activation (if required) 2 mins 95 °C

Denaturation 10s 95 °C

DATA COLLECTION * 60s 60 °C

* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channels
** Required if your Mastermix includes UNG to prevent PCR carryover contamination

Interpretation of Results

Internal Negative Positive .
Interpretation

control control control

+ive +ive -ive +ive +ive

+ive -ive -ive +ive +ive

-ive +ive -ive +ive -ive

-ive -ive -ive -ive Experiment fail

+ive +ive +ive +ive Experiment fail




Internal PCR control

The CT value obtained with the internal control will vary significantly depending on the
extraction efficiency, the quantity of RNA added to the RT and PCR reaction and the individual
machine settings. CT values of 2813 are within the normal range. When amplifying a HRVsp
sample with a high genome copy number, the internal extraction control may not produce an

amplification plot. This does not invalidate the test and should be interpreted as a positive
experimental result.

Endogenous control

The signal obtained from the endogenous control primer and probe set will vary according to
the amount of biological material present in a given sample. An early signal indicates the

presence of a good yield of biological material. A late signal suggests that little biological
material is present in the sample.



