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Resumen

La infección respiratoria aguda (IRA) producida por VSR es una de las principales causas de 

hospitalizaciones de lactantes y niños ( ) y de una elevada morbilidad y 

mortalidad entre ancianos y adultos con condiciones debilitantes subyacentes. El diagnóstico preciso y 

rápido disminuye el uso innecesario de antibióticos y pruebas adicionales de laboratorio, el tiempo de 

hospitalización y la transmisión intrahospitalaria. La PCR en tiempo real es una metodología adecuada 

para su utilización en el laboratorio bioquímico por su velocidad, sensibilidad y la posibilidad de 

multiplexado, es decir la detección de cuatro o cinco patógenos simultáneamente (dependiendo de la 

cantidad de canales del instrumento usado). Objetivos: Puesta a punto de  una RT-qPCR capaz de 

detectar VSR sobre el material de referencia.  Materiales y métodos: Se utilizó el kit QIAprep&amp 

Viral RNA UM, Qiagen diseñado para detección de SARS-Cov-2 y otros patógenos respiratorios que 

realizan la RT y la PCR subsiguiente en forma directa y en un solo tubo. La reacción y detección del 

virus se realizó con un equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories) 

utilizando el canal de FAM para el VSR, el de HEX para el control endógeno y el de Cy5 para el control 

interno (control exógeno). Los resultados se analizaron con el Software Maestro (CFX Maestro 

Software, BioRad Laboratories). Conclusiones: Fue posible poner a punto una técnica de detección por 

RT-qPCR para virus sincitial respiratorio humano que resultó comparable en cuanto a su capacidad de 

detección a las técnicas de rutina de inmunofluorescencia directa (IFD) y amplificación isotérmica 

LAMP (IDNOW RSV de Abbot). Sin embargo, para los laboratorios equipados y que puedan montar 

esta metodología, la RT-qPCR tiene grandes ventajas dado que puede detectar presencia de virus donde 

LAMP o IFD no pueden, es más versátil y económica, permite la opción de multiplexado, el 

procesamiento de muchas más muestras por hora y la posibilidad de modificación por el operador.
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Abreviaturas

Ab / Ac: Antibody - Anticuerpo

ADN / DNA: Ácido desoxirribonucleico

Ag: Antígeno

ARN / RNA: Ácido ribonucleico

RNAm: Ácido ribonucleico mensajero

Buffer TE: Buffer Tris EDTA

Ct/Cq: Cycle Threshold (Umbral del ciclo)

CV: Carga viral

ECP: Efecto citopático

Flu A/B: Influenza A-Influenza B

hMPV: Metapneumovirus humano

IF: Inmunofluorescencia

IFD: Inmunofluorescencia Directa

IRA: Infección respiratoria aguda

LAMP: Loop-Mediated Isothermal Amplification / Amplificación isotérmica mediada por bucle

LOD: Límite de detección

PIV 1, 2, 3: Parainfluenza tipo 1,2 y 3

PBS: Phosphate-buffered saline / Buffer fosfato salino
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RT: Transcripción reversa

RT- PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa.

TRI: Tracto Respiratorio Inferior

TRS: Tracto Respiratorio Superior

VSR/ RSV: Virus Respiratorio Sincitial
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1. Introducción e importancia del tema

La infección respiratoria aguda (IRA) producida por VSR es una de las principales causas de 

hospitalizaciones de lactantes y niños (Borchers, A. T., et al., 2013) y de una elevada morbilidad y 

mortalidad entre ancianos y adultos con condiciones debilitantes subyacentes ( ). El 

diagnóstico preciso y rápido disminuye el uso innecesario de antibióticos y pruebas adicionales de 

laboratorio, el tiempo de hospitalización y la transmisión intrahospitalaria (

. Los estudios de etiología viral son fundamentales también para determinar 

la incidencia en distintos grupos, su cinética de diseminación e identificación de factores de 

vulnerabilidad en la población ( ). En la actualidad, la inmunofluorescencia (IF) 

es el método de mayor uso para detección de VSR, aunque su sensibilidad es menor en comparación con 

métodos de cultivo y RT-PCR. Por ejemplo, en una comparación entre la IF y reactivos multiplex de 

RT-PCR comerciales, de 750 muestras testeadas por IF, doscientos ochenta y ocho (38,4%) fueron 

positivas, mientras que otras 214 (28,5%) fueron positivos por PCR multiplex, para una tasa de 

positividad total del 66,9% ( ).

El VSR globalmente causa infecciones respiratorias que afectan a 64 millones de personas, la 

hospitalización de unos 3 millones de niños menores de 5 años y de aproximadamente 336.000 adultos 

mayores al año. Solo en pediatría se calcula un costo médico de unos 5.400 millones de dólares (

) y una mortalidad global mayor a 118.000 infantes cada año con el 99% de las muertes 

ocurriendo en países en desarrollo ( ). Por estas razones el VSR es blanco de desarrollo 

de vacunas desde hace más de cincuenta años. En los años 60’ se probaron vacunas a virus inactivado 

en los EE.UU. de América con resultados trágicos ya que se produjeron casos más severos (y dos 

muertes) cuando los vacunados fueron naturalmente infectados con el virus. Es decir, se observó el 

efecto contrario a la protección buscada, supuestamente porque las vacunas a virus inactivado generaban 

respuesta de tipo Th2 y deficientes respuestas de linfocitos T citotóxicos ( ). 

Actualmente hay muchos desarrollos en marcha en fases preclínicas y clínicas, con cuatro que ya han 

alcanzado la fase III, incluyendo vacunas a mRNA y a vector Adenovirus ( ). Si 

bien las vacunas se destinarán a proteger poblaciones susceptibles de infección severa (niños pequeños 

y tercera edad), las pruebas clínicas actuales se enfocan en poblaciones de mayores de 60 años. También 

se están utilizando estrategias de inmunización de embarazadas para obtener protección en el recién 

nacido por pasaje de anticuerpos transplacentarios y vía amamantamiento con muy buenos resultados 

preliminares. En este marco de activa investigación y pruebas de eficacia de nuevas vacunas y, 
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posteriormente, cuando se evalúe la implementación de programas será necesario contar con métodos 

de detección sensibles (sobre todo para adultos) y de amplia disponibilidad.

La PCR en tiempo real es una metodología adecuada para su utilización en el laboratorio 

bioquímico por su velocidad, sensibilidad y la posibilidad de multiplexado, es decir la detección de 

cuatro o cinco patógenos simultáneamente (dependiendo de la cantidad de canales del instrumento 

usado). Por otro lado, la introducción de la real time PCR (qPCR) fue de gran importancia para hacer 

posible su uso en el laboratorio bioquímico clínico ya que, a diferencia de las técnicas de PCR de punto 

final cuyo paso de amplificación y análisis requiere de al menos un ambiente segregado y con presión 

negativa para evitar contaminaciones, la real time puede realizarse en el ambiente general de laboratorio 

ya que el análisis no requiere de apertura de tubos con amplicones. También es importante destacar que 

desde principios de 2020 tanto el gobierno nacional como los gobiernos provinciales y/o locales han 

realizado un gran esfuerzo para poder establecer una red de laboratorios de diagnóstico molecular basado 

en real time PCR en el contexto de la pandemia de COVID19. Esta circunstancia ha posibilitado un 

avance en capacitación de recursos humanos e incorporación de equipamiento (sólo en provincia de 

Buenos Aires hay 82 laboratorios que realizan qPCR y LAMP) por lo que sería ideal poder aprovechar 

estas nuevas condiciones e incorporar alternativas al diagnóstico de rutina del VSR. En ese sentido, el 

presente trabajo propone la puesta a punto de una metodología simple desde la extracción del RNA, la 

transcripción reversa y la qPCR para la detección de VSR en muestras de hisopado nasofaríngeo y una 

comparación inicial con los resultados obtenidos por IF. En este caso se comparará también con una 

técnica molecular de amplificación isotérmica comercial (ID NOW# RSV, Abbott Laboratories) ya que 

las dos técnicas son actualmente utilizadas en el laboratorio del Hospital Mi Pueblo de Florencio Varela.
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producción de las proteínas (traducción en el RER) tanto tempranas (polimerasas, por ejemplo) como 

tardías (estructurales) y como molde para la síntesis de RNA de polaridad negativa. Finalmente se 

ensambla la partícula viral y se libera por gemación. 

Richman, D. D., et al.,2017
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3. Diagnóstico

3.1 Diagnóstico virológico

Establecer un diagnóstico virológico concreto y rápido es crucial para la administración de un 

tratamiento antiviral adecuado, reducir el número y el tiempo de hospitalizaciones (con ello también el 

riesgo de adquirir infecciones nosocomiales), implementar medidas de control adecuadas para el virus 

en circulación (vigilancia epidemiológica), y reducir el uso inadecuado de antimicrobianos.

En particular, es importante instaurar un diagnóstico preciso para VRS dada su alta tasa de morbi-

mortalidad en lactantes de 0 a 24 meses de vida y en ancianos o pacientes inmunocomprometidos a fin 

de adoptar decisiones clínicas inmediatas que repercutan en la atención al paciente.

3.2Diagnóstico diferencial

El diagnóstico definitivo requiere del laboratorio para una adecuada identificación del agente viral 

causal de la patología en el paciente. Existen métodos de diagnóstico virológicos directos (se basan en 

la detección del antígeno) e indirectos (basados en la detección de la respuesta inmunológica o 

anticuerpos). Entre los métodos directos encontramos: cultivo celular, RT-qPCR, prueba rápida de Ag, 

inmunofluorescencia directa, entre otros. En el presente trabajo, se desarrollará una comparativa entre 

métodos de detección que se basan en la detección de Ag, es decir, nos centraremos pura y 

exclusivamente a métodos directos tales como IFD, LAMP y RT-qPCR adaptados para la detección 

específica de VRS.
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respiratorios (RSV, PIV 1,2,3, hMPV, Flu A, Flu B y adenovirus) a partir de muestras de hisopados 

nasofaríngeos. El kit incluye reactivos de detección por inmunofluorescencia directa (DFA = Direct 

Fluorescence Assay) ya que están compuestos por anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceína. 

Por un lado, el kit incluye un vial con una mezcla de 8 Ac monoclonales marcados, cada uno dirigido 

contra cada uno de los 8 virus y por otro lado viales individuales (DFA) con cada Ac monoclonal 

marcado dirigido contra un solo virus. Inicialmente, se realiza la detección de virus en la muestra 

haciendo un tamizaje con la mezcla y, en caso de resultar positivo, posteriormente se procede a la 

identificación con los monoclonales individuales.

Entre las desventajas de este método se incluyen:

• La necesidad de disponer de un microscopio de fluorescencia y de personal entrenado en la 

interpretación de resultados.

• El rendimiento es relativamente lento en comparación con otras metodologías rápidas de detección 

de antígeno.

• Un resultado negativo no excluye la presencia de virus respiratorio. Podría deberse a una muestra 

mal recogida, conservada o transportada. Además, si la celularidad es baja, se pueden obtener 

falsos negativos. Dado que utiliza anticuerpos monoclonales altamente específicos dirigidos contra 

epitopes únicos generados contra cepas de virus definidos no es posible excluir la posibilidad de 

que, por mutaciones, se pierda ese epítope en alguna cepa viral salvaje y pueda no ser detectada.

Ventajas: 

• No requiere de la realización de cultivos

• Permite obtener resultados rápidos

3.3.2 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Es una técnica rápida y directa de diagnóstico molecular in vitro que se basa en la amplificación 

isotérmica del material genético a partir de muestras de hisopados nasofaríngeos para la detección 

cualitativa del gen viral. Esta prueba no requiere de un paso de extracción previa del material genético 

ya que, supuestamente (dado que se trata de tecnología propia del fabricante no revelada al usuario), este 

paso lo realiza el equipo en la fase de elución. 
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En este trabajo se ha utilizado el equipo ID NOW# RSV, Abbot. Se utiliza como ayuda en el diagnóstico 

en niños y adultos mayores a 60 años con factores de riesgo clínicos y epidemiológicos. Los resultados 

se expresan como <detectable= o <no detectable=. El Kit cuenta con los componentes necesarios para el 

ensayo: 

❖ Base de prueba de plástico naranja: Contiene dos tubos de reacción con un sedimento 

liofilizado y los reactivos necesarios para la amplificación específica del RSV (A y B). Además, 

tienen moldes (<similares a primers= según el inserto) específicos para amplificar una región del 

gen NS2 como diana para RSV-A y una región del gen N como diana para RSV B. La 

amplificación es detectada mediante <molecular beacons= que consisten en sondas cuyos 

extremos 5´y 3´ tienen 

unidos covalentemente 

un fluoróforo y un 

quencher 

respectivamente y, en 

estado libre ambos 

extremos auto-hibridan 

de forma que la 

molécula no emite 

fluorescencia. Cuando 

se acumula amplicón 

que une estas sondas la hibridación con la zona específica separa físicamente el fluoróforo del 

quencher y se detecta fluorescencia.

❖ Un cartucho de transferencia de plástico blanco: Transfiere 200 ul de la muestra eluida desde 

el receptor de muestra a la base de prueba para dar inicio a la amplificación del gen blanco.

❖ Un receptor de muestra de plástico azul: Contiene 2,5 ml del buffer de elución y es el sitio 

donde se añade la muestra.

❖ Control interno: Verifica el estado de los reactivos y el proceso de amplificación y detección 

de la prueba.

Figura 5. Equipo ID NOW# RSV. (Imagen extraída del inserto del kit)
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❖ Controles externos (positivos y negativos):  Consiste en un hisopo de control positivo para 

RSV e hisopos estériles que funcionan como control negativo. Estos controles permiten la 

monitorización completa del ensayo.

Ventajas

• Sensibilidad y especificidad del 98%

• Resultados precisos en 13 minutos o menos

• Almacenamiento a temperatura ambiente por lo que no se requiere refrigeración

• Permite la toma de decisiones clínicas rápidas

• Fácil de usar

• Método molecular que no requiere termociclador

Desventajas

• El rendimiento de la técnica ID NOW RSV depende de la carga viral de RNA

• La posibilidad de obtención de falsos negativos por presencia de mutaciones en la secuencia 

genética del RSV que no le permite ser detectados o los detecta, pero en forma menos eficaz. El 

test también puede rendir falsos negativos por muestras mal recogidas, acondicionadas o mal 

transportadas. Un resultado negativo no garantiza la ausencia de infección por RSV

• Sensible a reactividad cruzada que puede abocar en resultados erróneos

• No tiene una significancia cuantitativa del microorganismo infeccioso.

• Sensible a contaminación e inhibición.

• Reactivo caro y la provisión es dependiente de importación.

• El cliente es <cautivo= del equipamiento e insumos provistos por el fabricante.

• No cuenta con control endógeno.

3.3.3 RT-qPCR

Cuando el virus a detectar tiene genoma RNA, el mismo debe ser retrotranscripto a DNA (cDNA) como 

paso previo a la amplificación utilizando una enzima llamada transcriptasa reversa. La reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) con transcripción reversa o retro transcripción previa se 

denomina RT-qPCR y es una técnica cuantitativa que permite la detección y amplificación del ARN 
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viral. El material clínico de partida contiene, en este caso RNA en las partículas virales del VSR por lo 

que se lleva a cabo un paso previo de extracción del RNA que puede realizarse de distintas formas:

A. Por método de extracción en columna basado en la técnica original de Boom et al.

B. Mediante el uso de buffer de lisis.  Para lo cual se debe incubar previamente la muestra con un 

buffer de lisis de composición diversa generalmente basado en detergentes suaves y agentes 

caotrópicos. Varios kits de diagnóstico contienen estos buffers sin mencionar su composición. 

Un volumen de muestra se mezcla con estas soluciones para permitir la liberación del material 

genético por el tiempo indicado por el fabricante del reactivo.

Figura 6. RT-qPCR con previa extracción en columna del RNA. (Imagen diseñada para el 
trabajo)

Figura 7. RT-qPCR con buffer de lisis. (Imagen diseñada para el trabajo).
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Una vez realizada la extracción los tubos conteniendo el RNA se mantienen sobre hielo para evitar o 

minimizar la actividad de RNAsas. Se añade a cada tubo la mix de reacción que consiste en una mezcla 

de dNTPs, buffer de reacción, primers reverse, foward, probe completándose el volumen con agua 

destilada libre de RNAasas. La mix es previamente preparada y se distribuye en las cantidades 

apropiadas en cada tubo que generalmente forma parte de un strip de 8. El volumen final de reacción es 

de 20 ul por tubo de reacción, lo cual finalmente se lleva al equipo termociclador en tiempo real 

previamente configurado (Para este trabajo se usó el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System de BioRad Laboratories). La mix utilizada en este trabajo contiene las enzimas necesarias para 

realizar el paso de retrotranscripción mediante una retrotranscriptasa (RT) y la amplificación posterior 

mediante una DNA polimerasa termoestable (Taq Pol). Una vez en el equipo, se lleva a cabo un 

programa que incluye un paso previo donde el RNA es copiado a DNA a partir de la actividad de la RT 

manteniendo la mezcla 15-30 minutos a unos 45-50°C . A continuación, ese cDNA sirve como molde 

para la amplificación y generación de muchas copias de DNAc por lo que el programa continúa con un 

paso de inactivación de la RT y activación de la TaqPol en la mix. Esto se logra elevando la temperatura 

a 95°C unos 5-15 minutos. Luego de este paso el programa incluye de 35 a 40 ciclos de amplificación 

por PCR a las temperaturas de desnaturalización e hibridación/extensión. 

Ventajas

• Método altamente sensible.

• Permite visualizar resultados en tiempo real mientras las muestras son analizadas.

• Permite analizar hasta 96 muestras en simultáneo y de esta manera obtener múltiples resultados en 

aproximadamente una hora.

• Permite el diseño y rediseño de las técnicas por el usuario según sus necesidades.

• Costo relativamente bajo con respecto a técnicas <cautivas=.

Desventajas:

• Esta metodología es sensible a la contaminación dando lugar a falsos positivos. 

• Sensible a inhibidores presentes en la muestra que pueden dar lugar a falsos negativos

• Posibilidad de obtención de falsos negativos por presencia de mutaciones en la secuencia genética 

del RSV que no le permite ser detectados o los detecta, pero en forma menos eficaz.
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• El test también puede rendir falsos negativos por muestras mal recogidas, acondicionadas o mal 

transportadas.

• Alto costo del equipamiento.

• No todos los centros de atención a la Salud cuentan con cicladores en tiempo real.



23

#



24

5. Materiales y métodos

Muestras: Para el presente trabajo se analizaron 73 muestras de hisopados nasofaríngeos provenientes 

de las salas de neonatología y pediatría del HGZA Mi Pueblo de Florencio Varela. Dichas muestras, 

correspondientes a los períodos que se extienden de mayo a septiembre del año 2021, de julio a 

septiembre de 2022 y de enero a marzo de 2023, fueron estudiadas para la detección e identificación de 

9 virus respiratorios por las técnicas de IFD y amplificación isotérmica. Los virus incluidos en la rutina 

son SARS-Cov-2, VSR, influenza A y B, parainfluenza 1, 2 y 3, metapneumovirus y adenovirus.

Cabe aclarar que las muestras fueron conservadas a -4°C hasta el momento de ser remitidas a nuestro 

laboratorio donde se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.

Del total de muestras, 40 eran positivas para RSV, 11 positivas para hMPV, 2 positivas para Flu A, 7 

positivas para Flu B y 13 negativas para los 9 virus respiratorios (adenovirus, RSV, hMPV, Influenza 

A, Flu B, Parainfluenza 1, 2 y 3y SARS-COV). Al mismo tiempo, las muestras que resultaron ser 

negativas para los 9 virus respiratorios fueron analizadas en un trabajo paralelo en búsqueda de rinovirus, 

dando negatividad también para ese virus.

Controles: Para este ensayo, se utilizó como control positivo una muestra positiva para RSV (RM00017) 

confirmada por amplificación isotérmica, la cual fue acondicionada, alicuotada y almacenada a -20°C. 

El control negativo consistió en agua destilada. Adicionalmente, se contó con control interno (el cual 

nos permitió evaluar el potencial inhibitorio de las muestras sobre los procesos enzimáticos de detección) 

y un control de celularidad (para evaluar la calidad de la muestra) provistos por el kit QIAprep&amp 

Viral RNA UM de Qiagen empleado.

Procesamiento de la muestra: El kit utilizado para la amplificación (QIAprep&amp Viral RNA UM, 

Qiagen) está optimizado para la preparación ultrarrápida de muestras de virus de RNA envueltos a partir 

de muestras humanas. Dado que este método utiliza un buffer de lisis adecuado para virus envueltos 

como el VSR esperamos un buen desempeño.

Transcripción reversa (RT) y amplificación (PCR) en tiempo real: Se utilizó un kit diseñado para 

detección de SARS-Cov-2 y otros patógenos respiratorios que realizan la RT y la PCR subsiguiente en 

forma directa y en un solo paso. El método puesto a punto se usó con el juego de primers y sondas 

originalmente descriptas por Fry y colaboradores (sección 6) Ver figura 8 y 9. La reacción y detección 

https://docs.google.com/document/d/1vpJ6nIneowGxXjL0KAJde0NFB6eKgsus/edit#heading=h.tyjcwt
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del virus se realizó con un equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad 

Laboratories) utilizando el canal de FAM para el VSR, el de HEX para el control endógeno y el de Cy5 

para el control interno. Los resultados fueron analizados con el Software Maestro (CFX Maestro 

Software, BioRad Laboratories).

Amplicón: 3254-3309

Probe: 3306-3280

A

B

C

Figura 8. A) Secuencia genética RSV. B) Amplicón.  C) Hibridación de probe. Imagen derivada de 
la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) del  NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, Bethesda MD, USA)

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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     3061 AAGATTTCTG ATTAGTTACC ACTCTTCACA TCAACACACA ATACCAACAG AAGACCAACA

     3121 AACTAACCAA CCCAATCATC CAACCAAACA TCCATCCGCC AATCAGCCAA ACAGCCAACA

     3181 AAACAACCAG CCAATCCAAA ACTAACCACC CGGAAAAAAT CTATAATATA GTTACAAAAA

     3241 AAGGAAAGGG TGGGGCAAAT ATGGAAACAT ACGTGAACAA GCTTCACGAA GGCTCCACAT

     3301 ACACAGCTGC TGTTCAATAC AATGTCTTAG AAAAAGACGA TGACCCTGCA TCACTTACAA

     3361 TATGGGTGCC CATGTTCCAA TCATCTATGC CAGCAGATTT ACTTATAAAA GAACTAGCTA

     3421 ATGTCAACAT ACTAGTGAAA CAAATATCCA CACCCAAGGG ACCTTCACTA AGAGTCATGA

     3481 TAAACTCAAG AAGTGCAGTG CTAGCACAAA TGCCCAGCAA ATTTACCATA TGCGCTAATG

 
PRIMERS PROBE

Figura 9. 
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6. Desarrollo
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Tabla 1. Mix de reacción preparada para cada procesamiento de muestras realizado en el presente 
trabajo

Tabla 2. Esquema de condiciones térmicas utilizadas para la amplificación por RT-qPCR.
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#

Dado que existe una diferencia importante de 25 veces en el volumen inicial que se incorpora en cada 

ensayo (8 ul para RT-qPCR y 200 ul para ID NOW) se procedió a realizar una extracción en columna a 

partir del material de referencia, cultivo de RSV, con el fin de utilizar cantidades equivalentes ya que, en 

este caso se parte de 200 ul en ambos casos. Con este propósito se realizó la extracción del material 

genético en columna utilizando el Easy Pure Viral DNA/RA Kit (TransGen Biotech). Este Kit es un 

método sencillo y rápido basado en columna para aislar el material genético viral, hasta 200 ul. El 

procedimiento consiste en un paso de lisis, un paso de enriquecimiento del material RNA o DNA con un 

Carrier y unión del RNA a una membrana de sílica en la columna, lavados y, finalmente elución del 

RNA de la columna. El procedimiento detallado es el siguiente:

 

1. Se adicionaron 20 ul de Proteinasa K estéril en un tubo 

eppendorf de 1,5 ml libre de RNAsas. 

2. Se adicionaron 200 ul del cultivo de RSV al tubo eppendorf 

con proteinasa K.

3. Se adicionaron 200 ul de buffer (BB5) con el carrier RNA (previamente preparado según 

indicaciones del inserto), la mezcla se vortexeó durante 15 segundos.
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4. Se incubó en termociclador a 56°C durante 15 minutos.

5. Se añadieron 250 ul de etanol al 96% al tubo que contenía el cultivo de RSV. Se vortexeo y se incubó 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

6.  Se transfirió todo el contenido a una columna de centrifugación. Se centrifugó a 12000 x g por 1 

minuto y luego se desechó el flujo eluido. 
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7. Se adicionaron 500 ul de WB5 y se centrifugó a 12000 x g por 1 minuto. Se descartó el líquido 

contenido en el tubo. Este paso se realizó dos veces

8. Se centrifugó a 12000 x g por 1 minuto para remover el etanol remanente que pudiera haber quedado 

y secar por completo la membrana.

9. Se traspasó la columna a un tubo de micro-centrífuga, de 1,5 ml libre de RNA asas. 

10. Se añadieron 30 ul de Agua libre de RNAsas (provista por el kit), en el centro de la columna y se 

incubó a temperatura ambiente durante 1 minuto.
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A B
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7.

Well Fluor Sample Cq

A07 Cy5 RM00001 N/A

B07 Cy5 RM00002 31.26

C07 Cy5 RM00003 31.58

D07 Cy5 RM00004 32.59

E07 Cy5 RM00005 31.68

F07 Cy5 RM00006 32.05

G07 Cy5 RM00007 32.54

H07 Cy5 RM00008 31.81

Cy5

FAM

HEX
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Well Fluor Sample Cq Well Fluor Sample Cq

A07 HEX RM00009 26.06 A07 Cy5 RM00009 27.20

B07 HEX RM00010 30.17 B07 Cy5 RM00010 30.84

C07 HEX RM00011 24.55 C07 Cy5 RM00011 30.33

D07 HEX RM00012 22.88 D07 Cy5 RM00012 29.60

E07 HEX RM00013 22.31 E07 Cy5 RM00013 30.46

F07 HEX RM00014 26.03 F07 Cy5 RM00014 29.47

G07 HEX RM00015 22.70 G07 Cy5 RM00015 30.02

H07 HEX Control - N/A H07 Cy5 29.38

Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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⅕ ⅕ ⅕

Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX
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Cy5

FAM

HEX



56

Cy5

FAM

HEX
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1/10 a partir de cultivo de RSV y del extracto de cultivo <puro=. Imagen extraída

y del extracto de cultivo <puro=

Cy5

FAM

HEX
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y del extracto de cultivo <puro=

FAM

FAM
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25.05

34.32

Neg.

28.12

30.10

24.55

29.75
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Cuadro 1. Comparación de los resultados obtenidos para las muestras RSV positivas 
procesadas por las técnicas disponibles en el Hospital Mi Pueblo y por nuestro ensayo, RT-
qPCR. Las muestras con resultados discordantes entre las metodologías analizadas se procesaron 
nuevamente.
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Cuadro 2. Comparación de los resultados obtenidos para las muestras RSV negativas pero 
positivas para otros virus (11hMPV, 2 Flu A, 8 Flu B) procesadas por las técnicas disponibles 
en el Hospital Mi Pueblo y por nuestro ensayo, RT-qPCR. 
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Cuadro 3. Comparación de los resultados obtenidos para las muestras negativas para todos los 
virus procesadas por las técnicas disponibles en el Hospital Mi Pueblo y por nuestro ensayo, 
RT-qPCR. 
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#

™

⅕

™

™ ™

Cuadro 4. Comparación de los resultados 
obtenidos para la determinación del LOD por 
LAMP y por RT-qPCR, a partir de diluciones 
seriadas 1/5 realizadas con muestra RSV 
positiva (RM00006)

Cuadro 5. Comparación de los resultados 
obtenidos para la determinación del LOD por 
LAMP y por RT-qPCR, a partir de diluciones 
seriadas 1/10 realizadas con muestra RSV 
positiva (RM00006).

Cuadro 7. Comparación de los resultados 
obtenidos para la determinación del LOD 
por LAMP y por RT-qPCR, mediante 
diluciones seriadas 1/10 realizadas a partir 
de extracto cultivo de RSV.

Cuadro 6. Comparación de los resultados 
obtenidos para la determinación del LOD por 
LAMP y por RT-qPCR, mediante diluciones 
seriadas 1/10 realizadas a partir de cultivo de 
RSV.
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tomaron todas las medidas de <cuidado=
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microscopio óptico de fluorescencia arrojando resultados enunciados como <positivo IFD= =negativo

IFD= . En discrepancia con RT

resultados se expresan como <detectable LAMP= / <no detectable LAMP=. Esa limitante es la razón por 

#

#
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