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Resumen

Actualmente no  se conoce en México la epidemiología de metapneumovirus humano, por 
lo que se implementó una metodología molecular para detectar y diagnosticar metapneu-
movirus humano. A partir de un total de 118 pacientes en edad pediátrica con infección 
respiratoria aguda, se tomaron muestras clínicas, de las cuales se obtuvieron aislados virales 
que se clasificaron en fusogénicos y no fusogénicos en función de su capacidad de inducir 
o no la formación de sincitios. Posteriormente, los aislados virales se sometieron a detección 
de metapneumovirus humano por inmunofluorescencia directa y se analizaron por RT-PCR 
con oligonucleótidos específicos para la amplificación de los genes N (nucleocápside) y/o L 
(RNA polimerasa viral). Los resultados obtenidos demostraron que mediante RT-PCR con 
nuestro diseño de oligonucleótidos identificamos como metapneumovirus humano positivos 
el 100% de los aislados virales metapneumovirus humano positivos por inmunofluorescencia 
directa (42/118). Cabe destacar que con esta metodología se detectaron siete muestras hRSV 
positivas mediante RT-PCR a partir del grupo de 17 muestras metapneumovirus humano 
negativas por inmunofluorescencia directa, lo cual pone de manifiesto la mayor sensibilidad 
de nuestra metodología.

Abstract

In Mexico the molecular epidemiology and viral etiology of acute respiratory infections are 
very limited; there are no data about the frequency and circulation patterns of different 
seasonal human Metapneumovirus. Therefore, we design a molecular technique to detect 
and identify human Metapneumovirus. A total of 118 clinical samples from pediatric pa-
tients with low respiratory tract infections were isolated and classified by their fusogenic 
activity as fusogenic and non fusogenic isolates. Moreover, fusogenic and non fusogenic 
isolates were human Metapneumovirus confirmed by direct immunofluorescence. The 
human metapneumovirus positive isolates (42/118) were confirmed by RT-PCR using 
oligonucleotides designed in our laboratory to amplify the viral genes N (Nucleocapsid) 
and/or L (RNA polimerase). We demonstrated by RT-PCR that human Metapneumovirus 
infection was detected in 100% of the viral isolates previously confirmed as positive by 
direct immunofluorescence assay (42/118). Alternatively, from the negative isolates by direct 
immunofluorescence (17), we were able to identify seven isolates as human respiratory 
syncytial virus using our designed RT-PCR.
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Introducción

El hMPV es considerado actualmente un virus emer-
gente;1-3 se clasifi ca con base en la secuencia del gen 
de la glicoproteína de fusión o F4,5 en dos grupos, A 
y B, con dos subgrupos cada uno:4 A1, A2, B1 y B2. 
El análisis fi logenético de los subgrupos de hMPV 
indica que la dinámica epidemiológica de este virus 
es compleja.5 Reportes recientes indican que a nivel 
mundial se presenta la cocirculación de los cuatro 
genotipos en brotes anuales, variando su prevalencia 
cada año.5-9 Recientemente se reportó que hay una 
alta prevalencia de hMPV en pacientes en edad pe-
diátrica hospitalizados con bronconeumonía, lo que 
demuestra su importancia como agente etiológico 
de infecciones respiratorias severas (5-15% de los 
casos).5-9 En México no se conocen la frecuencia ni 
las características epidemiológicas de la infección por 
hMPV y sus variantes virales, por lo que el objetivo de 
este trabajo fue implementar un método de detección 
molecular altamente sensible y específi co para hMPV 
en aislados virales a partir de muestras clínicas, el 
cual permitió la confi rmación y tipifi cación de hMPV 
y sus variantes.

Pacientes y métodos

Durante los años 2004, 2006 y 2008-2011 se confor-
mó para un estudio piloto descriptivo una cohorte de 
118 muestras obtenidas por aspirado y/o exudado 
faríngeo o nasofaríngeo de pacientes pediátricos de 
cero a 11 años y mayores de 12 años con enfermedad 
respiratoria severa. Las muestras biológicas proceden 
del Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemio-
lógicos (InDRE) y de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de San Luis Potosí, México. 
A cada muestra se le realizaron tres pases ciegos en 
monocapas semiconfl uentes de células HEp-2 (células 
epiteliales de carcinoma de laringe de origen humano 
ATCC CCL-23) propagadas en placas de 24 pozos en 
medio Dulbecco’s Modifi ed Eagle Medium (DMEM; In-
vitrogen) con 5% de suero fetal bovino (SFB; Biowest) 
en presencia de antibióticos 100x (penicilina 10,000 U/
mL, estreptomicina 10,000 μg/mL; fungizona 25 μg/mL 
GIBCO). Para llevar a cabo el primer pase, se realizó 
la infección de las células con 150 μL de la muestra 
y se dejó adsorber dos horas en atmósfera húmeda 
5% de CO2; posteriormente, se retiró el inóculo y se 
colocó medio DMEM incompleto fresco. Se incubaron 
por una semana o hasta observar efecto citopático 
(formación de sincitios) para realizar la colecta de los 
sobrenadantes denominados «aislados virales».

En el segundo y tercer pase, se realizó la infección 
de las células con 150 μL del aislado correspondiente 
y se incubaron hasta por una semana para realizar la 
colecta de los aislados virales. Cada muestra y sus ais-
lados (tres pases) correspondientes se preservaron a 
-70 oC hasta su procesamiento. El protocolo de estudio 
fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de 
Medicina de la UNAM, y los representantes legales de 
los pacientes otorgaron un consentimiento informado 
para la participación de los niños en este estudio.

En el caso de hMPV, no existe una cepa comercial 
que pueda ser utilizada como referencia; por ello, para 
este estudio se estableció un control de hMPV positivo, 
para lo cual se seleccionaron dos muestras clínicas 
positivas por IFD, una representativa de fusogenicidad 
(MEX3670Fus) con un título viral de 3.43 x 105 TCID50/
mL y otra no fusogénica (MEX5286nFus) (Figura 1); 
no se determinó el título viral a los aislados virales.

Para favorecer la actividad fusogénica del virus, las 
muestras clínicas que durante la infección no mostra-
ron efecto citopático se trataron posteriormente con 
tripsina TPCK (solución de tripsina-quimiotripsina en 
presencia del inhibidor de quimiotripsina fenilalanilclo-
rometilcetona-PCK; Sigma) a una concentración fi nal 
de 0.2 μg/mL en DMEM, sin SFB. El control positivo 
fusogénico, así como el no fusogénico, se confi rmaron 
para hMPV por IFD con un anticuerpo monoclonal anti-
hMPV (Imagen™). Las muestras clínicas se analizaron 
en paralelo por IFD y compararon con los controles 
positivos de hMPV.

La confi rmación de hMPV en las muestras clínicas 
y controles positivos se realizó por RT-PCR con oligo-
nucleótidos (diseño propio) para la amplifi cación de los 
genes N (sentido: 5’ CAACAGCAGTGACACCCTC3’ 
y antisentido 3’ ACTCATACCGTTTCGTAA5’, tamaño 
del fragmento: 599 pb) y L (sentido 5’ CAACCAGGAA-
AACAGCGACA 3’ y antisentido 3’ GCCATAACTTCC-
TACCACAG 5’, tamaño del fragmento 447 pb).

Los oligonucleótidos se diseñaron con el progra-
ma Primer 3 Plus; el diseño se basó en la secuencia 
consenso construida a partir de secuencias completas 
de aislados virales reportados en Genbank de los 
cuatro subtipos: A1 (KC588902.1), A2 (FJ168779.1), 
B1 (AY525843.1) y B2 (FJ168778.1) de hMPV. Los 
alineamientos se llevaron a cabo con el programa 
Clustal Omega (EMBL-EBI).

De igual manera, se examinó la formación de 
dímeros o estructuras secundarias y alineamientos 
mediante BLAST con la base de datos de secuencias 
nucleotídicas de NCBI para descartar alineamientos 
con genes de otros organismos o regiones diferentes 
de hMPV.
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Se seleccionaron los genes N y L porque están al-
tamente conservados entre los grupos y subgrupos de 
hMPV. De acuerdo con lo reportado en la literatura, de 
todos los genes de hMPV, el gen N es el que presenta 
el mayor grado de conservación tanto en secuencia de 
nucleótidos como de aminoácidos (91.2% y 98.4%, res-
pectivamente).10-12 Para el caso del gen L, el porcentaje 
de homología de secuencias entre los grupos es de 
95-96%.10-12 Es importante señalar que en el laboratorio 
también se estableció el ensayo de RT-PCR para la 
identifi cación de hRSV utilizando oligonucleótidos es-
pecífi cos (diseño propio) para los genes N (nucleocáp-
side), F (fusión) y G (unión), y para el caso de hPIV2, 
para el gen HN (hemaglutinina-neuraminidasa). Las 
condiciones y resultados no se muestran.

La extracción de RNA total de los aislados virales, 
así como de los controles positivos fusogénico y no 
fusogénico, se realizó a partir de células HEp-2 in-
fectadas con 150 μL de cada aislado viral; el control 
negativo correspondió a células HEp-2 sin infectar. La 
extracción se hizo con TRIzol (Invitrogen) de acuerdo 
con las especifi caciones del proveedor. El RNA total 
obtenido se resuspendió en 30 μL de agua DEPC (die-
tilpirocarbonato) y se cuantifi có por espectrofotometría. 
A partir de una concentración de 3 μg de RNA total, se 
llevó a cabo la síntesis de los DNA complementarios 
(cDNA) por transcripción reversa, para lo cual se utilizó 
1 μL de RT (RevertAid H Minus Reverse Transcriptase; 
Fermentas 10,000 U). La reacción de retrotranscrip-
ción se realizó con 1 μL de oligo-dT (ThermoScientifi c 
100 μM) en un volumen fi nal de 20 μL. La síntesis de 
cDNA con oligo-dT tiene como ventaja la producción 
del cDNA a partir del mRNA total; por lo tanto, permite 
recuperar la mayor concentración de transcritos.13,14 
Las reacciones de PCR de punto fi nal (50 μL) se rea-
lizaron con 10 μg/mL de concentración fi nal por cada 
oligonucleótido y 0.2 μL de Taq polimerasa (MyTaq 
DNA polymerase 2500 U; Bioline), y de conformidad 
con el siguiente perfi l térmico: gen N: 95 oC, 10 minutos 
(1X); 95 oC, 55 segundos; 60 oC, 60 segundos; 72 oC, 
55 segundos (35X); 72 oC, 10 minutos (1X); gen L: 95 
oC, 10 minutos (1X); 95 oC, 55 segundos; 66 oC, 60 se-
gundos; 72 oC, 55 segundos (35X); 72 oC, 10 minutos 
(1X). Los productos de amplifi cación se observaron en 
geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de eti-
dio. Las imágenes se visualizaron, fotodocumentaron 
y analizaron con el software Quantity One (BioRad).

Resultados

El estudio de cohorte fue un estudio piloto descripti-
vo que consistió en 118 muestras de individuos con 

Figura 1. Actividad fusogénica. El aislamiento viral per-
mitió clasificar las muestras en tres grupos. A. Imagen 
representativa del primer grupo, que incluye las mues-
tras con actividad fusogénica espontánea. B. Imagen 
representativa del segundo grupo; incluye las muestras 
que al cabo de tres pases no presentaron ECP y se tra-
taron con TPCK. C. Imagen representativa del tercer 
grupo; corresponde a aquellas muestras que no presen-
taron fusogenicidad aun después del tratamiento con 
TPCK.
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infección respiratoria aguda. El total de muestras se 
dividió por grupo etario en tres subcohortes: pacientes 
pediátricos de cero a 11 años (52.54% n = 62), mayo-
res de 12 años (8.47% n = 10), y la tercera no se pudo 
clasifi car correctamente porque no se indicó la edad 
de los sujetos, sólo se reportaron como enfermos en 
edad pediátrica (38.98% n = 46).

El aislamiento viral permitió clasifi car las muestras 
en tres grupos, el primero incluye las muestras con 
actividad fusogénica espontánea (19.49% n = 23), la 
actividad fusogénica se logró después de tres pases 
ciegos. Las muestras que al cabo de tres pases no 
presentaron efecto citopático (ECP) se trataron con 
TPCK para inducir la actividad fusogénica, y aquéllas 
que presentaron ECP inducido conformaron el segun-
do grupo (16.94% n = 20). Finalmente, el tercer grupo 
correspondió a aquellas muestras que no presentaron 
fusogenicidad aun después del tratamiento con TPCK 
(68.64% n = 75) (Figura 2).

La presencia de hMPV se determinó por IFD en 
cada grupo de muestras. Los resultados obtenidos 
confi rmaron que 18 (15.25%) de 118 muestras fue-
ron positivas para hMPV. También se pudo detectar 
la presencia del virus sincitial respiratorio humano 
(hRSV) en 59 muestras (50%) y se identifi caron 24 
(20.33%) muestras que presentaban coinfección de 
hMPV y hRSV. 17 muestras fueron negativas a los 
virus estudiados. Todos los ensayos realizados para la 
tipifi cación por IFD de las muestras clínicas incluyeron 
los controles hMPV positivos.

De las 42 muestras positivas para hMPV por IFD, 
11 (26.2%) presentaron fusogenicidad inducida, nueve 
(21.42%) fusogenicidad espontánea y 22 (52.38%) se 
clasifi caron como no fusogénicas (Figura 3).

En condiciones previamente estandarizadas y 
utilizando los controles positivos (MEX3670Fus y 
MEX5286nFus) para amplifi car los genes N y L, se lle-
vó a cabo el ensayo de RT-PCR de punto fi nal para la 
confi rmación de la presencia de hMPV en los aislados 
virales que fueron tanto positivos (42) como negativos 
(17) a este virus por IFD. Se tipifi caron por RT-PCR un 
total de 59 aislados, de los cuales 42 fueron positivos 
a hMPV; de las 17 negativas para hMPV por IFD, se 
confi rmaron siete para hRSV y dos para el virus de 
parainfl uenza humano tipo 2; ocho muestras resultaron 
negativas por RT-PCR a los virus estudiados.

Una muestra se consideró positiva para hMPV 
cuando se identifi có el amplifi cado esperado en al 
menos uno de los genes virales N y/o L. La detección 
del producto amplifi cado esperado para el gen N, con-
siderando lo reportado en la bibliografía respecto al alto 
porcentaje de homología de secuencia en nucleótidos 

del gen N (91.2%) entre los grupos y subgrupos de 
hMPV,10-12 permitiría identifi car y confi rmar de forma 
certera la presencia de este virus en los aislados vira-
les a partir de las muestras clínicas. En cambio, para el 
gen L (gen de la polimerasa), a pesar de que se había 
reportado que presentaba un porcentaje de homología 
del 95 al 96%, otros reportes indican que la homología 
de secuencia entre los dominios funcionales de la po-
limerasa puede variar de 53-91% entre los diferentes 
grupos y subgrupos de hMPV.12 La polimerasa viral 
está conformada por seis dominios funcionales I-VI, 
de los cuales, los dominios V-VI, particularmente la 
región que va del nucleótido en la posición 1787 al 
nucleótido en la posición 1943, presentan una baja ho-
mología de secuencia entre los miembros del género 
Pneumovirinae,12,15 por lo que es fundamental precisar 

Figura 2. Titulación por TCID50 del control interno con 
actividad fusogénica. Los controles internos fusogénico 
y no fusogénico se establecieron a partir de aislados vi-
rales positivos a hMPV por IFD. El control fusogénico 
se tituló por ensayo de TCID50. A. Control de células 
HEp-2 no infectadas. B. Control fusogénico con un títu-
lo viral de 3.43 x 105 TCID50/mL.
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que los oligonucleótidos seleccionados amplifi can la 
región comprendida entre los nucleótidos 1698-2206, 
lo que implica la posibilidad de que los oligonucleóti-
dos no hibriden adecuadamente en esta región y, en 
consecuencia, que no se puedan obtener productos 
de amplifi cación y/o den un resultado negativo falso a 
este virus para la muestra en estudio. Por esta razón, 
aunque se amplifi caron los dos genes, se consideran 
como positivos aquellos aislados virales que fueron po-
sitivos para el gen N, aunque hubieran sido negativos 
para L. En la fi gura 4 se observa un gel representativo 
con tres muestras clínicas (1040, 1378 y 3652), en 
las cuales se amplifi caron los genes L (447 pb), y N 
(599 pb). Paralelamente, se muestran los productos 
de amplifi cación correspondientes al control positivo 
MEX3670Fus y al control interno de β-actina, así como 
un control negativo que correspondió a células HEp-2 
sin infectar.

Es importante señalar que durante el análisis de los 
productos de amplifi cación de los aislados analizados, 
además de observar el fragmento amplifi cado del 
tamaño esperado, se identifi caron también productos 
amplifi cados de diferente tamaño con peso molecular 
superior o inferior a éste, los cuales no se detectaron 
en el control negativo, que correspondió a células 
HEp-2 sin infectar (Figura 4).

Se encontraron los dos productos de amplifi cación 
correspondientes a los genes N (599 pb) y L (447pb) 
en un total de n = 31 muestras (52.54%) de las 59 ana-
lizadas por RT-PCR, mientras que en cinco (8.47%) 
de los 59 aislados analizados únicamente se observó 

Figura 3. Porcentaje de muestras que mostraron fuso-
genicidad. De las muestras positivas para hMPV (42), 
11 (26.2%) presentaron fusogenicidad inducida, nueve 
(21.42%), fusogenicidad espontánea, y 22 (52.38%) se 
clasificaron como no fusogénicas.
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Figura 4. Gel representativo de la amplificación de los genes virales N y L a partir de muestras clínicas. MPM = mar-
cadores de peso molecular; 1 = gen de β-actina de la muestra 1040; 2 = gen L de hMPV de la muestra 1040; 3 = 
gen N de hMPV de la muestra 1040; 4 = gen de β-actina de la muestra 1378; 5 = gen L de hMPV de la muestra 
1378; 6 = gen N de hMPV de la muestra 1378; 7 = gen de β-actina de la muestra 3652; 8 = gen L de hMPV de la 
muestra 3652; 9 = gen N de hMPV de la muestra 3652; 10 = gen L de hMPV del control positivo; 11 = gen N de 
hMPV del control positivo.
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la banda de 599 pb, no se observaron bandas adicio-
nales. Asimismo, en seis (10.16%) de los 59 aislados 
analizados únicamente se observó la banda de 447 
pb del gen L, no se observaron bandas adicionales. La 
variación en el número de productos de amplifi cación 
observados en los 42 aislados positivos a hMPV no 
se relacionó con la capacidad fusogénica inducida, 
espontánea o su ausencia. No hubo diferencia signifi -
cativa de acuerdo con la prueba de Wilcoxon, p > 0.90.

Discusión

El estudio de cohorte fue un estudio piloto descripti-
vo que consistió en 118 muestras de pacientes con 
infección respiratoria aguda. Se realizaron tres pases 
ciegos a las 118 muestras obtenidas, estos pases, 
además de enriquecer el título viral, nos permitieron 
obtener un banco de aislados que sirve como res-
paldo de las muestras y nos provee de una cantidad 
sufi ciente de virus para la realización de los ensayos.

Durante la realización de estos pases, 23 (19.49%) 
de las 118 muestras produjeron sincitios, por lo cual la 
producción de este tipo de ECP se denominó «fuso-
genicidad espontánea».16,17 La actividad fusogénica, 
cuando no se presenta de manera espontánea, puede 
ser inducida por la acción enzimática de la tripsina. 
La tripsina procesa las subunidades F1 y F2 de la 
proteína viral de fusión o F (precursor F0), lo que fa-
vorece la exposición de los dominios de fusión.18,19 Se 
ha reportado que el desarrollo de ECP es favorecido 
por proteasas externas en otros virus respiratorios, 
como los virus de parainfl uenza humana 1 y 220 y el 
de la infl uenza,21 es por ello que se estandarizaron 
las condiciones para inducir fusogenicidad. Existe 
una serie de reportes que demuestran que el trata-
miento con TPCK es capaz de inducir efi cientemente 
la actividad fusogénica en aislados virales de hMPV, 
por lo que las muestras que no desarrollaron sinci-
tios de forma espontánea se trataron con TPCK. Si 
el ECP se presentaba, era un indicio de presencia 
viral, probablemente causada por hMPV, dados los 
antecedentes teóricos y lo observado en el control 
positivo (Figura 1). Cabe destacar que no se repitió 
el tratamiento con tripsina en pases posteriores; la 
fusogenicidad se desarrolló de manera «espontánea», 
lo cual presumiblemente nos indica que emergieron 
mutantes independientes de tripsina, similar a lo que 
sugieren Schickli y sus colaboradores.22-24

Las infecciones respiratorias por hMPV y hRSV 
parecen afectar a individuos con la misma cohorte de 
edad (de cero a 11 años). En nuestro trabajo, la edad 
media de los pacientes pediátricos fue de 18.9 meses, 

un poco inferior a la descrita en otro estudio nacional 
realizado por Rodríguez y su grupo,25 donde reportan 
una edad media de 22 meses. En América Latina, 
otros reportes recientes informan que en Brasil fue 
de ocho meses.26 Si se toman en cuenta los pacien-
tes menores de 18 años, la media es de 21.6 meses; 
aun así, es baja en comparación con la reportada en 
Chile (33 meses).27 Sin embargo, la media pediátrica 
es superior a la descrita por otros grupos: Reina y co-
lega, en España, observaron una edad media de 12.5 
meses;28 estudios realizados en otros países, como 
Israel, reportan una media de 17.6 meses.29

En cuanto a la frecuencia estacional, encontramos 
que hMPV y las coinfecciones con hRSV estuvieron 
presentes durante los meses de enero a abril, presen-
tando picos máximos en abril para hMPV y en marzo 
para las coinfecciones. Esta frecuencia es acumula-
tiva de los años 2004, 2006 y 2008-2011. Los datos 
coinciden con muchos otros estudios, que reportan 
que la mayoría de las infecciones respiratorias por 
hMPV y hRSV se producen en los meses fríos.25 Sin 
embargo, en nuestro trabajo no pudimos establecer 
una relación con la frecuencia estacional debido a 
que las muestras provienen de diferentes años y para 
observar este parámetro se requiere de un muestreo 
más amplio de todo el año.

En términos generales, se reporta que las infec-
ciones por hMPV son menos graves y precisan de 
menos ingresos hospitalarios, aunque esto depende 
de los grupos de edad y las zonas geográfi cas consi-
deradas. En cuanto a las coinfecciones con hRSV y 
hMPV, se ha indicado que son frecuentes.27 Drews y 
su equipo plantean que la presencia de hRSV en las 
coinfecciones se debe a que este virus podría facilitar 
la infección con un segundo virus respiratorio.30 Sin 
embargo, aún no se ha aclarado su implicación con 
la severidad de la infección.

Algunos estudios indican que el cuadro respiratorio 
en caso de coinfección es más severo que con los 
agentes individuales,31,32 mientras que otros no han 
descrito exacerbación de la infección.1,27 Se desco-
noce si estos resultados contradictorios se deben a 
diferencias metodológicas o variabilidad en los virus 
circulantes.33

Es importante destacar que las muestras prove-
nientes de pacientes hospitalizados correspondieron 
a aquéllas que no desarrollaron fusogenocidad; sin 
embargo, hay que recordar que la respuesta del hospe-
dero a la infección depende de muchos factores, entre 
ellos, el estado inmunológico y la patogenicidad del 
virus que infecta; por ello, in vivo, no se puede realizar 
una asociación directa de mecanismos evasores del 
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sistema inmune, como lo es la fusogenicidad, con un 
estado clínico grave del paciente. No obstante, es im-
portante considerar que la fusogenicidad y la presencia 
de variantes virales son dos factores importantes en 
la patogenicidad de hRSV y hMPV.

En la literatura se ha reportado que para miembros 
de la familia Paramyxoviridae, las variantes relaciona-
das con el desarrollo o pérdida de fusogenicidad se 
encuentran en la glicoproteína de superfi cie, particu-
larmente en la proteína F o de fusión. Además, para 
el virus de sarampión, se ha reportado que variantes 
truncas en la proteína M o de matriz facilitan el desa-
rrollo de fusogenicidad.33 

Respecto a la observación de bandas de amplifi -
cación con un tamaño inferior o superior al esperado 
para ambos genes, éstas nos sugieren la presencia 
de variantes virales; sin embargo, esta consideración 
debe tomarse con reserva, ya que esta suposición 
deberá ser confi rmada por secuenciación: de ninguna 
manera la observación de estas bandas adicionales 
nos confi rma tal variación. No obstante la presencia de 
estas bandas de amplifi cación, los oligonucleótidos di-
señados en el laboratorio se utilizaron para establecer 
una metodología diagnóstica altamente sensible y es-
pecífi ca que permitió identifi car la presencia de hMPV 
y otros virus respiratorios en las muestras clínicas 
analizadas. La especifi cidad de los oligonucleótidos 
para la identifi cación de hMPV se mostró cuando se 
retaron con cDNA blancos de otros virus respiratorios 
de la misma familia (Paramyxoviridae). Los resultados 
obtenidos (no se muestran) demostraron que no hubo 
amplifi cación inespecífi ca. Es relevante mencionar 
que en el laboratorio también se estandarizaron las 
condiciones de amplifi cación para hRSV y para hPIV 
(virus de parainfl uenza tipo 2 humano), y en ambos 
casos, la especifi cidad de los oligonucleótidos dise-
ñados por y probados en el laboratorio no mostraron 
amplifi cación inespecífi ca. 

Si bien es cierto que en este estudio piloto descrip-
tivo la prueba de RT-PCR se estableció con aislados 
virales presuntivamente positivos a hMPV por IFD, 
esto tuvo como objetivo inicial establecer la estanda-
rización con aislados virales identifi cados previamente 
como hMPV positivos, sin dejar de lado que los ensa-
yos de IFD pueden dar resultados negativos falsos. 
No obstante, los resultados obtenidos con los cDNA 
blanco demostraron la especifi cidad de la prueba, que 
permitió identifi car y confi rmar la presencia de hMPV. 
Asimismo, los aislados virales negativos por IFD para 
hMPV se confi rmaron como positivos para hRSV y 
hPIV2 (no se muestran) por los ensayos de RT-PCR 
establecidos en el laboratorio.

La implementación de esta herramienta diagnóstica 
permitirá una identifi cación rápida del agente viral, 
lo que coadyuvará al profesional de la salud para 
establecer las medidas terapéuticas, profi lácticas y/o 
paliativas para cada paciente conociendo el agente 
causal, hecho indistinguible desde el punto de vista 
clínico; además de las implicaciones que puede tener 
el diseño de herramientas moleculares para la tipifi ca-
ción viral y el impacto epidemiológico.

Conclusiones

En nuestro estudio se desarrolló una metodología para 
la confi rmación de la infección de hRSV y/o hMPV por 
RT-PCR. Además, obtuvimos las frecuencias epide-
miológicas de dos de los principales agentes etioló-
gicos virales de infecciones respiratorias agudas en 
pacientes en edad pediátrica: hRSV ,47.58%; hMPV, 
14.52%, y coinfección, 19.35%.
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