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ABREVIATURAS

RVh: Rinovirus humano.

RVh-A: Enterovirus alpharhino

RVh-B: Enterovirus betarhino

RVh-C: Enterovirus cerhino
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11.VPg: Viral Protein genome-linked (Proteina viral unida al genoma)
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RESUMEN

El rinovirus humano (RVh), principal agente causal del resfriado comun es un patogeno
con una alta diversidad genética (clasificado en tres especies: RVh-A, RVh-B y RVh-
C, subtipificadas en 169 genotipos) y tiene el potencial de causar infecciones
respiratorias graves, como neumonia y exacerbaciones del asma, especialmente en
poblaciones vulnerables. A nivel mundial, esta variabilidad genética dificulta el
desarrollo de vacunas y resalta la importancia de la vigilancia activa de los genotipos
circulantes. Sin embargo, en Panama, los estudios sobre el RVh son escasos y se

limitan a informes de circulacion entre 2010y 2011.

El objetivo principal de este estudio es identificar la diversidad genotipica del rinovirus
humano en pacientes con infecciones respiratorias agudas, generando datos clave
para la vigilancia epidemiolégica nacional. Para ello, se analizaron muestras
nasofaringeas positivas para RVh del Programa de Vigilancia Epidemiologica de la
Influenza y Otros Virus Respiratorios. Se extrajo material genético y se amplificaron
las regiones gendmicas VP2-VP4 para su posterior secuenciacion y analisis

filogenético.

Este estudio revel6 la circulacion de 31 genotipos caracterizados a partir de 46
secuencias distribuidas entre las tres especies virales. La mayor diversidad se observé
en RVh-A (54,8%), seguido de RVh-C (38,7%) y RVh-C (6,5%). Los genotipos
predominantes fueron: RVh-A12 (13,04%) y el RVh-C6 (10,87%). El 82,60% de los
casos correspondieron a pacientes hospitalizados. En cuanto a los grupos de edad, la
mayor prevalencia se observo en lactantes de 1 a 3 meses (23,91%) y de 9 meses a
1 ano (23,91%). De las 46 muestras analizadas, 6 (13,04%) presentaron coinfeccion
con otro agente viral, siendo el mas frecuente el virus de la Parainfluenza tipo 1 (hPIV-
1) (2/6).

El estudio demuestra una alta diversidad genética de RVh en Panama, con predominio
de RVh-A en menores de cinco afos, resaltando la importancia de fortalecer su

vigilancia molecular en Panama.
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ABSTRACT

Human rhinovirus (HRV), the main causative agent of the common cold, is a pathogen
with high genetic diversity (classified into three species HRV-A, HRV-B, and HRV-C
subtyped into 169 genotypes) and has the potential to cause severe respiratory
infections such as pneumonia and asthma exacerbations, particularly in vulnerable
populations. Globally, this genetic variability complicates vaccine development and
highlights the importance of active surveillance of circulating genotypes. However, in
Panama, studies on HRV are scarce and limited to reports of circulation between 2010
and 2011.

The main objective is to identify the genotypic diversity of human rhinovirus in patients
with acute respiratory infections, generating key data for national epidemiological
surveillance. For this purpose, HRV-positive nasopharyngeal samples from the
Epidemiological Surveillance Program for Influenza and Other Respiratory Viruses
were analyzed. Genetic material was extracted, followed by amplification of the VP2—

VP4 genomic regions for subsequent sequencing and phylogenetic analysis.

This study revealed the circulation of 31 genotypes characterized from 46 sequences
distributed among the three viral species. The greatest diversity was observed in HRV-
A (54.8%), followed by HRV-C (38.7%) and HRV-B (6.5%). The predominant
genotypes were HRV-A12 (13.04%) and HRV-C6 (10.87%). A total of 82.60% of the
cases corresponded to hospitalized patients. Regarding age groups, the highest
prevalence was observed among infants aged 1-3 months (23.91%) and 9 months to
1 year (23.91%). Of the 46 samples analyzed, 6 (13.04%) showed coinfection with
another viral agent, the most frequent being Parainfluenza virus type 1 (HPIV-1) (2/6).

The study demonstrates high genetic diversity of HRV in Panama, with a predominance
of HRV-A in children under five years of age, highlighting the importance of

strengthening its molecular surveillance in Panama.

15



INTRODUCCION

Cada afo los virus respiratorios constituyen una de las principales causas de
infecciones respiratorias agudas (IRA) en todo el mundo. Aunque afectan a individuos
de todas las edades, la poblacion pediatrica y los adultos mayores constituyen los
grupos mas vulnerables, concentrando el mayor numero de hospitalizaciones. Estos
agentes virales poseen elevadas tasas de infeccion que aunado a infecciones
oportunistas de patdbgenos como bacterias u otros virus incrementan el numero de
pacientes con IRA. A su vez las tasas de mortalidad experimentan un aumento debido
a distintos factores que interactuan con estas infecciones como son las comorbilidades

y la creciente preocupacion ante la resistencia antimicrobiana.

Se estima que al aio mueren 4,25 millones de personas a causa de IRA en todo el
mundo, existe una alta incidencia de infeccidn por virus respiratorios en pacientes con
comorbilidades, adultos mayores y nifios, o que conlleva a considerar esta poblacion
como vulnerable ya que corren el riesgo de desarrollar IRA asociadas a virus
respiratorios. Teniendo en cuenta este contexto, es fundamental conocer a uno de los
agentes virales con mayor circulacion e importancia clinica relacionado con infecciones

respiratorias agudas en el mundo, el rinovirus humano (RVh).

El RVh es responsable directo de los “resfriados comunes” y es considerado como uno
de los principales agentes causales de infecciones respiratorias agudas en el tracto
respiratorio superior. Entre los sintomas mas frecuentes de estas infecciones se
encuentran dolor de garganta, rinorrea, cefalea, tos, malestar general y fiebre baja.
Ademas, es asociado comunmente a exacerbaciones graves de pacientes con
enfermedad pulmonar cronica (EPOC) y también se caracteriza por presentar las
primeras manifestaciones de EPOC en personas que ya tenian un dafio pulmonar no
diagnosticado. En enfermedades cronicas como el asma se discute que RVh es el
principal causante de lo que se conoce como asma inducida por virus, ademas RVh
esta presente en el 60% de las exacerbaciones de asma en nifios (Hayashi et al.,
2022).
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Los analisis epidemiologicos discuten que en promedio los adultos tienen de 2 a 5
episodios de resfriado comun por afo, mientras que los nifios tienen entre 7 y 10
episodios por afo (Eccles, 2005). Van Benten et al. (2003) encontraron RVh en el 27%
de los episodios de resfriado comun en nifios de 6 meses y en el 60% en nifio de 24

meses.

Si bien RVh es asociado como la causa mas frecuente de sintomas de
‘resfriado comun”, el trabajo en la ultima década mostré que RVh también esta
presente en tasas altas de individuos asintomaticos y que incluso estas infecciones
asintomaticas pueden desencadenar la expresion de anticuerpos en la mucosa de las
vias respiratorias. Esta expresion de anticuerpos puede llegar a enmascarar las
infecciones por RVh lo que dificulta su deteccidn y, en consecuencia, su registro en los
controles epidemiologicos. Sumado a ello los pacientes asintomaticos se convierten
en importantes focos de infeccion dentro de la poblacion, pasando inadvertidos para
los sistemas de vigilancia epidemioldgica (Wu et al., 2020).

En estudios clinicos recientes, se han descrito coinfecciones de RVh con otros agentes
infecciosos y a su vez estas coinfecciones se asocian con una estadia hospitalaria mas
prolongada en comparacion con la infeccion por RVh sola (Esneau et al., 2022). Alkindi
et al. (2020) describieron coémo las coinfecciones por RVh exhiben una alta prevalencia
vinculada con varios organismos bacterianos, lo que sugiere que la presencia viral
puede alterar el entorno del tracto respiratorio para favorecer la colonizacion
bacteriana (Alkindi et al., 2020).

Las herramientas de biologia molecular como PCR y RT-PCR facilitan la deteccion de
RVh y otros virus respiratorios de relevancia clinica, en tiempos realmente cortos, esto
permite una respuesta rapida hacia el sistema sanitario y la evaluacion de un
tratamiento apropiado. Los avances en la secuenciacion de genomas completos y
estudios moleculares sobre la replicacion y patogénesis del RVh han permitido
clasificar a este virus a través del estudio de la region VP2 y VP4 y 5" UTR en 3

especies dentro del género Enterovirus: Enterovirus alfarino, Enterovirus betarino,

17



Enterovirus cerhino, esto segun el comité internacional de taxonomia viral (ICTV)
(2025).

En Panama el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) lleva
el Sistema de Vigilancia Nacional para Influenza y otros Virus Respiratorios, que con
herramientas de deteccion molecular se encarga de detectar RVh en muestras
obtenidas de hisopados nasofaringeos provenientes de 14 regiones de salud del pais.
Este sistema de vigilancia reporta que para el periodo 2011-2016 RVh circul6 en
nuestro pais durante todo el afio durante el periodo antes mencionado, este siendo el
segundo con mayor predominancia después de RSV (Virus sincitial respiratorio) en

nifos menores de 5 anos. Ver Figura 6.
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JUSTIFICACION

A pesar de que RVh es una de las principales causas de infecciones respiratorias en
el mundo, existen pocos trabajos sobre su caracterizacion molecular en la region,
incluyendo a Panama donde se ha realizado un solo reporte que incluyé el analisis de
muestras entre mediados del 2010 a mediados del 2011. Este estudio evidenci6 una
mayor frecuencia de deteccion de las especies RVh-A (60%, n = 37) y RVh-C (32%, n
= 20), en comparacion con RVh-B (8%, n = 5). Dichos resultados confirmaron la alta
variabilidad genética de este virus en nuestro pais, lo que demuestra el vacio de
informacion y, por ende, la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemioldgica
molecular de este virus en la regidn. Establecer esta vigilancia permite identificar los
genotipos circulantes, detectar la posible introduccidn de nuevas variantes y establecer

correlaciones con la severidad clinica en grupos vulnerables.

La reciente pandemia causada por el virus del SARS CoV-2 permitié un acercamiento
entre clinicos y la comunidad cientifica para disefar estrategias innovadoras y lograr
contener los contagios de este virus respiratorio. Segun la OMS se estima que
murieron cerca de 15 millones de personas en todo el mundo, entre los casos
confirmados y sin confirmar, esto debido al colapso de sistemas sanitarios en una gran
cantidad de paises. Un conocimiento previo de ese virus permitié la accion oportuna
de tratamientos y el desarrollo de vacunas en tiempo récord. La generacion de
conocimiento previo acerca de los diferentes patdgenos que asechan a la humanidad,
a menudo es clave para trazar las rutas de contencion de posibles brotes y epidemias
de forma estratégica y oportuna.

Este estudio busca caracterizar las cepas de RVh que circularon entre 2011 a 2016,
obteniendo datos clave que contribuyan a actualizar el conocimiento sobre la
diversidad genética del virus en el pais fortaleciendo la vigilancia epidemioldgica. Este
conocimiento contribuye a la identificacion de grupos de riesgo en la poblacién

panamena.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la diversidad genotipica de Rinovirus humano en pacientes con infeccion

respiratoria aguda durante los afos 2011 al 2016 en Panama.

Objetivos especificos

Determinar los genotipos de Rinovirus humano circulantes en Panama a través
del analisis de secuencias genéticas obtenidas de muestras positivas entre los
anos 2011-2016.

Comparar los genotipos de Rinovirus humano identificados en Panama
con aquellos reportados en otras regiones para establecer posibles
relaciones filogenéticas y patrones de circulacion regional.
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CAPITULO |



1. Marco teorico

1.1 Antecedentes historicos

El rinovirus humano fue aislado por primera vez en la Universidad Johns Hopkins 1956
por el Dr. Winston Price, y poco tiempo después se establecié que constituia el
principal agente asociado a los sintomas del resfriado comun en adultos (Price, 1956).
Este suceso marco el avance decisivo en el aislamiento de rinovirus y el inicio de los
procesos de caracterizacion virologica, facilitando la diferenciacion de este nuevo virus

con respecto a otros virus respiratorios que se mantenian circulando.

A finales de la década de 1950 y principios de los afios 60, varios centros de
investigacion comenzaron a aislar y describir cepas adicionales de rinovirus usando
cultivos celulares sensibles a bajas temperaturas, lo que resultdé clave para su
propagacion in vitro. Ailos mas tarde, en 1961, el término “rinovirus” fue propuesto
formalmente por Christopher Andrewes. Este término se asociaba con la marcada
preferencia del virus por replicarse en el epitelio nasal (Tyrrell & Chanock, 1963). El
nombre fue adoptado posteriormente por la comunidad cientifica y utilizado como base

para la clasificacion inicial del grupo dentro de la familia Picornaviridae.

En 1984 se publicé el primer genoma completo de un rinovirus humano (Stanway et
al., 1984), lo que permitié caracterizar su organizacion genética y sentd las bases para
la futura clasificacion molecular de este virus. Pocos afios después, en 1987, ya se
habian descrito alrededor de 100 serotipos gracias al avance de los cultivos celulares
y de las técnicas serologicas, que facilitaron el aislamiento y diferenciacion de multiples

variantes antigénicas del rinovirus humano (Hamparian et al., 1987).

Tras el desarrollo de técnicas moleculares avanzadas como el uso de la RT-PCR se
logré una reclasificacion mas precisa, estableciendo las tres especies principales:
RVh-A, RVh-B y RVh-C, esta ultima fue descubierta en 2006 tras su deteccion

mediante pruebas de nueva generacion (Dominguez et al., 2008).
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1.2 Agente causal

El rinovirus humano (RVh) es un virus de ARN perteneciente a la familia Picornaviridae
y al género Enterovirus, reconocido como la causa principal del resfriado comun.
Presenta un genoma monocatenario de polaridad positiva, sin envoltura, de
aproximadamente 7300 nucledtidos. Este genoma consta de un unico marco de lectura
abierto (ORF) con regiones no traducidas (UTR) en los extremos %'y 3'. EIl ORF
codifica una poliproteina, que es procesada por proteasas virales en 11 proteinas,
cuatro proteinas estructurales virales de la capside (VP1, VP2, VP3 y VP4) y siete
proteinas no estructurales (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C y 3D) que se observan en la figura
1. (Ljubin-Sternak & Mestrovi¢, 2023) (Malekshahi et al., 2022). Este virus presenta
una fuerte afinidad por las células del epitelio nasal, donde su replicacion se ve
favorecida por temperaturas cercanas a los 33-35 °C (Jacobs etal.,, 2013).
Actualmente se reconocen tres especies de RVh: Enterovirus alpharhino (RVh-A),
Enterovirus betarhino (RVh-B) y Enterovirus cerhino (RVh-C), subclasificadas a su vez
en 169 genotipos: 80 genotipos para RV-A, 32 para RV-B y 57 para RV-C (Esneau et
al., 2022; Mcintyre et al., 2013; Genus: Enterovirus | ICTV, 2025). Estas especies
presentan variaciones genéticas y utilizan distintos receptores celulares, factores que
explican su diversidad biologica y su capacidad para afectar a un amplio rango de la

poblacidn, especialmente a nifios y a personas con afecciones respiratorias previas.
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Fig. 1. Esquema de la traduccion y escision proteica del género Enterovirus. El genoma
se traduce en una sola poliproteina (P1 a P3) y luego se escinde en cuatro proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales. IRES: sitio de entrada interno al ribosoma.

UTR: regién no traducida (Rahajamanana et al., 2025).
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1.2.1 Morfologia y genoma

Los rinovirus humanos son virus pequenos sin envoltura de aproximadamente 15-30
nm (Dreschers et al., 2006). Su genoma esta compuesto por un ARN monocatenario
de polaridad positiva con un unico marco de lectura abierto (ORF) unido a una regién
5' no traducida (5'UTR) y una proteina de cebado viral corta (VPg). El ORF codifica
una poliproteina, que es procesada por proteasas virales en 11 proteinas individuales.
La capside viral esta formada por cuatro proteinas (VP1, VP2, VP3 y VP4),
responsables de su diversidad antigénica, mientras que las proteinas no estructurales
participan en la replicacion y el ensamblaje del genoma viral (Ljubin-Sternak &
Mestrovi¢, 2023). La proteina VP1 se localiza en la superficie externa y es el principal
objetivo de la respuesta inmunitaria, si bien la VP2 y la VP3 contribuyen a la
antigenicidad. La VP4 se localiza en la superficie interna de la capside e interactua con
el genoma (Royston & Tapparel, 2016) como se ilustra en la Figura 2.

Existen 60 copias de cada una de las cuatro proteinas de la capside, lo que confiere
al virién una estructura icosaédrica, con una hendidura en VP1 que sirve como sitio de

unidn a los receptores de la superficie celular (Jacobs et al., 2013).
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Fig.2. Estructura tridimensional del rinovirus B14 (representacion original;, ID MMDB: 225640).
Leyenda de colores: subunidad de la capside VP1 (rosa), subunidad de la capside VP2
(marrén), subunidad de la capside VP3 (azul), subunidad de la capside VP4 (verde). Fuente:
Resumen de Estructuras del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI), MMDB.
Las representaciones se realizaron con el visor de estructuras iCn3D, utilizando Three.js y
JjQuery. (Ljubin-Sternak & MeSstrovic, 2023).

La UTR 5' posee el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), que es esencial para
reclutar ribosomas para el inicio de la traduccion (Esneau et al., 2022). El marco de
lectura abierto (ORF) se divide en tres regiones: la primera, P1, codifica las proteinas
de la capside (VP1 a VP4), mientras que las siguientes, P2 y P3, codifican las proteinas
no estructurales (2A a 2C y 3A a 3D). El RVh exhibe altas tasas de mutacién y
recombinacion, particularmente en la union 5'UTR-capside y al comienzo de la region
P2, lo que contribuye a su diversidad genética y evolucion.

En cuanto a los elementos estructurales, una estructura en forma de trébol se ubica
cerca del IRES en la 5UTR y un pequefio bucle en la 3'UTR. Otra estructura de bucle,
el elemento de replicacion cis (cre), se encuentra en diferentes posiciones a lo largo
de la region codificante de la poliproteina, dependiendo de la especie viral. (Royston
& Tapparel, 2016).

La epidemiologia molecular global del RVh se basa en la asociacion filogenética de la
secuencia genética de la VP1(Rahajamanana et al., 2025), también el uso de umbrales
de identidad de secuencia para la asignacion de tipo en lugar de propiedades fisicas y
quimicas del virus ha contribuido a la descripcion de tres especies.

1.2.1.1 Diversidad y variabilidad

La amplia diversidad genética de rinovirus humano se refleja en la notable variacion
de aminoacidos presente en las regiones expuestas de la capside viral,
particularmente en los epitopos inmunogénicos neutralizantes (Nims). La elevada tasa

de mutaciones fijadas en estos sitios, especialmente en la proteina VP1, constituye

25



uno de los principales factores responsables del gran numero de genotipos de RV
actualmente identificados. Aunque es posible establecer comparaciones y relaciones
filogenéticas generales entre los distintos aislados virales, reconstruir con precision los
linajes evolutivos que originaron cada variante resulta casi imposible. Esto se debe a
que los arboles filogenéticos generados a partir de secuencias de VP1 suelen diferir
considerablemente de los construidos utilizando otras regiones del genoma, como
VP2/VP4, 3D, 3C o el IRES, evidenciando la complejidad evolutiva del virus.

Ademas, trabajos de genomica a gran escala han detectado que, si bien la
recombinacion en RVh era considerada poco frecuente, existen evidencias crecientes
de eventos de recombinacidn inter-genotipica en genomas completos, lo que sugiere
una dinamica evolutiva mas compleja de la que se creia anteriormente (Goya et al.,
2024; Sun et al., 2025).

La recombinacion en los RVh ocurre predominantemente en la region 5' no traducida
(UTR), esencial para la replicacion y la traduccion, y ocasionalmente en regiones no
estructurales. Entre las especies de RVh, RVh-A presenta la mayor frecuencia de
recombinaciéon. RVh-C participa en recombinacion interespecifica esporadica con
RVh-A en la UTR &', lo que contribuye a su variabilidad genética, mientras que RVh-B
presenta una actividad de recombinaciobn minima, con pocos intercambios

intergenotipicos documentados (Morelli et al., 2025)

Aun con esto, sigue siendo complejo reconstruir con precision los linajes que originaron
cada genotipo, ya que, analizar distintas regiones del genoma, los arboles filogenéticos
no siempre coinciden, lo que sugiere que cada segmento puede reflejar historias
evolutivas ligeramente distintas. Ademas, la considerable variabilidad genética del

virus dificulta obtener una linea evolutiva claramente definida.
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1.2.2 Taxonomia

El RVh se ha clasificado dentro de la familia Picornaviridae, dentro del género
Enterovirus al igual que otros virus de relevancia clinica y epidemiolégica como
enterovirus, coxsackievirus, ecovirus y poliovirus; estos grupos son muy diversos en
sus propiedades antigénicas, tropismo tisular, asociaciones de enfermedades y
relaciones evolutivas. Lo anterior generdé problemas en la nomenclatura de los
Enterovirus, ya que estas propiedades se empleaban para la clasificacién antes de la
incorporacion de meétodos moleculares y de la comprension de sus interrelaciones

genéticas (Simmonds et al., 2020).

Las relacion genética entre los enterovirus y los rinovirus son estrechas, pero algunos
de sus grupos presentan una patogenicidad y comportamientos epidemiologicos
distintos, debido a esto, es necesario una asignacion nomenclatural clara y simple.
Anteriormente los comités de nomenclatura viral para Enterovirus permitian la
asignacion de tipos virales debido a caracteristicas antigénicas y neutralizacion
cruzada, el resultante de esta nomenclatura se denominaba “serotipo”. Estas mismas
establecian umbrales de divergencia entre los tipos virales de hasta un 25% (Ljubin-
Sternak & MeStrovic, 2023).

La secuenciacion de la region VP1 y genomas completos del virus han permitido al
diferenciacion de 3 especies de RVh: RVh-A, RVh-B y RVh-C, ademas el
establecimiento de umbrales de divergencia para la diferenciacion de los subtipos
virales clasificados por relaciones genéticas ha denominado los subtipos como
“genotipos”. Se han reconocido 169 genotipos, 80 tipos comprenden la especie RVh-
A, RVh-B comprende 32 tipos y RVh-C comprende 57 tipos (Ljubin-Sternak &
MeStrovic, 2023).

La clasificacién actual utiliza las regiones VP1/VP2/\VVP4, a partir de ellas, las

comparaciones de las secuencias deben cumplir con al menos un 70% de similitud con

otros subtipos dentro de una especie como RVh-A, RVh-B o RVh-C, para asignar
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especie. Una similitud superior al 90% en la secuencia de nucledtidos dentro de la
region VP2/VVP4, o mayor al 87% en la region VP1, para indicar que las dos secuencias
de RVh pertenecen al mismo subtipo. Cuando un aislado clinico presenta un
porcentaje de identidad menor a estos umbrales, puede sugerir la presencia de un
subtipo distinto; sin embargo, esta clasificacion solo puede confirmarse tras la
secuenciacion completa de VP1 y la posterior validacion por parte del subcomité del
ICTV (Comité internacional de nomenclatura viral 2025) (Ljubin-Sternak & MeStrovic,
2023; Simmonds et al., 2020).

1.3 Ciclo replicativo

La replicacion del RVh ocurre en el citoplasma y comienza con la entrada viral, durante
la cual el virus se une a receptores celulares especificos: ICAM-1 (Intercellular
Adhesion Molecule-1) para RVh-A RVh-B y CDHRS3 (Cadherin Related Family Member
3) exclusivo para Rvh-C es internalizado, facilitando la desencapsidacion, producida
por el ambiente acido del endosoma, donde un pH mas bajo causa la liberacion
del genoma viral en el citoplasma (Bochkov & Gern, 2016) y, tal como se esquematiza
en la Figura 3.

El genoma del ARN viral esta unido covalentemente a VPg, una proteina viral que
actua como cebador para la replicacion y como facilitador de la traduccién. EI ARN
viral es posteriormente traducido en una unica poliproteina (Melia et al., 2019). Este
proceso ocurre cuando el virus secuestra los ribosomas de la célula huésped, que se
unen al IRES viral en el 5'-UTR para iniciar la traduccidn de proteinas. La poliproteina
es escindida por las proteasas virales 2A, 3C y su forma precursora 3CD en cuatro
proteinas estructurales (VP1-VP4) y siete proteinas de replicacion no estructurales
(2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C y 3D) (Baggen et al., 2018) (Rahajamanana et al., 2025).
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Fig. 3. Ciclo replicativo del género Enterovirus. El virus se une a un receptor del huésped (1) y
posteriormente se internaliza (2). Un cambio de pH desencadena la pérdida de la envoltura
del virus (3), lo que resulta en la liberacion de su genoma. Este genoma de ARN se traduce
(4) en una sola poliproteina, que sufre protedlisis (5) para producir cuatro proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales. Se generan organulos de replicacion (6), que
proporcionan un sitio para la replicacion del ARN (7). Los genomas recién replicados se
ensamblan con las proteinas estructurales traducidas (8) para formar una particula viral. Tras
la maduracion (9), la particula viral recién formada se libera (10) de la célula huésped. RO =

organulo de replicacion (Rahajamanana et al., 2025) (Melia et al., 2019) (Baggen et al., 2018).

Un aspecto crucial de la replicacion de miembros del género Enterovirus es
la formacion de estructuras de membrana especializadas llamadas organulos de
replicacion (OR) (Melia et al., 2019), que se derivan del reticulo endoplasmatico y el
aparato de Golgi, con las proteinas virales 2B, 2C y 3A desempefiando papeles clave
en su replicacion. La replicacion del ARN viral ocurre dentro de estos OR, donde las
proteinas virales 2B, 2C y 3A crean un entorno lipidico favorable, con la ayuda de
proteinas del huésped como la proteina que contiene el dominio de unién a acil-CoA
(ACBD3), el fosfatidilinositol 4-quinasa-IlIB (P14KIlIB), la proteina de unién a oxisterol
(OSBP) y la proteina 4 relacionada con OSBP (ORP4) (Li et al., 2020).
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La replicacion comienza con la transcripcion del ARN gendmico (+) en ARN (-) por la
ARN polimerasa dependiente de ARN (3Dpol), y el ARN (-) sirve entonces
como plantilla para la sintesis de nuevo ARN (+) (Baggen et al., 2018). El ciclo de
replicacion concluye con el ensamblaje del ARN viral recién sintetizado en capsides
formadas por proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP4). Este proceso implica la
encapsidacion del ARN en proteinas de la capside. Finalmente, los viriones maduros
se liberan de la célula huésped, ya sea por exocitosis, gemacion o lisis celular

(Rahajamanana et al., 2025).

RVh al igual que los miembros del género Enterovirus, cuentan con una alta eficiencia
en la capacidad de manipular la maquinaria de la célula huésped, lo que contribuye a
la patogenicidad y rapida diseminacion de RVh y los miembros del género

Enterovirus.

1.4 Patogénesis

Las infecciones por rinovirus (RVh) se manifiestan con mayor frecuencia como un
cuadro clinico compatible con resfriado comun, caracterizado por sintomas como:
rinorrea, congestion nasal, odinofagia y tos. No obstante, la infeccion por RVh no se
limita al tracto respiratorio superior; durante las dos ultimas décadas se ha
documentado que estos virus constituyen una de las principales causas virales
asociadas a enfermedad respiratoria aguda grave del tracto respiratorio inferior,

capaces de provocar cuadros que requieren hospitalizacion.

A diferencia de otros virus respiratorios, el RVh no provoca por si mismo destruccién
de las células epiteliales de las vias respiratorias ni genera un efecto citopatico
evidente. No obstante, aunque la estructura celular parece mantenerse intacta, el virus
si altera la funcién de la barrera epitelial. Esto ocurre porque, durante su replicacion,
induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales provocan la

disociacion de la proteina zona ocludens-1 de los complejos de uniones estrechas.
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Como resultado, la integridad de la barrera epitelial se ve comprometida y aumenta el
paso de microorganismos (incluidas bacterias) a través del epitelio de las vias
respiratorias, favoreciendo el desarrollo de cuadros clinicos mas complejos. (Royston
& Tapparel, 2016).

1.4.1 Transmision

Las infecciones por RVh se transmiten de persona a persona mediante secreciones
respiratorias que contienen el virus, las cuales pueden ingresar al tracto respiratorio
de un huésped susceptible. Estas infecciones suelen presentar un periodo de
incubacion corto: tras el contacto con el virus, los sintomas generalmente aparecen
entre 24 y 72 horas, lo que refleja la rapida replicacion viral en el epitelio respiratorio
superior. Una vez iniciados los sintomas, el cuadro clinico suele mantenerse entre 5y
7 dias, aunque la eliminacion viral puede prolongarse un poco mas, especialmente en
ninos o en personas con enfermedades respiratorias preexistentes (Jacobs et al.,
2013). Generalmente, la forma en la que el virus puede propagarse de una persona
infectada a otra son las siguientes: por contacto directo con fomites (como superficies
contaminadas y otros objetos inanimados), por contacto directo o indirecto entre
personas, seguido por la autoinoculacion y la exposicion directa o inhalacion de gotitas
respiratorias (aerosoles) las cuales se liberan en actividades hablar, toser o estornudar
(Ljubin-Sternak & Mestrovic, 2023). Representados en la Figura 4.
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Fig. 4. Descripcion general de la transmision del rinovirus humano (RVh). EI RVh es altamente
infeccioso y se transmite eficazmente por contacto y via aérea. Si bien la transmision por
contacto se ha aceptado desde hace tiempo, actualmente parece que la propagaciéon por
aerosoles es el método de transmision predominante. El RVh se transmite eficazmente durante

su periodo de incubacion asintomatico. (Morelli et al., 2025).

La dinamica de la transmision de RVh mediante aerosoles puede depender segun el
tamafo de las gotitas respiratorias. Por ejemplo, los aerosoles grandes, cuya
trayectoria en el aire esta determinada principalmente por la gravedad, se depositan
en las superficies en cuestion de milisegundos, y su infectividad depende de la
supervivencia del virus en las superficies y su posterior transmision a un huésped
susceptible. Los aerosoles pequenos pueden permanecer en el aire durante un tiempo
prolongado, al menos horas, y transportarse a mayores distancias en interiores, siendo
inhalados por un huésped susceptible. (Andrup et al., 2022).
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1.4.2 Sintomas

La manifestacion clinica de la infeccion por RVh es variable y esta influida por multiples
factores, entre ellos la presencia de comorbilidades, coinfecciones, la edad del
paciente, el tipo de rinovirus y el fenotipo asmatico (Granados et al., 2016).

Segun los estudios clinicos realizados en pacientes con infeccion confirmada por RVh,
no se han observado variaciones significativas en la manifestacion clinica que puedan
atribuirse a alguna especie en especifico. Existen algunos estudios individuales
sefalan diferencias en la presentacion de los sintomas, pero estas no son suficientes
para distinguir entre RVh-A, RVh-B y RVh-C V (Arden et al., 2019). Si bien los sintomas
no permiten diferenciar entre las especies de RVh, existe evidencia creciente que
sugiere que RVh-A y RVh-C no solo son mas prevalentes, sino que también se asocian
con mayor frecuencia a enfermedad grave. En contraste, RVh-B se detecta con mayor

frecuencia en sujetos asintomaticos. (Esneau et al., 2022).

En nifios hospitalizados, las infecciones por RVh-C mostraron valores de Ct mas bajos
en las pruebas de PCRq que las causadas por RVh-A, lo cual refleja una mayor
concentracion de ARN viral. Esta mayor carga viral se relaciond ademas con
puntuaciones de sintomas mas elevadas en los casos atribuibles a RVh-C en
comparacion con los de RVh-A. No obstante, la carga viral podria no ser el unico factor
qgue determine la severidad clinica, dado que otros estudios no han encontrado niveles
virales mas altos en los casos de infeccidon por RVh que ameritan hospitalizacion.
(Arden et al., 2019; Xiao et al., 2015).

La presentacion clinica de las infecciones por rinovirus es variada y abarca desde

infecciones leves de las vias respiratorias superiores (IVRS) hasta infecciones mas

graves de las vias respiratorias inferiores (IVRI).
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1.4.2.1 Vias respiratorias superiores

En individuos sin asma, la sintomatologia asociada a la infeccion por rinovirus suele
restringirse a las vias respiratorias superiores. La rinorrea y la congestién nasal, los
signos mas caracteristicos, derivan de una respuesta inflamatoria de neutrofilica,
vinculada tanto al aumento de la permeabilidad vascular como a la estimulacion de la
hipersecrecion de moco. La tos, aunque menos frecuente, constituye un sintoma
incomodo y puede originarse por la irritacion provocada por el drenaje posterior hacia
la faringe o por la infeccién directa de las vias respiratorias principales. Estas
infecciones del tracto respiratorio superior podrian describirse mas precisamente como
rinosinusitis viral. No obstante, la inflamacion asociada a la obstruccién de los orificios
sinusales y la disfuncion secundaria de la trompa de Eustaquio puede favorecer el
desarrollo de sinusitis bacteriana aguda y de otitis media, respectivamente. (Kennedy
et al., 2012).

Al representar una proporcion considerable de IVRS su impacto clinico y
socioeconomico es significativo. Por ello, la implementacion de sistemas de vigilancia
activa resulta cada vez mas relevante para cuantificar adecuadamente la carga total
de estos virus en la atencidén sanitaria. Asimismo, la prediccion de la incidencia de
IVRS mediante técnicas innovadoras, como series temporales de alta dimension y
modelos combinados de prediccion, podria optimizar la planificacion de los recursos
sanitarios (Ljubin-Sternak & Mestrovi¢, 2023; Lim et al., 2023).

1.4.2.2 Vias respiratorias inferiores

Los sintomas que comprometen las vias respiratorias inferiores durante una infeccién
por rinovirus son mMas comunes en personas con asma preexistente u otras
enfermedades pulmonares cronicas. Entre estas manifestaciones se incluyen la tos, la
dificultad respiratoria, la sensacién de presion en el pecho y las sibilancias.
(Papadopoulos et al., 2000).
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En los pocos casos documentados de infeccidn por rinovirus humano en el tracto
respiratorio inferior con analisis histoldgico, se ha observado que el virus puede
generar alteraciones tanto intersticiales como alveolares. Los reportes describen
hallazgos patologicos como bronquiolitis obliterante con neumonia organizada,
inflamacion aguda y cronica acomparada de material fibrinopurulento en los alvéolos,
asi como hiperplasia y descamacion de células alveolares (Gutman et al., 2007;
Malcolm et al., 2001). En conjunto, estas evidencias experimentales y clinicas
respaldan que el RVh es capaz de infectar las vias respiratorias inferiores y

desencadenar una respuesta proinflamatoria.

Se ha comprobado que el rinovirus puede infectar tejidos distintos a la nasofaringe y
al epitelio de las vias respiratorias inferiores. A través de RT-PCR, se ha detectado
ARN viral en los senos paranasales (mediante cepillados del seno maxilar y de células
epiteliales de los cornetes en pacientes con sinusitis cronica) asi como en la cavidad
del oido medio de nifios con otitis media con efusion. Se considera que la llegada del
virus a estos sitios ocurre por extensiéon local. Debido a su tropismo tedricamente
limitado y a su susceptibilidad al ambiente acido gastrointestinal, durante mucho
tiempo se asumié que el RVh no podia diseminarse mediante viremia ni infectar
organos fuera del tracto respiratorio. No obstante, en afos recientes se ha detectado
ARN de RVh en diversos compartimentos, incluyendo sangre y heces, lo que revela
que aun persisten lagunas en la comprension de su patogenia. Ademas, la elevada
diversidad de genotipos podria contribuir a esta complejidad, dado que algunos
podrian presentar mayor virulencia que otros (Royston & Tapparel, 2016).
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1.4.3 Respuesta inmune

1.4.3.1 Respuesta inmune innata

El epitelio de las vias respiratorias, compuesto por células altamente diferenciadas,
constituye la principal barrera frente a la infeccidn por rinovirus y actia como un
sistema de defensa particularmente eficaz cuando permanece estructuralmente intacto
(Lopez-Souza et al., 2004). Tras la entrada del RVh en este epitelio, la inmunidad
innata lo reconoce casi de inmediato, lo que provoca de forma rapida la activacion y
secrecion de interferones tipo | (IFN-1). Estos interferones instauran un estado antiviral
tanto en las células inicialmente infectadas como en las que se encuentran en su

entorno proximo (Royston & Tapparel, 2016).

En la etapa de unidén, la unidon de los RVh del grupo principal a ICAM-1 activa una
cascada de sefalizacion que conduce a la expresion de genes de quimiocinas, como
la quimiocina 1 con motivo C-X-C (CXCL10) (Korpi-Steiner et al., 2006). Una vez que
se produce la liberacion del genoma viral, las particulas de RVh se liberan y activan
las defensas celulares. Las células infectadas reconocen el patrén molecular asociado
a patogenos (PAMP) del RVh mediante la interaccion con dos familias diferentes de
receptores de reconocimiento de patrones: los receptores tipo Toll (TLR) y los
receptores tipo RLR (receptor tipo gen | inducible por acido retinoico), una familia de
helicasas de ARN que incluye el gen | inducible por acido retinoico (RIG-I), el gen 5
asociado a la diferenciacion del melanoma (MDA-5) y LGP-2. Los TLR, especialmente
TLR-3, 7 y 8, son receptores transmembrana localizados en el lumen de las
endosomas que reconocen el ARN bicatenario viral (TLR-3) o el ARN monocatenario
(TLR-7 y 8) y participan en la deteccion del genoma del rinovirus. Ademas, el TLR-2
se expresa en la superficie celular y es capaz de detectar patrones moleculares
especificos en la capside viral, incluso en ausencia de replicacion (Hatchwell et al.,
2015; Royston & Tapparel, 2016). Ademas, el TLR-2 se expresa en la superficie celular
y es capaz de detectar patrones moleculares especificos en la capside viral, incluso
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en ausencia de replicacion (Hatchwell et al., 2015). Este proceso se detalla en la Figura
5.

La activacion coordinada de TLR y RLR amplifica la expresion génica de IFN-$3 e IFN-
Yy, ademas de potenciar la produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias
inducidas por RVh, incluyendo RANTES, IP-10, IL-6, IL-8 y el péptido activador de
neutrofilos ENA-78. Estas moléculas cumplen funciones centrales en el reclutamiento
de células efectoras, la modulacion del microambiente inflamatorio y la restriccion de
la replicacion viral. En particular, los IFN tipo I y lll ejercen efectos antivirales directos,
mientras que citocinas como IL-12 e IL-15 promueven la diferenciacion y activacion de
células NK, importantes productoras tempranas de IFN-y. De forma complementaria,
otras citocinas liberadas por el epitelio infectado, como IL-13 e IL-11, contribuyen a
reforzar la respuesta inflamatoria local (Jacobs et al., 2013; Kennedy et al., 2012).
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Fig. 5. Reconocimiento del rinovirus humano (RVh) y activacion de la respuesta inmune innata
en células epiteliales.
Los viriones del RVh se unen a ICAM-1 (grupo mayor) o LDLR (grupo menor) para su entrada.
Tras internalizacion, los intermediarios virales de ARN monocatenario y bicatenario son
detectados en endosomas por TLR7/8 y TLR3, respectivamente, y en el citoplasma por las
helicasas RIG-I y MDA-5. La activacion de estos receptores induce sefiales dependientes de
MyD88 o MAVS, con activacion subsecuente de NF-kB y la produccion aumentada de
interferones tipo | y citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, IFN-B, IFN-y, RANTES, IP-10, ENA-

78), que reclutan y activan células inmunes innatas y adaptativas. (Jacobs et al., 2013).
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1.4.3.2 Respuesta inmune adaptativa

Las respuestas inmunitarias humorales desempefian un papel clave en la prevencion
de la infeccion por RVh. La infeccion por RVh en personas sin exposicion previa genera
anticuerpos séricos neutralizantes especificos del serotipo (IgG), ademas de
anticuerpos secretores (IgA) en el tracto respiratorio. En individuos seronegativos
infectados de forma experimental con RVh-2, los anticuerpos especificos aparecen
entre 1 y 2 semanas después de la infeccion y sus concentraciones pueden
mantenerse elevadas durante uno o varios afnos. La permanencia de titulos altos de
anticuerpos especificos del serotipo se relaciona con proteccion frente a reinfecciones
y con una menor intensidad de los sintomas tras una exposicidén experimental al mismo

serotipo. (Barclay et al., 1989; Message & Johnston, 2003).

Las células T participan en la defensa antiviral al reconocer antigenos derivados del
virus, lo que impulsa tanto respuestas citotoxicas como mecanismos mediados por
anticuerpos. En el contexto de la infeccion por RVh, las células endoteliales infectadas
producen RANTES e IP-10, moléculas que facilitan la quimiotaxis y el reclutamiento
de células T (Wark et al., 2007). La IP-10, una quimiocina sintetizada por células
epiteliales bronquiales, monocitos, linfocitos y neutrdfilos en respuesta a IFN-y y TNF-
a, ambos incrementados durante la infeccion por RVh, contribuye significativamente a
este proceso. Durante la infeccion se detecta un aumento de linfocitos y neutrdfilos en
las secreciones nasales, y tanto en individuos asmaticos como en controles infectados
con RVh, las biopsias bronquiales evidencian infiltracion de células T en el epitelio y la
submucosa de las vias respiratorias (Fraenkel et al., 1995).

Los linfocitos T humanos especificos frente a RVh pueden activarse tanto por epitopos
virales particulares de un serotipo como por determinantes antigénicos comunes entre
distintos serotipos. Esta capacidad de reactividad cruzada favorece respuestas de
linfocitos T mas intensas y una mayor liberacion de citocinas cuando ocurre una

reinfeccidn por variantes serotipicas distintas del RVh. Asimismo, el reclutamiento de
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células T contribuye a la depuracidn viral mediante la secrecion de citocinas asociadas
al perfil Th1, como IFN-y e IL-2 (Kelly & Busse, 2008).

1.4.4 Complicaciones/ exacerbaciones

Actualmente, los rinovirus humanos se reconocen como una causa relevante de
enfermedades respiratorias, cuyas manifestaciones clinicas pueden resultar no solo
severas, sino también mas costosas que otras infecciones virales comunes, como la
influenza o el virus respiratorio sincitial (VRS). Entre las complicaciones mas
importantes, los RVh se asocian con la exacerbacion de enfermedades respiratorias
cronicas, como el asma y EPOC, asi como con bronquiolitis cronica y neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) (Esneau et al., 2022). En este contexto, los RVh se
consideran una de las principales causas de infecciones de las vias respiratorias
inferiores, junto con el VRS en lactantes y nifios, y la influenza en adultos mayores
(Ljubin-Sternak & Mestrovic, 2023).

En los casos clinicos mas graves, se ha demostrado que la infeccién por RVh puede
causar bronquiolitis (Papadopoulos, 2004) y NAC (Walker & Ison, 2014),
enfermedades caracterizadas por inflamacion pulmonar, tos intensa, fiebre y dificultad
respiratoria, frecuentemente acompanadas de sibilancias. Estas sibilancias,
especialmente si ocurren de forma recurrente en los primeros afos de vida, pueden
favorecer el desarrollo de enfermedades respiratorias cronicas como el asma, cuya
fisiopatologia implica inflamacion y estrechamiento de las vias respiratorias,
generando disnea, sibilancias y tos persistente (Jackson et al., 2008). Se estima,
ademas, que hasta el 68,5 % de las exacerbaciones asmaticas inducidas por virus en
nifos estan asociadas a infecciones por RVh.

Aunque gran parte de la literatura se ha centrado en poblacion pediatrica, los adultos
también pueden presentar desenlaces graves derivados de la infeccion por RVh. En
un estudio reciente, Bahabri et al., evaluaron a 106 adultos hospitalizados con NAC

por RVh y observaron que la mayoria presentaba comorbilidades predisponentes,
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como hipertension, diabetes y enfermedad respiratoria cronica. Entre los casos mas
severos, especialmente en pacientes ingresados en la UCI, se reportaron sintomas
como hemoptisis, taquipnea y linfocitosis, lo que resalta el potencial patogénico del

virus mas alla de la infancia.

Ademas de su impacto en las vias respiratorias inferiores, los RVh también pueden
contribuir a afecciones de las vias respiratorias superiores, como la sinusitis y la
rinosinusitis. Un estudio de Basharat et al. (2019) evidencié una mayor prevalencia de
RV en pacientes con rinosinusitis cronica, sugiriendo que la infeccion viral, junto con
la respuesta inflamatoria asociada, podria favorecer la exacerbacién y progresion de
esta enfermedad. Asimismo, los RVh se han vinculado a la otitis media aguda, una de
las principales causas de pérdida auditiva en nifios de paises en desarrollo (Esneau et
al., 2022).

En conjunto, el impacto del RVh tanto IVRS como IVRI, asi como su papel en la
exacerbacion de enfermedades respiratorias cronicas, resalta la necesidad de
profundizar en la caracterizacion de la respuesta del huésped frente al viroma. Futuros
estudios deberian orientarse a comprender con mayor detalle los mecanismos que
subyacen a estas complicaciones, con el objetivo de optimizar estrategias de

prevencion y manejo clinico.

1.4.4.1 Exacerbaciones de asma y EPOC

Ademas del resfriado comun, las infecciones respiratorias constituyen la principal
causa de exacerbaciones tanto de la EPOC como del asma, y representan mas
atenciones médicas anuales que cualquier otra fuente viral o bacteriana asociada a
enfermedades respiratorias (Andrup et al.,, 2022). Estas complicaciones pueden
presentarse incluso en individuos inmunocompetentes, lo que evidencia la amplitud del

impacto clinico de estos virus.

Las exacerbaciones asmaticas implican un empeoramiento agudo de los sintomas y

una disminucién de la funcion pulmonar, y con frecuencia conducen a visitas a
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urgencias, hospitalizaciones e incluso mortalidad. Investigaciones recientes han
identificado diferencias inmunoldgicas relacionadas con la edad en la respuesta de
anticuerpos especificos contra RVh y su relacion con el riesgo y la severidad del asma.
Se ha observado que la asociacion entre los niveles de IgG especifica contra rinovirus
y el desarrollo de asma varia a lo largo de la vida. En nifios, concentraciones elevadas
de IgG dirigida a RVh-A y RVh-C se han vinculado con un mayor riesgo y gravedad
del asma, posiblemente como reflejo de infecciones repetidas y respuestas
inmunitarias mas intensas. En contraste, en adultos, niveles reducidos de IgG frente a
RVh-A, RVh-B y RVh-C se han asociado con la presencia de asma, lo que podria
indicar una menor exposiciéon viral con el paso del tiempo o un debilitamiento de la
respuesta inmunitaria. Estos resultados sugieren que las vias inmunoldgicas que
contribuyen al desarrollo del asma cambian con la edad: en la infancia, niveles altos
de 1gG especifica para RVh reflejan exposicidn viral recurrente y activacion inmune,
mientras que, en la edad adulta, niveles bajos podrian corresponder a una menor
estimulacién antigénica o a una inmunidad sostenida frente a RVh (Mauclin et al.,
2024).

Por su parte, las infecciones por RVh también se identifican con frecuencia durante las
exacerbaciones de la EPOC, y aunque su papel como desencadenantes ha sido
discutido, la evidencia experimental reciente ha confirmado una relacion causal entre
la infeccion viral y la agudizacion de la enfermedad. Estas exacerbaciones representan
una causa importante de morbilidad y mortalidad, y los rinovirus y los virus de la

influenza figuran entre los agentes detectados con mayor frecuencia.

Los estudios de infeccidn experimental con RVh han sido decisivos para demostrar su
capacidad de inducir exacerbaciones en pacientes con EPOC. Sin embargo, los
mecanismos fisiopatoldgicos aun no se comprenden por completo. Se ha propuesto
que una respuesta deficiente de interferones favorece cargas virales mas altas y una
inflamacion aumentada, contribuyendo al desarrollo de exacerbaciones inducidas por
virus. (Cafferkey et al., 2020)
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1.5 Coinfecciones

La coinfeccion entre RVh y otros patdgenos virales o bacterianos se ha convertido en
un aspecto clinico de creciente interés, debido a su influencia en la severidad,
progresion y desenlace de las infecciones respiratorias. Aunque en poblacion
pediatrica las coinfecciones virales son relativamente frecuentes, en adultos su
presencia es mucho menos habitual, con tasas estimadas entre 1% y 5% (Morelli et
al., 2025).

En cuanto a coinfecciones bacterianas, los reportes varian considerablemente entre
estudios. Bahabri et al. (2022) describieron una prevalencia baja de coinfecciones
bacterianas (6,6%) y de superinfecciones (3,8%). No obstante, en un hospital de
Alemania, Golke et al. (2021) observaron que el 21% de los casos positivos para RVh

presentaron coinfeccion, siendo la coinfeccion bacteriana la mas frecuente (71%).

Entre los co-patégenos identificados se encontraron Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae 'y
Escherichia coli. Este trabajo evidencié, ademas, que la presencia simultanea de
bacterias y RVh se relaciona con complicaciones de mayor gravedad, como
infecciones del tracto respiratorio inferior, neumonia, estancias hospitalarias

prolongadas y mayor probabilidad de ingreso a la UCI (Golke et al., 2021).

Resultados similares fueron reportados en Tunez, donde el 28% de las muestras
positivas para RVh presentaron coinfeccion con otro virus o bacteria. Las coinfecciones
virales representaron un 8,7%, principalmente con virus sincitial respiratorio, bocavirus
y parainfluenza, mientras que las coinfecciones bacterianas alcanzaron el 17,5%,
involucrando agentes como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis y Bordetella pertussis. Incluso se detectd un caso con coinfeccion
viral y bacteriana simultanea. De manera destacable, este estudio mostré que la
coinfeccidn bacteriana se asocié de manera significativa con desenlaces clinicos

severos, incluyendo necesidad de intubacion (Haddad-Boubaker et al., 2021).
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La interaccion del RVh con otros virus respiratorios que circulan de forma simultanea
también puede modificar la dinamica epidemioldgica a nivel individual y poblacional.
Estudios experimentales han demostrado que la replicacién del SARS-CoV-2 puede
verse inhibida por una infeccion previa por RVh, mientras que la presencia de SARS-

CoV-2 no parece afectar la replicacion del rinovirus (Essaidi-Laziosi et al., 2021).

Finalmente, se ha descrito un impacto clinico particular en pacientes con
enfermedades respiratorias cronicas. Wilkinson et al. (2017) observaron que las
infecciones por RVh contribuyen a los picos estacionales de exacerbaciones de la
EPOC y que los pacientes previamente colonizados por Haemophilus influenzae
pueden ser especialmente susceptibles a las exacerbaciones desencadenadas por
RVh.

1.6 Epidemiologia molecular de RVh

La epidemiologia molecular global de los RVh se basa en la asociacion filogenética de
la secuencia genética VP1, que clasifica las especies de RVh.

A diferencia de virus estacionales como la influenza, el RVh circulan todo el afo,
aunque en climas templados muestran picos en primavera y otofio, mientras que en
regiones tropicales mantienen una prevalencia anual estable (Berginc et al., 2024)
(Morelli et al., 2025). Su completa distribucioén global y una alta diversidad genética con
169 genotipos, complican las estrategias de control epidemiolégico (Esneau et al.,
2022)

El impacto clinico de las infecciones por RVh no se limita unicamente al
resfriado comun (Giardina et al., 2022), existe una coinfeccion con otros virus, Pinky
y Dobrovolny (2016) han descubierto que el RVh, que ademas que cuenta con

una tasa de replicacion acelerada, reduce la replicacidon de los virus restantes

44



durante una coinfeccién, lo que evidencia una relacién entre los virus durante una
infeccion del tracto respiratorio, también Kong et al. (2021) han descubierto la
coinfeccién por RVh con otros virus respiratorios como el VRS (virus respiratorio
sincitial), el adenovirus (AdV), el coronavirus (hCoV) y los virus parainfluenza (hPIV)

es frecuente.

Diversos estudios internacionales han evidenciado diferencias en la prevalencia de las
especies de rinovirus humano (RVh), siendo las especies Ay C las mas comunmente
detectadas. En Tunez, el analisis genético reveld un predominio claro de RVh-A (63,3
%), seguido de RVh-C (30,6 %) y RVh-B (6,1 %), el genotipo mas frecuente fue A101,
otros genotipos encontrados fueron A12, A78, A32 y A89 (Haddad-Boubaker et al.,
2021). De forma similar, en China se identific6 a RVh-A como la especie mas
prevalente (42 %), aunque con una distribucion mas equilibrada respecto a RVh-B (36
%)y RVh-C (22 %), identificando genotipos como A20, B27, B70 como predominantes
en sus respectivas especies. C2 tuvo la proporcién mas alta en RVh-C (47.83%,
11/23). (Gao et al.,, 2024). Por otro lado, un estudio multicéntrico realizado por
Hasegawa et al. (2018) en nifios hospitalizados por bronquiolitis en Estados Unidos y
Finlandia reporté que RVh-Ay RVh-C fueron predominantes en Estados Unidos,
mientras que en Finlandia prevalecio RVh-C.

En Bulgaria, Georgieva et al. (2023) encontraron que RVh-A fue mas frecuente en los
afnos previos a la pandemia de COVID-19, mientras que RVh-C se volvié predominante
en el periodo posterior. En conjunto, estos estudios sugieren que RVh-A y RVh-C son
las especies mas prevalentes a nivel mundial, con variaciones regionales y temporales

en su circulacion.

Da Costa Souza et al. (2021) en Brasilia- Brasil, informan sobre el predominio de RVh
en pacientes que dieron negativo en la vigilancia de otros virus respiratorios como el
virus de la gripe, siendo los nifios menores de 2 afios y provenientes de areas rurales

los casos con mayor probabilidad de presentar IRA. Ellos reportan la circulacion de las
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3 especies de RVh (A,B,C) siendo RVh-A la especie predominante en este estudio
seguido de RVh- C y por ultimo RVh-B.

Un estudio retrospectivo realizado en China demostro la alta diversidad genética
observada en RVh. En un total de 462 pacientes infectados con RVh y que
presentaban IRA, identificaron 105 genotipos distribuidos en las especies RVh-
A (68,8%), RVh-C (19,5%) y RVh-B (11,7%). El genotipo mas comun identificado fue
A29 seguido por A101 y A47. Notablemente, incluso el genotipo mas prevalente A29
se encontro en solo 12 casos, lo que indica la ausencia de un genotipo predominante
en las infecciones con RVh. Esto distingue al RVh de otros virus respiratorios como el
virus respiratorio sincitial (VSR), el Enterovirus (EV) y la gripe (Wang et al., 2024).

En Panama, el ICGES opera el Sistema de Vigilancia Nacional para Influenza y otros
virus respiratorios, el cual detecta RVh mediante métodos moleculares en muestras
nasofaringeas de 14 regiones de salud. Los datos de vigilancia indican que, entre 2011
y 2016, el RVh circulé de forma continua durante todo el afo y fue el segundo virus
mas frecuente, después del VRS, en nifios menores de 5 afios. Estos datos coinciden
con lo descrito por Kenmoe et al. (2020) quienes evaluaron la prevalencia en nifios
menores de dos afios con bronquiolitis, recopilando datos de dos décadas previas a la
pandemia de COVID-19. La revision incluy6 estudios observacionales que reportaron
tasas de deteccion molecular de RV y otros virus respiratorios en esta poblacion. El
RV se identifico como el segundo virus mas frecuente después del VRS, con una
prevalencia combinada del 19,29 % (IC 95 %: 16,67-22,04 %), observandose ademas
un 7,1 % (IC 95 %: 4,6-9,9 %) de coinfecciones simultaneas de VRS y RVh.
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Fig. 6. Deteccion de virus respiratorios en nifios menores de 5 afios con IRA en
Panama desde el 2011-2019. La circulacion de RVh se presenta en color rojo. (Datos
de Menores de 5 Afios del Sistema de Vigilancia Nacional Para Influenza y Otros Virus
Respiratorios Entre los Afios 2011-2019).

En el caso especifico de RVh, existe un reporte realizado durante los afios 2010-2011,
donde identificaron RVh de las especies A, B y C con un predominio de RVh-A (60%,
n=37) con un significativo recuento entre los genotipos A-24, A71, A-12 y A-40,
seguido de la RVh-C con (32%, n=20) pero con bajo recuento entre los genotipos y
por ultimo la especie RVh-B (8%, n =5) y 4 genotipos reportados, demostrando asi una

marcada diversidad genética dentro de cada especie (Franco et al., 2012).
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CAPITULO Il



2. Marco metodolégico

2.1 Tipo de estudio

Esta investigacion es de caracter analitico, y retrospectivo, observacional.

2.2 Seleccion de las muestras:

Se utilizaron muestras de hisopados nasofaringeos provenientes del Programa de
Vigilancia Epidemiolégica para Influenza y otros virus respiratorios, con
resultados positivos para RVh detectados durante los afos 2011-2016 en Panama.
Estas muestras correspondieron a pacientes de todas las edades; sin embargo, la
mayoria pertenecian a pacientes pediatricos menores a cinco afos. Se seleccionaron
100 muestras por afio de estudio (2011-2016), extraidas de la base de datos de casos
positivos para RVh durante el periodo mencionado, las cuales fueron seleccionadas
de manera completamente aleatoria. Este trabajo se enmarcoé en el protocolo aprobado
por el Comité de Bioética de la Investigacion del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud (CBI-ICGES), vigente, titulado “Protocolo de Investigacién para
el Fortalecimiento en la Vigilancia Epidemiologica de influenza y otros virus
respiratorios en Panama”. Se otorgd una exencidn especifica de este protocolo para
la realizacidn de este proyecto.

2.3 Extraccion

El ARN se extrajo a partir de las muestras de hisopados nasofaringeos utilizando el
equipo automatizado KingFisher Flex System (Thermo Fisher Scientific), de acuerdo
con las indicaciones del fabricante. Se utilizé el kit comercial de extraccion MagMAX™
Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, conforme a las indicaciones dadas por el
fabricante. Este kit de extraccion incluia los siguientes reactivos: Wash Solution,
Etanol 80%, Elution Solution y el Binding Mix.

El proceso de extraccion se realizé en platos de 96 pocillos para cada reactivo y se
afnadio en las siguientes cantidades: 500 yL del Wash Solution, 500 yL de etanol 80%.
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50 pL de Elution Solution y 280 uL del Binding Mix. En el plato del Binding Mix se
agrego 200 yL de muestra. Los platos correspondientes al Wash Solution (Wash 1),
el del Etanol 80% (Wash 2), el del Elution Solution y la mezcla de Binding Mix con la
muestra fueron colocados en el KingFisher Flex System para llevar a cabo el proceso

de extraccion.

2.4 Amplificacion del material genético

La amplificacion se llevé a cabo mediante transcripcion inversa seguida por una PCR
(RT-PCR) dirigida a la regiéon 5’'UTR y a las regiones parciales de VP4/VP2. Los
cebadores utilizados se basaron en el articulo de referencia de Malekshahi et al.
(2022), cuyos nombres son HRV_For (5’- GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT-
3) y HRV_Rev (5-GCATCIGGYARYTTCCACCACCAN-3), amplificando un
fragmento de aproximadamente 549 nucledtidos. Las caracteristicas generales de los
cebadores empleados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion del fragmento VP4/VP2 del RVh

Nombre Region Secuencia nucleotidica Prueba

FORDWARD | HRV_For  VP2- 5 RT-PCR
VP4 | GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT-3’
REVERSE | HRV_Rev VP2- | 5-GCATCIGGYARYTTCCACCACCAN-3’ | RT-PCR
VP4

La reaccion se realizo utilizando el kit AgPath ID™ One-Step RT-PCR en una mezcla
de reaccion total de 25 pl, que contenia 5 pl de ARN, 1 ul de 25x RT-PCR Enzyme
(Applied Biosytems Thermo Fisher Scientific), 12.5 yl de 2x RT-PCR Buffer, 0.5 pl del
cebador HRV_For a 10 yM, 0.5 pl de, cebador HRV_Rev 10 yM y 5.5 yl de H20.
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El proceso de amplificacidon se llevé a cabo en un termociclador SimpliAmp™ de la
marca Applied Biosystems™, utilizando el kit AgPath-ID™ One-Step RT-PCR.

Las condiciones de ciclado incluyeron una etapa de retrotranscripcion, activacion de
la enzima Taq polimerasa y amplificacion por ciclos de desnaturalizacion, alineamiento
y extension. Los parametros especificos de temperatura y tiempo empleados en cada
etapa se detallan en la Tabla 2. Los productos amplificados fueron almacenados a -20

°C hasta su procesamiento mediante electroforesis.

Tabla 2. Condiciones de ciclado utilizadas en la reaccién de RT-PCR para RVh.

Etapa temperatura Tiempo ciclos

RT 45°C 30 min 1X

Activacion de Taq polimerasa 94 °C 2 min 1X

Desnaturalizacion 94°C 15s 45x

Alineamiento 58 °C 30s 45x

Extension 68 °C 1 min 45x

Extension final 68 °C 5 min 1x
mantenimiento 4°C 00

2.5 Electroforesis

Luego de la amplificacion se realizo la electroforesis, la cual es una técnica que
consiste en separar sustancias como proteinas y acidos nucleicos mediante el uso de
corriente eléctrica. De acuerdo con el tamafio y la carga eléctrica (positiva o negativa)
de la sustancia, se determin6é cuan lejos se desplaz6. El proceso se describe a

continuacion:

Se preparo un gel de agarosa al 2 %, para el cual se utilizaron 2 g de agarosa en 100
mL de solucion TBE (Tris-Borato-EDTA 0.5x). Esta mezcla se calenté hasta su

completa homogeneizacién. Luego, se afadio 2 yL de bromuro de etidio, que permitié
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visualizar las bandas bajo luz ultravioleta (UV). Luego, se vertio el gel en un molde con

unos peines y se dejo solidificar.

Una vez solidificado, se cargaron las muestras en los pocillos formados por los peines.
Para cada muestra, se utilizaron 3 pL de producto con 2 uL de loading buffer
homogeneizado con una micropipeta y se sirvieron las muestras en cada pocillo. En
los pocillos inicial y final se anadié 1.5 yL del marcador de peso molecular (1kb) que

sirvié de referencia para el tamano de los fragmentos.

Se conectaron los electrodos de la camara y se corrio la electroforesis a 105 voltios
por 30 a 45 min. Al encender el sistema, el ARN por su carga negativa migro hacia el

electrodo positivo.

Una vez culminada la electroforesis, se transfirio el gel al fotodocumentador ChemiDoc
Imaging System, donde se capturaron las imagenes de las bandas generadas durante
la electroforesis.

2.6 Purificacion del producto amplificado

Con las muestras amplificadas se utilizd el QIAquick® PCR Purification Kit
para purificar los productos de PCR antes de realizar la reaccion de secuenciacién. A
cada volumen de reaccion de PCR (15 L) se le afadieron cinco volumenes de Buffer
PB (75 pL) y la mezcla se homogeneizé utilizando un vortex BenchMixer™ Vortexer
mixer. La mezcla resultante se aplicé sobre una columna QIAquick colocada en un
tubo de recoleccion de 2 ml, y se centrifugd durante 60 segundos a 13000 rpm.
El eluido fue descartado y la columna se colocé nuevamente en el mismo tubo de

recoleccion.

Posteriormente, se realizé un lavado de la columna con 750 ul de Buffer PE, seguido
de centrifugaciéon por 60 segundos a 1300 rpm. El flujo se descartd y se efectué una

centrifugacion adicional por 1 minuto para eliminar los residuos del tampon de lavado.
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Finalmente, la columna fue transferida a un tubo Eppendorfde 1.5 ml estéril. La elucién
del ADN se llevé a cabo mediante la adicion de 10 upl de agua tratada con DEPC
directamente en el centro de la membrana, seguida de una centrifugacion de 1 minuto
a 1300 rpm.

Los productos purificados se analizaron mediante electroforesis en gel, afiadiendo 1
pI de buffer de carga (Loading Dye) por cada 3 volumenes de ADN purificado.

2.7 Reaccion de secuenciacion

Para la secuenciacion de las hebras del ADNc (acido
desoxiribonucleico complementario) se utilizé el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing, empleando los mismos cebadores HRV_For y HRV_Rev que se utilizaron
en la RT-PCR.

Para la reaccion de secuenciacion del ADNc, se preparé un mix con los siguientes
reactivos: 1 puL de Big Dye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, 3.5 yL de
BigDye Terminator Sequencing Buffer, 1 uL del primer correspondiente (ya sea reverse
o forward) a una concentracién de 3,2 mM y 1,5 pL de agua tratada con DEPC. Para
completar el volumen final de 10 pL, se afadieron 3 pL para las muestras que
hayan mostrado banda débil en la electroforesis, 2 yL a las tenues y 1 L a las fuertes.
Posteriormente, las muestras fueron colocadas en el termociclador SimpliAmp™
(Applied Biosystems™) bajo las condiciones especificadas en el protocolo del kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.
Las etapas de desnaturalizacién, alineacion y extension se llevaron a cabo segun los
parametros de temperatura y tiempo que se detallan en Ila Tabla 3.
Al finalizar la reaccion, el amplicdn se conservé a 4 °C hasta su retiro del termociclador.
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Tabla 3. Parametros de temperatura y tiempo empleados en la reaccion de

secuenciacion.
Etapa temperatura Tiempo ciclos
Incubacion 96 °C 3 min 1x
Desnaturalizacion 96 °C 15s 45x
Alineamiento 58 °C 20s 45x
Extension 60 °C 4 min 45x
Mantenimiento 4°C 00

2.8 Purificacion de la reaccion de secuenciacion

Para la purificacion del producto de reaccién de secuenciacion, se empled el BigDye
XTerminator Purification Kit. Ahadimos un volumen total de 55 yL de una mezcla,
compuesta por 45 uL de SAM Solution y 10 uL de BigDye XTerminator, a cada pocillo
que contenia 10 pyL de la muestra de reaccion de secuenciacion. Luego, se agit6 el

plato con un vortex durante 30 minutos.

Posteriormente, se prepard un plato adicional de 96 pocillos con 65 yL de agua en
cada uno para equilibrar en la centrifuga. Ambos platos los llevamos a centrifugar a
1000 xg = RCF durante 2 minutos. Una vez purificado el producto, se colocé el plato
de secuenciacion al secuenciador Sanger (ABI 3500xl).

2.9 Analisis de Secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas y revisadas utilizando el software
Sequencher 5.4.5. Se realizé una comparacion de las secuencias de ADN obtenidas
utilizando la herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool — nucleotides).
Con los resultados, se asignd un genotipo tentativo a cada muestra secuenciada vy,
con base en este genotipo, se buscaron secuencias de referencia correspondientes en
la base de datos GenBank. Posteriormente, la relacion entre las cepas secuenciadas
y las secuencias de referencia fue evaluada mediante analisis y alineamiento multiple

de secuencias utilizando el software MEGA version 12.
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Finalmente, se construyeron arboles filogenéticos para visualizar la relacion evolutiva
entre las cepas locales y las de referencia. Estos arboles fueron generados en MEGA
v12, empleando métodos como Maxima Verosimilitud y Distancia Genética, con el fin
de obtener un analisis robusto y detallado de la diversidad genética del rinovirus

humano.

2.10 Analisis de la diversidad genotipica de los resultados

Se compararon los genotipos obtenidos en este estudio con los reportes publicados a
nivel mundial y con los genotipos descritos en el estudio realizado durante 2010-2011
por Franco et al. (2012).

Se emplearon 62 secuencias de referencias obtenidas del GenBank, estas referencias
provenian de una cuidadosa revision literaria, en donde se obtuvieron los cédigos del
banco de genes y a partir de ellos, se extrajeron las secuencias en formato para su
alineacion con las secuencias de este estudio y asi evaluar las similitudes genotipicas.
Adicionalmente, se analizo la distribucion geografica de los genotipos identificados en
el pais y se evaludé su asociacion con diversas variables epidemiologicas de los
pacientes de los cuales se obtuvieron las muestras, incluyendo el afo de diagndstico,
la region de procedencia y el grupo etario. Esta aproximacion permitié contextualizar
los hallazgos locales dentro del panorama global y aportar informacion relevante sobre

la dinamica epidemioldgica del rinovirus humano en la poblacion estudiada.
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CAPITULO Il



3. Resultados
3.1 Fragmento amplificado

Se amplificé un fragmento de 549 bp utilizando los cebadores indicados en la tabla 1
mediante el kit AgPath-ID™ One Step RT PCR. Para verificar el tamafio del fragmento
amplificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando bromuro
de etidio como agente intercalante. Observamos el gel con el equipo ChemiDoc

Imaging System y confirmamos el amplicon de 549 bp, ver Figura 7.

=
;

Fig.7. Electroforesis de fragmentos de ADN 549bp en un gel de agarosa al 2%, se observa el
marcador de peso molecular de 100 bp. Posterior a estos resultados elegimos los mejores
amplicones para su purificacion y secuenciacion.
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3.2 Secuencias obtenidas

Tabla 4. Resultados obtenidos de la secuenciacion de muestras positivas de RVh
provenientes del programa de Vigilancia Nacional para Influenza y otros virus
respiratorios, detectados durante los afios 2011-2016 en Panama.

Anfo Caddigo nombre Condicion Genotipo
clinica

2011 308606 PANO001-RVh-2011 - C22
308881 PAN002-RVh-2011  Ambulatorio A10
309896  PANO003-RVh-2011  Hospitalizado C6

2012 310067 PANO004-RVh-2012 Hospitalizado A82
310078 PANO005-RVh-2012  Hospitalizado C35
310316  PAN006-RVh-2012  Hospitalizado A7
310347 PANO007-RVh-2012 Hospitalizado C50
310459 PANO008-RVh-2012  Ambulatorio A15
312172 PAN009-RVh-2012  Hospitalizado A10

2013 312452  PAN010-RVh-2013 - C17
312470 PANO011-RVh-2013 - A101
312560 PANO012-RVh-2013 Hospitalizado A49
312589 PANO013-RVh-2013  Hospitalizado A49
312768 PANO014-RVh-2013 - A15
312795 PANO015-RVh-2013  Hospitalizado B42
313049 PANO016-RVh-2013 Hospitalizado C5
313479 PANO017-RVh-2013  Hospitalizado A12
314023 PANO018-RVh-2013  Hospitalizado A12
314161 PANO019-RVh-2013  Hospitalizado A18
314206 PAN020-RVh-2013  Hospitalizado A21

2014 314465 PAN021-RVh-2014 Hospitalizado A55
314501 PAN022-RVh-2014 Hospitalizado A12
314634 PAN023-RVh-2014 Hospitalizado C15
314655 PAN024-RVh-2014 Hospitalizado C43
314673 PAN025-RVh-2014  Hospitalizado A51
314684 PAN026-RVh-2014 Hospitalizado A47
314897 PAN028-RVh-2014  Hospitalizado C16

2015 316153 PANO033-RVh-2015 Hospitalizado A54
316420 PANO034-RVh-2015 Hospitalizado A24
316452 PANO035-RVh-2015 Hospitalizado C17
316574 PANO036-RVh-2015 Hospitalizado A12
316709 PANO037-RVh-2015 Hospitalizado A29
316760 PANO038-RVh-2015 Hospitalizado C6
317144 PANO039-RVh-2015 Hospitalizado C6
317170 PANO040-RVh-2015 Hospitalizado C28
317374 PANO041-RVh-2015 Hospitalizado C51
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2016 317958 PAN042-RVh-2016  Hospitalizado A12

318031  PAN043-RVh-2016  Hospitalizado A11
318551  PAN045-RVh-2016  Ambulatorio B84
319780 PANO046-RVh-2016  Hospitalizado C22
319811 PANO047-RVh-2016  Hospitalizado A85
319899  PANO048-RVh-2016 - A12
320422 PAN049-RVh-2016  Ambulatorio C47
321521  PAN050-RVh-2016  Hospitalizado C15
321589 PANO051-RVh-2016  Hospitalizado C6

321727 PAN052-RVh-2016  Hospitalizado C6

El analisis de las muestras positivas para RVh, permiti6 obtener 46 secuencias
genéticas de entre 450-549 nucledtidos. La revision de los datos epidemiologicos de
cada muestra nos permitié evaluar las regiones de procedencia de las muestras, asi

como afo, edades, sexo, coinfecciones y estado clinico que se detallan a continuacion.

Las secuencias caracterizadas se alinearon con las secuencias de referencia,
permitiendo la agrupacion de 31 genotipos distintos: A7, A10, A11, A12, A15, A18, A21,
A24,A47,A49,A51, A54, A55, A85,A101, A82, A28, A29, C5, C6, C15, C16, C17, C22,
C28, C35, C43, C47, C50, B42, B84. La region utilizada para la clasificacion de los
genotipos fue la region VP2/\VP4 (Fig. 2), con esta region y las comparaciones del
BlastN logramos clasificar 25 secuencias para Enterovirus alpharhino representando
la especie con mayor numero de secuencias en este estudio con un 54.34%, en un
orden descendente tenemos 19 muestras con tendencia a agruparse como Enterovirus
cerhino, estas representan un 41.31% de las muestras totales y 2 muestras
clasificadas como Enterovirus Betarhino con un 4.35%, siendo esta las menos

frecuentes en este estudio.

De estas secuencias, la mayoria de los casos correspondieron a pacientes
hospitalizados (38/46), mientras que los ambulatorios fueron menos frecuentes. La
deteccion de coinfecciones virales fue baja, predominando los casos sin coinfeccion
(40/46); entre las coinfecciones identificadas, las mas registradas fueron con PIV-1. En
cuanto al grupo etario, la mayor proporcion de casos se observo en nifilos menores de

2 anos, especialmente en los rangos de 1-3 meses y 9 meses — 1 afio, manteniéndose
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esta tendencia a lo largo de los afios evaluados. Estos datos se encuentran detallados

en la tabla 5.

El analisis comparativo entre las secuencias indico que la mayor diversidad de
genotipos se encontré en RVh-A12 con un 13.04% y RVh-C6 con 10.87%, el 100% de
estos genotipos dominantes correspondian a pacientes con cuadros clinicos de IRA
(ver grafica 1).

Tabla 5. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de las secuencias analizadas por
ano (2011-2016).

Caracteristicas Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de las secuencias analizadas por aio (2011-2016)
2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
Especie Total Especie Total Especie Total Especie Total Especie Total Especie Total
A B C A B C A B C A B C A B C A B C
No. de secuencias 1 0 2 3 4 0 2 6 8 1 2 11 4 0 3 7 4 0 5 9 4 1 6 10 46
Estado clinico
Hospitalizado 0 0 1 1 30 2 5 6 1 1 8 4 0 3 7 4 0 5 9 4 0 - 8 38
Ambulatorio 1 0 0 1 0 0 0 0 0 4
Sin datos 0 o0 1 0 0 0 2 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coinfeccion
Hmpv 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
PIV-1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
PIV-3 0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 1 0 0 0 0 1
RSV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1
ADV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1
Sin confeccion 1 1 1 3 3 0 2 5 7 1 2 10 4 0 2 6 3 0 3 6 4 1 5 10 40
Grupo etario
<1 mes 0 0 0 0 1 0 1 2 1 0 0 1 1 0 0 1 10 1 2 1 0 0 1 7
1-3 meses 0 0 1 1 2.0 0 2 3 0 2 5 0 0 1 1 2.0 0 2 0 0 0 0 11
4-8 meses 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 4 0 0 1 1 10 2 3 1 0 0 1 9
9 meses -1 afio 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 2 0 1 3 0 0 2 2 1 0 2 3 11
2-6 afios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1
> 6 aflos 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 5 6
Sin datos 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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3.3 Genotipos segun la condicion clinica

En la grafica presentada se observa que 38/46 de los genotipos identificados se
asociaron a casos de hospitalizacion lo que equivale a un 82.6%, mientras que solo
4/46 (8.7%) corresponden a pacientes ambulatorios y 4/46 carecian de informacion
clinica disponible.

Distribucion de genotipos virales segtin la condicién clinica del paciente

sin datos Ambulatorio M Hospitalizado

t TS e2s5 3525388888888 83%8RY3
T T T T I I I AL 5560883383831
Genotipo

Grafica 1. Distribucion de 31 genotipos de RVh, estratificados por condicién clinica. Se
evidencié la predominancia de RVh-A12 y RVh-C6, asociados principalmente a pacientes
hospitalizados, mientras que la proporcioén de casos ambulatorios fue minima en comparacion

con el total analizado.
3.4 Distribucion temporal de especies

En cuando a la distribucién de RVh por afo, el analisis de las secuencias obtenidas
(46) reveld la co-circulacion de las tres especies (RVh-A, RVh-B y RVh-C) durante el
periodo 2011-2016. De las 46 secuencias obtenidas, 25 correspondieron a la especie
RVh-A la cual mostr6 una presencia constante en todos los afios estudiados,
destacando el afio 2013 con 8/25 secuencias caracterizadas. Por su parte, RVh-C
también mostré una presencia constante durante los 6 afios analizados. De esta
especie se logré caracterizar un total de 19/46 secuencias y se destaco el predominio
de esta especie en los dos ultimos anos del periodo estudiado (2015-2016). En
contraste, la especie RVh-B fue la que presenté un menor numero de secuencias,
logrando identificar unicamente 2/46 secuencias distribuidas entre los afios 2013 y
2016.
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Distribucion anual de especies de Rinovirus humano (RVh) genotipificadas en
Panama durante los afios 2011-2016

B rRvH-A [ RVH-B [ RVH-C

2011 2012 2013 2014 2015 2016

Ano de estudio

Grafica 2. Distribucion Anual de las Especies de Rinovirus Humano (RVh) Genotipificadas en
Panama, 2011-2016. El grafico de barras muestra la dsitribucién de las especies de RVh (RVh-
A, RVh-B y RVh-C) en los afios de estudio. Las especies estan representadas por colores: rojo
(RVh-A), azul (RVh-B) y verde (RVh-C). Los resultados se basan en la caracterizacion
molecular de las 46 secuencias de RVh que se obtuvieron con éxito en el periodo de estudio.

3.5 Datos epidemiolégicos

Los datos epidemiolégicos de las muestras recopilados por el Sistema de Vigilancia
Nacional para Influenza y otros Virus Respiratorios sefialan que 82.6% de las muestras
procesadas, provienen de pacientes hospitalizados con cuadros leves o graves de IRA.
87% de las muestras provienen de pacientes menores de 5 afos. De las 46 muestras
analizadas, 6 (13.04%) presentaron coinfeccién con otro agente viral, siendo el mas
frecuente el virus Parainfluenza tipo 1 (HPIV-1). Cabe mencionar a otros como Virus
sincitial respiratorio (RSV), Parainfluenza tipo 3 (HPIV-3) y Adenovirus (ADV).

De las muestras analizadas, el mayor numero de muestras procesadas, secuenciadas
y comparadas procedian de la region metropolitana de Panama, seguido Veraguas y

provincias centrales del pais. Ver Figura 8.
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Fig. 8. Distribuciéon geografica de secuencias estudiadas. Mapa de Panama mostrando la
distribucién de 46 secuencias de rinovirus humano (RVh) por provincia.

3.6 Distribucion geografica de genotipos identificados

Los 31 genotipos identificados en las 46 secuencias se distribuyeron geograficamente
en 12 regiones del pais segun los datos proporcionados por el Sistema de Vigilancia
Nacional para Influenza y otros Virus Respiratorios. El grafico muestra la distribucion
geografica de los 31 genotipos de RVh que se identificaron de las secuencias
obtenidas provenientes de los afios 2011-2016. Cada barra representa un genotipo y
los colores indican la procedencia geografica de las muestras positivas. Los genotipos
A12y C6 presentan la mayor distribucion con 5y 4 provincias respectivamente. Por su
parte las regiones de Panama Metro y Veraguas presentan el mayor numero de

genotipos identificados.
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Grafica 3. Distribucion geografica de los genotipos de RVh por provincia en Panama durante
el periodo de estudio. El genotipo RVh-A12 presenta la mayor distribucion, detectado en cinco
provincias, indicando su amplia dispersion territorial, sequido de el genotipo RVh-C6, presente

en cuatro provincias. Los demas genotipos mostraron una circulacion mas limitada.
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3.7 Arboles Filogenéticos
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3.8 Distribucién de genotipo por grupo etario

La distribucion en los grupos etario de los 31 genotipos identificados en las 46
secuencias sugiere que la mayoria de estos genotipos se centran en la poblacion de
menores de 1 afio, concretamente en los grupos de 1-3 meses y 9 meses a 1 afio.
Aunque esta distribucidn pertenece unicamente a 46 secuencias, se evidencia que los
lactantes y nifios pequefios son la poblacion mas susceptible, con una notable

diversidad genotipica circulante en los primeros meses de vida.

Distribucion de genotipos de RVh por grupo etario

100%

Sin datos
I >6anos

W 2-8 afios

75%

9 meses -1 afio

I 4-8 meses
50% : - 1 W 1-3 meses
B <1mes

25%

0%

Grafica 4. Distribucion de genotipos de rinovirus humano (RVh) segun el grupo etario de los
pacientes analizados entre 2011 y 2016. Cada barra representa un genotipo identificado, y los
colores indican las categorias de edad. Se observa una mayor frecuencia de detecciones en
lactantes menores de un afio, especialmente en los grupos <1 mes, 1-3 meses y 4-8 meses.
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CAPITULO IV



4. Discusion

Los recuentos epidemioldgicos muestran que RVh es un virus de amplia circulacion
global y en poblacién de riesgo puede llegar a causar IRA. En el contexto de este
estudio, el 82.6% de los genotipos detectados se asociaron a pacientes hospitalizados
por IRA. De acuerdo con nuestros analisis encontramos que RVh-A es la especie mas
prevalente con un 54.8% del total analizado seguido de RVh-C (41.31%) y RVh-B
(4.35%), esto coincide con los datos publicados por Franco et al., (2012) para Panama,
donde el 60% de sus secuencias analizadas correspondian a RVh-A. Esto se relaciona
con un estudio realizado por la Red de Vigilancia de Nuevas Vacunas de EE. UU.
Donde reportan que existe una mayor frecuencia de hospitalizaciones por IRA en las
especies RVh-Ay RVh-C que RVh-B (Banerjee et al., 2025).

Existe una marcada diversidad genotipica entre las 3 especies de RVh. De las 25
secuencias de RVh-A, 18 eran genotipos diferentes, para RVh-C de sus 19 secuencias
11 son genotipos distintos y para RVh-B las dos secuencias son genotipos distintos.
RVh conforma uno de los grupos con mayor diversidad genética dentro del género
Enterovirus. Esta amplia variabilidad genotipica se debe a las variaciones en las
regiones capsidicas como VP1, la secuenciacién y clasificacion genética de esta
region genomica ha permitido reconocer 169 genotipos distribuidos entre las 3
especies de RVh. Su elevada diversidad y prevalencia genotipica en las secuencias
estudiadas indica que no existe un genotipo predominante, esto llega a diferenciar a
RVh de otros virus causantes de IRA como VRS o Influenza (Franco et al., 2012) (Wang
et al., 2024).

El predominio de la especie RVh-A en Panama concuerda con estudios previos por
Franco et al.,, (2012), quienes también observaron una mayor proporcion de
secuencias pertenecientes a esta especie. Sin embargo, estudios similares reportan el
predominio de la especie RVh-C sobre RVh-A y RVh-B. El analisis de datos
epidemioldgicos no relaciona la predominancia de un genotipo en particular de RVh
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con la severidad clinica. En cuanto a la comparacion filogenética con secuencias de
referencia globales depositadas en el banco de genes mostré que los genotipos
caracterizados en Panama se comparan de manera satisfactoria con los grupos
descritos en otras regiones, esto indica que la circulacién viral en Panama responde a
patrones globales y no a genotipos restringidos geograficamente (Banerjee et al.,
2025; Wang et al., 2024; Da Costa Souza et al., 2021)

La asociacion de los genotipos identificados con los cuadros hospitalarios (82.6%)
muestra el impacto del RVh como agente causal de infeccion respiratoria aguda (IRA),
especialmente en nifios menores de un afno, quienes constituyeron el grupo mas
afectado. Estos datos se contrastan con la percepcion de que los rinovirus generan
cuadros leves de infeccion respiratoria, y puntualiza que, en poblaciones vulnerables,
pueden estar relacionados con formas mas severas de enfermedad como IRA grave.
El analisis de los genotipos dominantes de este estudio (A12 y C6) en pacientes
hospitalizados sugiere una posible relacion entre la circulacion de ciertos genotipos y
la condicion clinica, aunque estudios adicionales de cohorte y con mas datos

muestrales, serian necesarios para establecer asociaciones causales.

La presencia de coinfecciones en un 13.4% de las muestras, con el virus Parainfluenza
tipo 1 como el agente mas frecuente, coincide con reportes que indican que las
coinfecciones virales pueden agravar el cuadro clinico de la enfermedad, ya sea
exacerbando los sintomas o dificultando el diagndstico (Esneau et al., 2022). Un
estudio realizado en Tunez por Haddad-Boubaker et al. (2021) reporté confecciones
de RVh con otros agentes virales en los que se destacan virus sincitial respiratorio,
Bocavirus y virus Parainfluenza. Por otro lado, un estudio mas reciente realizado en
China en 2025 describié 39 casos confirmados de coinfeccion, predominando las
asociaciones entre RVh y adenovirus (20/39), seguido de RVh y virus respiratorio
sincitial (9/39) (Shi et al., 2025). Estos resultados son consistentes con los datos de

este estudio lo que pone de manifiesto la continuidad y ampliacidén de los paneles de
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deteccion molecular, en la vigilancia epidemiologica y en la atencién hospitalaria en

Panama.

Los datos deben interpretarse considerando las limitaciones del estudio. En primer
lugar, el tamafio de la muestra y las secuencias obtenidas es reducida en relacion con
el periodo analizado (2011-2016), lo que podria subestimar la verdadera diversidad
genotipica circulante en el pais. Ademas, como se trata de un estudio retrospectivo
basado en la obtencion de secuencias genéticas, no es posible controlar la
representatividad del muestreo ni garantizar que esta obtencidn incluya casos

distribuidos equitativamente por region o severidad clinica.

A pesar de las limitaciones, los resultados aportan evidencia valiosa sobre la
circulacion de RVh en Panama y apoyan la necesidad de fortalecer la vigilancia
molecular continua para comprender mejor los patrones epidemiologicos locales y su

relacion con la dinamica global de RVh.
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CAPITULO V



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El analisis molecular permitié caracterizar la diversidad genotipica de RVh en
Panama durante el periodo 2011-2016, identificando un total de 31 genotipos
distintos, distribuidos entre las especies RVh-A, RVh-B y RVh-C. Esta elevada
variabilidad genética confirma que el RVh constituye uno de los grupos mas
diversos dentro del género Enterovirus y resalta la secuenciacion como
herramienta fundamental para su clasificacién y vigilancia epidemioldgica. La
presencia simultanea de multiples genotipos demuestra una circulacion viral

dinamica y compleja, correlacionada con patrones descritos a nivel global.

La especie RVh-A fue la predominante en este estudio durante el periodo
estudiado (2011-2016), seguido por RVh-C y en menor proporcion RVh-B, lo
que concuerda con estudios previos realizados en Panama. Ademas, los
genotipos A12 y C6 fueron los mas frecuentes dentro de la muestra analizada,
aunque es necesario el analisis de un grupo mayor de secuencias para
establecer relaciones causales entre genotipos y severidad clinica. Los
esfuerzos en el procesamiento de las muestras hasta su caracterizacion
genotipica, aunado a la recopilacién de data epidemioldgica, sugiere que la
vigilancia panamefa del RVh responde a las minimas exigencias globales.

En cuanto a severidad clinica, el estudio evidencié que el 82.6% de los casos
correspondieron a pacientes hospitalizados, lo que refuerza el rol del RVh como
un agente relevante en el desarrollo de IRA moderada a grave, sobre todo en
poblaciones vulnerables. Los grupos etarios mas afectados fueron los menores
de un afio, lo que concuerda con la susceptibilidad conocida en este rango de
edad debido a la inmadurez del sistema inmunoldgico. La concentracion de los
genotipos mas frecuentes en pacientes hospitalizados es un aspecto que

merece investigacion futura, que evalue una posible prevalencia genotipica.
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El 13.4% de las muestras analizadas presenté coinfeccion con otros virus,
siendo Parainfluenza tipo 1 el agente mas comunmente asociado. Esto refleja
la complejidad clinica de las IRA y destaca la necesidad de considerar las
coinfecciones en el diagnostico e interpretacion de los sintomas. La literatura
discute que la coexistencia de RVh con otros patdgenos puede influir en la
gravedad del cuadro clinico, en la respuesta inflamatoria y en la evolucion del
paciente, esto pone de manifiesto la importania de incluir las coinfecciones en

con otros agentes patogenos en estudios futuros de RVh.

Las comparaciones filogenéticas con secuencias de referencia permitieron
establecer que los genotipos identificados en Panama mantienen relaciones
evolutivas claras con los clados previamente descritos, mostrando altos niveles
de identidad con cepas de diversas regiones del mundo. Esto indica que la
circulacién viral en Panama es parte de un flujo genético global, influenciado
por la globalizacion y la dinamica de movilidad humana.

Los resultados de este estudio demuestran que el RVh mantiene una circulacion
activa, diversa y clinicamente significativa en Panama, y que sus patrones de
diversidad, distribucion por especies y comportamiento clinico guardan estrecha
relacion con los observados a nivel global. Estos datos impulsan la necesidad
de fortalecer los sistemas de vigilancia epidemiologica con herramientas
moleculares, para el monitoreo de la variabilidad genética de RVh, identificar la
emergencia de nuevos genotipos, comprender su impacto epidemiologico y
orientar estrategias de salud publica relacionadas con la prevencion, el
diagnostico y el manejo de las infecciones respiratorias agudas.
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5.2 Recomendaciones

- Fortalecer la vigilancia molecular del RVh implementando y manteniendo
sistemas de vigilancia basados en secuenciacion, que permitan monitorear la
diversidad genética, detectar la emergencia de nuevos genotipos y evaluar

posibles cambios en la distribucion de especies.

- Priorizar el estudio de poblaciones pediatricas debido a que los lactantes
mostraron mayor riesgo de evolucion clinica desfavorable y, por ende,
hospitalizacién. Por ello se recomienda establecer protocolos especificos de
detecciéon y seguimiento clinico en este grupo etario, especialmente en

contextos hospitalarios.

- Expandir la investigacion sobre la relacion genotipo-severidad realizando
estudios que evaluen si ciertos genotipos virales estan asociados a mayor
gravedad clinica, lo cual podria ayudar a anticipar brotes severos o a adaptar

estrategias de manejo hospitalario.

- Promover estudios longitudinales de manera que se pueda investigar la
dinamica temporal de circulacion de los genotipos, su estacionalidad y su
persistencia permitiendo comprender mejor su comportamiento epidemiolégico

y anticipar picos de incidencia.

- Establecer bases para estudios inmunologicos considerando investigaciones
orientadas a la respuesta inmune frente a los genotipos predominantes, lo que

podria contribuir al desarrollo futuro de terapias o estrategias preventivas.
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Tabla 1. Datos de muestras analizadas, procedentes del Programa de Vigilancia

Epidemioldgica para Influenza y otros virus respiratorios.

Afio Nombre Edad Region Condicion clinica  Coinfeccion Genotipo

2011 PANO0O1- - - - - C22
RVh-2011
PANO0O2- 9 meses Metro Ambulatorio No A10
RVh-2011
PANO0O3- 2 meses Metro Hospitalizado No C6
RVh-2011

2012 PANOQO4- 1 mes Metro Hospitalizado Hmpv A82
RVh-2012
PANO0O5- 29 dias P. Oeste Hospitalizado No C35
RVh-2012
PANOOG6- 24 dias Darién Hospitalizado No A7
RVh-2012
PANOQ7- 9 meses Bocas del Hospitalizado No C50
RVh-2012 Toro
PANOO8- 41 afos Metro Ambulatorio No A15
RVh-2012
PANOQ9- 2 meses Colén Hospitalizado No A10
RVh-2012

2013 PANO10- 2 meses Chiriqui - No c17
RVh-2013
PANO011- 6 meses Herrera - No A101
RVh-2013
PANO12- 1 afo Metro Hospitalizado No A49
RVh-2013
PANO13- 8 meses  Bocas del Hospitalizado No A49
RVh-2013 Toro
PANO14- 9 dias P. Oeste - No A15
RVh-2013
PANO15- 7 meses Colén Hospitalizado No B42
RVh-2013
PANO016- 2 meses Los Santos Hospitalizado No C5
RVh-2013
PANO17- 7 meses Coclé Hospitalizado No A12
RVh-2013
PANO18- 1 mes Veraguas Hospitalizado No A12
RVh-2013
PANO19- 1 mes P. Oeste Hospitalizado No A18
RVh-2013
PANO20- 1 mes Metro Hospitalizado PIV-1 A21
RVh-2013

2014 PANO21- 2 anos Veraguas Hospitalizado No AS55

RVh-2014
PANO022- 1 afo Veraguas Hospitalizado No A12
RVh-2014
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PANO023- 6 meses Metro Hospitalizado PIV-1 C15
RVh-2014
PANO024- 1 mes Los Santos Hospitalizado No C43
RVh-2014
PANO025- 1 afo Chiriqui Hospitalizado No A51
RVh-2014
PANO026- 15 dias Metro Hospitalizado No A47
RVh-2014
PANO028- 11 Los Santos Hospitalizado No C16
RVh-2014 meses

2015 PANOQ33- 18 dias Darién Hospitalizado No A54
RVh-2015
PANQ34- 1 mes Los Santos Hospitalizado No A24
RVh-2015
PANO035- 11 Veraguas Hospitalizado No Cc17
RVh-2015 meses
PANOQ36- 6 meses Metro Hospitalizado No A12
RVh-2015
PANQ37- 2 meses Colén Hospitalizado PIV-3 A29
RVh-2015
PANO038- 4 meses P. Oeste Hospitalizado ADV C6
RVh-2015
PANQ39- 5 meses Metro Hospitalizado No C6
RVh-2015
PANO040- 15 dias P. Este Hospitalizado RSV C28
RVh-2015
PANO041- 1 afio Coclé Hospitalizado No C51
RVh-2015

2016 PANO042- 17 dias Herrera Hospitalizado No A12
RVh-2016
PANO043- 4 meses  Veraguas Hospitalizado No AN
RVh-2016
PANO045- 44 afno Veraguas Ambulatorio No B84
RVh-2016
PANO046- 3 afos Coclé Hospitalizado No C22
RVh-2016
PANO047- 29 afnos Veraguas Hospitalizado No A85
RVh-2016
PANO048- 1 afo Colon - No A12
RVh-2016
PANO049- 16 afos Ngabe Ambulatorio No C47
RVh-2016 Buglé
PANOS50- 38 afos Metro Hospitalizado No C15
RVh-2016
PANO051- 1 afo Coclé Hospitalizado No C6
RVh-2016
PANO052- 1 afio Veraguas Hospitalizado No C6
RVh-2016
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Insumos y procedimiento

Fig 1. Proceso de seleccion de Fig 2. Kit comercial de extraccion MagMAX™

muestras. Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit.

Fig 3. Preparacién de platos para Fig 4. Adicion de muestra al plato
proceso de extraccion. para extraccion del ARN viral.
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Fig. 5. Montaje de muestras en la Fig. 6. Visualizacion de bandas en el
camara de electroforesis fotodocumentador ChemiDoc Imaging
System

Fig. 7. Preparacion de Ila cabina de Fig. 8. QIAquick® PCR Purification Kit
bioseguridad para la purificacion del producto
amplificado.
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Fig. 9y 10. Productos obtenidos del proceso de purificacion del material amplificado.
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Fig. 11. Kit para secuenciacion BigDye Fig. 12. BigDye XTerminator
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Purification kit.
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Fig. 13. Cromatograma de las secuencias analizadas en el programa sequencher

Equipos

Fig. 14. Termociclador SimpliAmp™
de Applied Biosystems™

Fig. 15. Vortex de Thermo Scientific con
producto purificacion de reaccién de
secuenciacion.
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Fig. 17. Camaras de electroforesis y fuente de poder
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