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DETECCION Y CARACTERIZACION DE PARECHOVIRUS A EN
MUESTRAS DE PACIENTES CON INFECCION RESPIRATORIA
AGUDA DURANTE LOS ANOS 2011 A 2019 EN PANAMA.

RESUMEN

Parechovirus humano (PeV-A) es un virus de ARN perteneciente a la familia
Picornaviridae, que es asociado a infecciones respiratorias, gastrointestinales y del
SNC, particularmente en nifios pequefios. En América Latina, los datos sobre su
epidemiologia y deteccion son muy limitados. En Panama ya se habia confirmado
la presencia del virus, pero se desconocia los tipos circulantes. Por esta razén, con
este estudio nos propusimos analizar 1,183 muestras de pacientes con infeccién
respiratoria aguda provenientes del programa de Fortalecimiento en la vigilancia
epidemiologica de influenza y otros virus respiratorios. Estas muestras fueron
analizadas mediante la técnica de RT-PCR y secuenciacion genética; de las
muestras analizadas obtuvimos 16 muestras positivas, la mayoria de estas
muestras pertenecian principalmente a nifios menores de un afio, mostrando una
mayor incidencia en hombres. Los casos abarcaron varias regiones del pais y se
distribuyeron en la mayoria de los meses del afio, mostrando una circulacion
generalizada del virus.

Nuestros resultados revelaron una circulacién significativa de PeV-A en Panama,
con la deteccion de los genotipos PeV-A1, PeV-A4 y PeV-A6. Ademas, observamos
una alta frecuencia de coinfecciones con otros virus respiratorios. Estos hallazgos
sugieren que los PeV-A son un agente etiolégico importante de las infecciones
respiratorias agudas en nuestro pais y subrayan la necesidad de incluirlos en los
paneles de diagnaostico. A pesar de las limitaciones del estudio, nuestros resultados
aportan valiosa informacion para futuras investigaciones y para el desarrollo de
estrategias de prevencion y control de estas infecciones.

ABSTRACT

Human Parechovirus (PeV-A) is an RNA virus belonging to the Picornaviridae family,
which is associated with respiratory, gastrointestinal and CNS infections, particularly
in young children. In Latin America, data on its epidemiology and detection are very
limited. In Panama, the presence of the virus had already been confirmed, but the
circulating types were unknown. For this reason, with this study we proposed to
analyze 1,183 samples from patients with acute respiratory infection from the
program to Strengthen Epidemiological Surveillance of Influenza and Other
Respiratory Viruses. These samples were analyzed using the RT-PCR technique
and genetic sequencing; from the samples analyzed, we obtained 16 positive
samples, most of these samples belonged mainly to children under one year of age



and showing a higher incidence in men. The cases covered several regions of the
country and were distributed in most months of the year, showing widespread
circulation of the virus. Phylogenetic analyses showed that PeV-A1, PeV-A4, and
PeV-A6 are the types circulating in Panama, and that these can occur in co-
infections with other respiratory viruses. This study highlights the importance of
implementing more robust surveillance and diagnostic strategies in Panama to
improve the detection and clinical management of the different respiratory infections.
In addition, it contributes to the PeV-A data in the region and is a guide for future
research.
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INTRODUCCION

El Parechovirus A (PeV-A) es un virus que pertenece a la familia Picornaviridae,
especificamente el género Parechovirus (Izumita et al., 2018). Los Picornaviridae son
una familia de virus de ARN de cadena unica lineal, con sentido positivo y con forma
icosaédrica; esta familia se introdujo en 1963 y se divide en 6 géneros: Enterovirus,
Rinovirus, Hepatovirus, Cardiovirus, Aphtovirus y Parechovirus; de estos los
geéneros Enterovirus y Rinovirus suelen ser los mas importantes a nivel médico, ya
que producen una amplia gama de enfermedades, que pueden ir desde el resfriado
comun hasta paralisis grave. (Bello Corredor, Mas Lago, 2001).

En 1956, durante un brote diarreico se descubrié por primera vez Parechovirus A,
solo que en ese momento fueron clasificados como especies del género
Enterovirus, especificamente como Echovirus 22 y 23, posteriormente, en 1999
fueron reclasificados en un género nuevo, Parechovirus (Sasidharan, Harrison,
Banerjee, Selvarangan, 2019).

Alo largo del tiempo PeV-A ha sido objeto de creciente interés en el ambito médico
debido a que esta asociado a enfermedades gastrointestinales y respiratorias leves
en nifios pequenos, da lugar a infecciones a nivel del Sistema Nervioso Central
(SNC) y sepsis neonatal (Vergnano et al., 2015).

El género Parechovirus estad clasificado en 6 especies: Parechovirus A o
Parechovirus humano, Parechovirus B o Ljungan, Parechovirus C (conocido como
virus Sebokele), Parechovirus D (conocido como Parechovirus del hurén),
Parechovirus E (conocido como Parechovirus del halcon) y Parechovirus F
(conocido como Parechovirus del Geco). PeV-A consta de 19 tipos donde los tipos
A1y A3 son los que se encuentran mayormente asociados a las infecciones a nivel
mundial, y desde el 2006 el tipo A4 se ha involucrado también con infecciones
(Sasidharan, Harrison, Banerjee, , Selvarangan, 2019); y la especie PeV-B, conocido
también como virus Ljungan, esta siendo evaluada debido a su papel como posible
agente zoonatico (Tolf et al., 2009).

Ala hora de aplicar métodos diagndsticos para detectar PeV-A, no se puede realizar
cultivo celular ya que no es lo suficientemente sensible, por lo que se opta por
realizar métodos moleculares como la reaccién en cadena de polimerasa en tiempo
real (RT-PCR); esta técnica cada dia es mas rapida, barata y requiere poco material
biolégico por lo que se pueden usar muestras de sangre, liquido cefalorraquideo
(LCR), heces, moco, tejido, etc. (Tolf et al., 2009).

En Panama ya se ha demostrado la presencia de PeV-A como patdgeno, pero se
desconocen cuales son los serotipos circulantes. Hasta la fecha el PeV-A ha sido
relacionado con casos de infecciones virales durante los afios 2013 y 2014 en el
Hospital del Nifio Dr. José Renan Esquivel de la ciudad de Panama. Donde se dieron
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casos de Infecciones virales en neonatos febriles con sepsis clinica (Gutiérrez et al;
2023).

Un 78% de los neonatos analizados no obtuvieron un diagndstico definitivo, por lo
que se cree que este porcentaje puede corresponder a infecciones virales por
Parechovirus, Adenovirus, entre otros; sin embargo, no fueron comprobados
mediante estudios moleculares (Norero et al; 2015); en el estudio de Gutiérrez et al;
2023, se analizaron 200 muestras pediatricas correspondientes a los afios 2014 y
2015, de las cuales 64 eran de tipo respiratorio; de estas, 2 resultaron positivas para
PeV-A, con una incidencia de 3.0%.

Por esta razon, este estudio comprende mas afios de analisis que contribuyan a un
mayor conocimiento sobre la frecuencia de este virus en muestras respiratorias en
las diferentes regiones del pais.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

TAXONOMIA

El género Parechovirus estd compuesto por seis (6) especies, Parechovirus A
conocido como Parechovirus humano), Parechovirus B (conocido como virus
Ljungan), Parechovirus C (conocido como virus Sebokele) y Parechovirus D
(conocido como Parechovirus del hurdén) Parechovirus E (conocido como
Parechovirus del halcén) y Parechovirus F (conocido como Parechovirus del Geco).
(Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019). EI Parechovirus A, consta de 19
tipos (PeV-1 a PeV-19) que son los que se encuentran asociados con infecciones
humanas (Tabla 1), y los tipos PeV-A1 y PeV-A3 son los mayores causantes
frecuentes de las infecciones alrededor del mundo. El Parechovirus B o virus de
Ljungan se ha caracterizado por ser patégeno en animales (Sasidharan, Harrison,
Banerjee, Selvarangan, 2019). En Estados Unidos en el afio 1956, se aislaron 2 virus
no identificados que provenian de muestras de heces de nifios que presentaban
diarrea; estos virus se clasificaron previamente como Echovirus 22 y 23. Para luego,
en 1999, gracias a los avances moleculares se encontraron diferencias gendmicas
con los restos de Echovirus, por lo que se reclasificaron como PeV-A1a y PeV-A1b
pertenecientes a un género nuevo de la familia Picornaviridae llamado Parechovirus
(Sasidharan, Harrison, Banerjee, Selvarangan, 2019).
En Japon en al afio 2004 se descubrid PeV-A3, en 2006 PeV-A4 en Paises Bajos,
y asi sucesivamente gracias a los desarrollos moleculares hasta obtener los 19 tipos
que se mantiene actualmente.

Tipo Cepa
PeV-Ala Harris
PeV-Alb BNI-788 St
PeV-A2 Williamson
PeV-A3 A308/99
PeV-A4 K251176-02
PeV-A5 CT86-6760
PeV-A6 NII561-2000
PeV-A7 PAK5045
PeV-A8 BR/217/2006
PeV-A9 BAN2004-10902
PeV-Al10 BAN2004-10903
PeV-All BAN2004-10905
PeV-Al12 BAN2004-10904
PeV-Al13 BAN2024-10901
PeV-Al4 |451564
PeV-Al5 BAN-11614
PeV-Al6 BAN-11615
PeV-Al7 M36/Cl/2014
PeV-Al18 GhanaA36 886
PeV-A19 P02-4058
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Tabla 1 Listado completa de cepas prototipo de PeV-A.
Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, & Wolthers, 2019.

De los 19 tipos, los mas comunes son los tipos A1, A3, A4 y A6, donde los tipos A1,
A4 y A6 son detectados regularmente en nifios pequefios de aproximadamente 2
afnos, en quienes se manifiestan enfermedades gastrointestinales y respiratorias
asintomaticas o leves. El tipo A3 manifiestan sintomas mas graves en el Sistema
Nervioso Central como meningoencefalitis, sepsis neonatal, miocarditis.
Otros genotipos como A2, A5, A7, A8 y A10 se presentan en nifios como enfermedad
gastrointestinal pero menos graves. También se han informado en estudios
recientes los genotipos A13, A14, A16 y A17 [(Kung et al., 2020) (Pham et al., 2021)
(Sasidharan, Harrison, Banerjee, Selvarangan, 2019) (Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt,
Wolthers, 2019) (Wang et al., 2020)].

TIPO DE PeV-A | MANIFESTACIONES CLINCAS

PeV-A1/ PeV-A2 | Infecciones gastrointestinales y respiratorias leves. Serotipo A2

poco comun.

PeV-A3 Infecciones graves, como sepsis neonatal, encefalitis,
meningitis y miocarditis. Serotipo mas virulento.

PeV-A4 Infecciones gastrointestinales y respiratorias. Menos virulento
que A3.

PeV-A5/ PeV-A6 | Infecciones respiratorias y gastroenteritis, pero son menos
comunes y no se asocian con enfermedades graves.

PeV-A7 Infecciones respiratorias. Enfermedades neuroldgicas leves.

PeV-A8 Infecciones respiratorias y gastrointestinales, pero su
asociaciéon con enfermedades graves no es tan clara

PeV-A9 Infecciones respiratorias. Poco comun.

PeV-A10/PeV- Infecciones gastrointestinales y respiratorias leves.

A11

PeV-A12 a PeV- | Infecciones gastrointestinales y respiratorias. Poco comunes.
A16

PeV-A17 a PeV- | Identificados recientemente, se conocen poco. Infecciones
A19 gastrointestinales y respiratorias

Tabla 2. Listado de los serotipos de PeV-A y sus principales manifestaciones clinicas.
(Abedi et al., 2015) (Benschop et al., 2003) (Ito et al., 2010) (Shah and Robinson; 2014)
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CICLO DE VIDAY REPLICACION
No se conoce a ciencia cierta como inicia la entrada de PeV-A, se cree que debe
ser similar a los demas géneros de Picornaviridae.

Por lo que se cree que el virus se une al receptor en la superficie de la célula
huésped y se inicia la endocitosis. Luego la porcion del genoma de ARN se separa
y se libera en el citoplasma, para que los ribosomas del huésped traduzcan el ARN
viral en el precursor de la poliproteina. Se induce entonces una remodelacion
integral de la membrana intracelular, dando como resultado la formacion de
vesiculas lipidicas de una o dos capas llamadas organulos de replicacién, donde
como su nombre lo indica, tiene lugar la replicacion.
El nuevo ARN sirve como molde para rondas adicionales de replicacion o para
traducir en una sola poliproteina grande de manera independiente de la caperuza.
Esta poliproteina se adhiere a las proteinas estructurales y no estructurales. A
diferencia de muchos otros Picornavirus, la proteina de la capside PeV-A VPO no se
escinde en VP2 y VP4 dentro del virion maduro. Otra caracteristica unica de PeV-A
es que la proteina no estructural 2A no tiene actividad proteolitica e induce la
detencion de la traduccion en el huésped.
Al final del ciclo de replicacion, el ARN es encapsulado por proteinas estructurales
y forma nuevas particulas infecciosas. El ultimo paso en el ciclo de vida de PeV-A
es su liberacion de la célula huésped.

La diseminacion del virus puede ocurrir a través de varios mecanismos.
Tradicionalmente, se pensaba que los virus sin envoltura se liberaban mediante lisis
celular. Sin embargo, varios informes independientes sugieren que es un
mecanismo de terminacion no litico alternativo; algunos salen de células infectadas
dentro de vesiculas formadas a partir de la célula huésped.
Se sabe que PeV-A se libera a través de lisis celular (Sridhar, Karelehto, Brouwer,
Pajkrt, Wolthers, 2019).

ESTRUCTURA GENOMICA
El virion de PeV-A consta de aproximadamente 30nm de diametro, esta compuesto
por un genoma de ARN cadena simple con sentido positivo, el cual se encuentra
protegido por una capside proteica que carece de una envoltura lipidica. Su genoma
consta de una longitud aproximada de 7,100 a 8,500 nucledtidos (nt) (Stanway
Hyypia, 1999), contiene un solo marco de lectura abierto que se encuentra rodeado
por regiones no traducidas (UTR). EI 700 nt 5’UTR se encarga de formar estructuras
primarias y secundarias del ARN que son necesarias al momento de la replicacion
uniéndose a la proteina viral VPg (actua como primer durante la sintesis de ARN).
Dentro del 5’UTR existe un sitio de entrada ribosomal interna (IRES) donde se
facilita la traduccion directa independiente de la caperuza de una sola poliproteina
grande que se adhiere a tres proteinas estructurales (VPO, VP3 Y VP1) y siete
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proteinas no estructurales (2A-2C y 3A-3C) (Figura 1).
El 300nt 3’'UTR termina con una cola poliadenilada.

La capside de los Picornaviridae toma forma icosaédrica; en esta, se encuentran 3
proteinas que se ensamblan y forman un protémero, cinco protémeros forman un
pentamero, por lo que se estarian formando 12 pentameros que dan como resultado
el icosaedro (Figura 2).

Reglicacitn, Proieras daiarcn proteasa ARM polimerasa
traduscidn

SUTR ¥PO WFi Wil F) 1 F. 8 ELE ] 3 il TUTR

de wirus ——

T T T T T T T T T T T T T T T L] T T T T T T T T L T T T T T T T T T 1

Figura 1. Vista esquematica del genoma de Parechovirus.
Kadambari, Harvala, Simmonds, Pollard, Sadarangani, 2018.

Gracias a las estructuras atomicas de Pe-A se han evidenciado diferencias del
género Parechovirus del resto de los géneros de Picornairidae. Se ha podido
evidenciar que la capside de PeV-A es plana, también, que se pierde el bolsillo
hidrofobico VP1. La proteina VPO no se adhiere en las proteinas VP2 y VP4 en el
viribn maduro. Se ha podido determinar, que las sefiales de empaquetamiento del
ARN son las encargadas de guiar el ensamblaje de la capside. Y que en PeV-A no
se observa la presencia de procapsidas (particulas vacias desprovistas de ARN)
[(Kadambari, Harvala, Simmonds, Pollard, Sadarangani, 2018) (Sridhar, Karelehto,
Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019)].
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Figura 2. Estructura del virion de PeV-A y sus proteinas estructurales.
a) doble eje de simetria de PeV-A3 (Parechovirus A). b) Ajuste representativo del modelo atomico de VPO. C)
modelo de la capside donde se muestra las posiciones de las proteinas estructurales VPO (amarilla), VP1 (rojo)
y VP3 (verde); los puntos azules representan los ejes de simetria, que son 3: pentagono quintuple, triangulo
triple y elipse doble.

Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019.

Figura 3. Estructura del virién de PeV-A.
Walls, Tony. (2017).

PATOGENIA
Actualmente no se ha podido determinar a ciencia cierta como se desarrolla la
patogenia de PeV-A, debido a los escasos modelos la compresion es limitada.
Se desconoce el sitio exacto de replicacion primaria, el tropismo celular inicial, asi

como cuales son sus organos dianas (Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers,
2019).

MANIFESTACIONES CLINICAS:
PeV-A causa un amplio espectro de enfermedades que van desde ser
asintomaticos, a enfermedades autolimitadas y hasta producirse casos graves,
capaces de causar la muerte (Vergnano et al., 2015).
En la actualidad no se ha podido establecer una asociacion entre los sintomas y los
tipos de PeV-A. Los sintomas asociados a PeV-A1 son gastroenteritis aguda,
sintomas del tracto respiratorio superior, fiebre y erupcién cutanea frecuentemente
presentada en menores de 6 meses a 5 afos. PeV-A3 suele presentarse en
menores de 3 meses, se ha podido observar brotes de sepsis neonatal, sindromes
del SNC como la paralisis flacida aguda, meningitis y encefalitis; y en algunos
adultos se ha podido determinar que provoca mialgia y miocarditis, a pesar de que
la deteccion en adultos es rara (Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019). La
miocarditis en este tipo de infecciones se ve como un sintoma grave, pero se

17



considera un evento raro tanto en menores como en adultos (Kadambari, Harvala,
Simmonds, Pollard, Sadarangani, 2018).

Debido a una evaluacidén hecha por “Kadambari, et. al, 2018” de los estudios mas
grandes de PeV-A, se ha podido determinar que las manifestaciones clinicas mas
comunes, sin llegar a ser graves, de una infeccion por PeV-A son fiebre, irritabilidad,
mala alimentacion, taquicardia y erupcién cutanea (Tabla 2); también se ha podido

asociar

la

erupcion

maculopapular

con

este

tipo de

infecciones.

En otros estudios, también se ha podido demostrar que PeV-A puede causar un
compromiso en la materia blanca cerebral, capaz de reducir la capacidad fisica y de
aprendizaje del infectado prolongandose hasta los 7 afios del menor.

Caracteristicas

Autores

Tabla comparativa sobre de las caracteristicas clinicas y de laboratorios de los cinco estudios clinicos de cohortes mas grandes y
sobresalientes sobre PeVH hasta la fecha

Khatami et al, Australia
(n=118)

Vergnano et al, Reino
Unido (n=50)

Wildenbeest et al, Paises
Bajos (n=138)

Sharp et al, Estados Unidos
(n=66)

Selvanrangan et al, Estado
Unidos (n=58)

Demografia

Cohorte clinica retrospectiva
menor de 12 meses (con una
mediana de 39 dias) en
comparacién con 4 meses en
2013, en cinco hospitales
durante el brote de PeVH; El
75% de los lactantes tenia

hombres; El 25% ingresé en
una UCI.

menos de 60 dias; el 55% eran

Cohorte clinica retrospectiva
de menos de 12 meses
entre 2008y 2012, en tres
hospitales; El 48% de los
lactantes tenia menos de 30
dias de edad; el 56% eran
hombres; El 50% ingres6 en

una UCI.

Estudio molecular universal
de muestras de heces
recolectadas entre 2004 y
2008, en dos hospitales; El
43% de los lactantes con
PeVH1 y el 69% con PeVH3
tenian menos de 6 meses; El
59 % de los lactantes con
PeVH1y el 65 % con PeVH3
eran varones; Se desconoce
el nimero de admisiones a la
UCI.

Estudio molecular universal en
muestras de LCR
recolectadas durante 5 meses
en 2009, en un hospital; El
100% de los lactantes tenian
menos de 5 meses; El 60% de
los lactantes eran varones; El
12% de los lactantes
ingresaron en una UCI.

Estudio molecular universal en
muestras de LCR entre 2006 y
2008, en un centro terciario; los
lactantes tenfan una edad media
de 6,6 semanas; El 70% de los
lactantes eran varones; Se
desconoce el nimero de
admisiones a la UCI.

Tipo de virus (% en
infantes)

PeVH3 100%

No probado

PeVH1 (81%), PeVH3 (19%)

PeVH3 (51 [77%)] de 66
muestras de LCR positivas)

PeVH3 (52 [98%] de 53
muestras de LCR positivas)

Principales
caracteristicas
clinicas en la
presentacion (% en
infantes)

Taquicardia (98%), fiebre
(94%), irritabilidad (93%),
taquipnea (91%), mala
perfusion (55%).

Malnutricién (96%), fiebre

(82%), apariencia enfermiza

(74%), irritabilidad (64%),
moteado (54%)

PeVH1: sintomas
gastrointestinales (97%),
infeccion en el sistema
respiratorio superior (39%).
PeVH3: sintomas
gastrointestinales (80%),
fiebre (53%), sintomas en la
piel (37%), sintomas
neurolégicos (32%).

Fiebre (91%), irritabilidad
(91%)

Irritabilidad (98%), fiebre (95%),
erupcion no especifica (59%)

Mediciones de
laboratorio en la
presentacion (% en
infantes)

Ausencia de pleocitosis en
LCR (96%); PCR menor de 10
mg/dL (69%); TTPA méas 50
s/PT (54%); Recuento de
glébulos blancos menor de
1x10-9 células por litro (19%);
plaguetas menor 510x10-9
plaquetas por L (10%);
AST/ALY mas de 100 U/L
(33%).

Ausencia de pleocitosis en
LCR (95%); trastornos de la
coagulacion (95%, s6lo 18
bebés evaluados); PCR
menos de 10 mg/dL (80%);
AST/ALT més 100 U/L
(45%).

No medido

Ausencia de pleocitosis del
LCR (98%)

Ausencia de pleocitosis del LCR
(88%)

Seguimiento del
caso, después del
alta médica

Durante los 6 meses de
seguimiento, cuatro infantes
presentaron retraso en la
motrocidad gruesa.

Un infante muerto. 6 de 19
(32%) presentaron retraso
en el desarrollo; 3
presentaron secuelas
neurolégicas identificables
hasta los 18 meses de
edad.

No medido

No medido

No medido

PeVH= Parechovirus humano. UCI= Unidad de terapia intensiva. LCR= liquido cefalorraguideo. PCR= proteina C-reactiva. TTPA= tiempo de tromboplastina parcial activado.

AST= aspartato transaminasa. ALT= alanina transaminasa,

Tabla 3 Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los cinco estudios de cohorte clinico de PeV-A mas recientes y grandes

hasta la fecha.

Kadambari, et. al, 2018
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TRANSMISION
Las principales vias de transmision de PeV-A son la ruta fecal-oral y la via
respiratoria  por medio de aerosoles, fomites, gotitas respiratorias.
Debido a las vias de transmisién se ha aumentado la frecuencia en la transmision
intrafamiliar (Izumita et al., 2018).

Se ha logrado estimar que PeV-A puede persistir de 1 a 3 semanas en el tracto
respiratorio, y de 2 a 8 semanas en las heces, que serian los puntos clave de la
transmision familiar de este tipo de virus. De igual manera, al ser una infeccién que
ataca principalmente a nifios menores, cuando se presentan en adultos suele
presentarse en sintomas leves o son asintomaticos por lo que estos familiares
serian uno de los principales focos de infeccidon a través de cualquiera de las rutas
a los recién nacidos y a los nifos pequenos.
En un estudio de Li et al.,2014, se encontraron evidencia que los parques publicos
infantiles son un reservorio potencial de la transmisién de este tipo de virus, por lo
que se recomienda realizar desinfecciones periddicas en estas instalaciones, sobre
todo cuando hay brotes de enfermedades respiratorias y gastrointestinales en la
poblacion [(Izumita et al., 2018) (Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019)].

EPIDEMIOLOGIA
A pesar de los avances tecnoldgicos, aun se desconoce la verdadera carga viral de
las infecciones por PeV-A. En Latinoamérica y en otros paises de ingresos bajos no
existen datos publicados sobre la presencia de PeV-A ni sobre la carga de
enfermedad, estos datos son necesarios para poder identificar las poblaciones en
riesgo, el conocer cuales con los tipos predominantes y las manifestaciones clinicas
que provocan (Hayes et al., 2020).

Las infecciones por PeV-A se presenta en toda la poblacion; al menos un 95% de la
poblacion adulta son seropositivos para anticuerpos especificos para PeV-A1. Pero
se ha podido demostrar que las infecciones por PeV-A se adquieren en la primera
infancia, ya que la edad media de adquisicién de la infeccion es de 18 meses y que
el 20% de los nifos infectan después de su primer afno de vida.
Sabemos que PeV-A se considera como un virus cosmopolita, ya que se ha
detectado en el 2% de las muestras recolectadas en nifios con sospecha clinica de
infecciones virales.
La prevalencia genotipica varia a nivel mundial, en Estados Unidos, Asia y Europa
predominan los tipos A1, A3 y A4. En la regidn de India y Pakistan se presenta mayor
diversidad de genotipos como los A14, A10, A13, A16, A11, que son poco comunes;
en Africa A1, A2 y A3 son los mas frecuentes, pero se detectan casi todos los
genotipos [(Sridhar, Karelehto, Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019) (Patil et al., 2017)].
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DIAGNOSTICO Y DETECCION

PeV-A es capaz de detectarse a partir de muestras de heces, hisopados
nasofaringeos, sangre, mucosa y liquido cefalorraquideo (LCR) (Sridhar, Karelehto,
Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019). Conociendo que los rendimientos de las pruebas
moleculares varian segun el tipo de virus, el diagndstico molecular basado en la
reaccion de cadena de polimerasa (PCR) es el mejor enfoque para la deteccion de
PeV-A; cada dia esta prueba suele ser mas econdmica, rapida y requiere poca
cantidad de material biologico [(Kung et al., 2020) (Vergnano et al., 2015)].
El gen de PeV-A, se divide en regiones capaces de codificar las proteinas
estructurales, VPO, VP3 y VP1. Estas se ensamblan para crear las particulas del
virus y proteinas como ARN polimerasa y proteasa que son utilizadas durante la
replicacion. En el genoma, la PCR actua dirigiéndose a la 5’UTR para la deteccidn
del virus, ya que es la region mejor conservada, mientras que las regiones VP1y
VP3 se utilizan la tipificacion del virus (Kadambari, Harvala, Simmonds, Pollard,
Sadarangani, 2018).

TRATAMIENTO

En la actualidad, a la hora de tratar una infeccién por PeV-A se enfocan en una
atencion primaria de los sintomas que se vayan presentando y tratar de administrar
una inmunizacién pasiva como si se tratara de una infeccion por Enterovirus o
Rinovirus, ya que no existen tratamientos antivirales especificos que actuen en
contra la infeccion por PeV-A. Pero se ha podido demostrar que los tratamientos
convencionales contra EV no funcionan en los casos de infeccion por PeV-A debido
a las diferencias en la morfologia de la capside, las funciones de la proteasa y el
factor del huésped.

Por el momento no existen ensayos clinicos de tratamiento en fase 2 o fase 3.
El plenocaril es un antibiético inhibidor de la capside de EV, inhibidor del
revestimiento de ARN viral y de los viriones de la progenie durante la replicacion,
sin embargo, estudios han demostrado que en PeV-A3 su sitio de union se
encuentra bloqueado, por lo que no tendria efecto sobre la replicacion de PeV-A.

La inmunoglobulina intravenosa ha demostrado eficacia en infecciones similares,
pero los datos han sido restringidos a informes de casos y no estudios como tal; en
uno de estos casos se pudo evidenciar el uso exitoso de este tratamiento en un
bebé con miocarditis severa y miocardiopatia dilatada causada por PeV-A1.

El ltraconazol (IZT) es un agente antifungico del cual se ha podido demostrar
mediante pruebas in vitro que tiene actividad antiviral contra PeV-A3, pero no contra
PeV-A1 y PeV-AG; este antiviral ha sido aprobado por la FDA y presenta un perfil
saludable para paciente pediatricos, pero necesita mas investigaciones en cuanto a
la patogenia de PeV-A para realizar protocolos antivirales exitosos [ (Rhoden et
al.,2018)(Kadambari, Harvala, Simmonds, Pollard, Sadarangani, 2018) (Sridhar, Karelehto,
Brouwer, Pajkrt, Wolthers, 2019)].
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IMPORTANCIA DEL VIRUS

Al ser un virus que afecta principalmente a nifos pequefios (= 5 anos) debe existir
una buena educacion sobre la higiene, especialmente en guarderias y entornos
donde hay bebés, es crucial para prevenir su propagacion.
Ya que los sintomas van desde leves, como fiebre, tos, dificultad respiratoria,
diarrea, entre otros; pueden causar enfermedades graves como meningitis,
encefalitis y sepsis que pueden llevar a complicaciones neurolégicas y, en casos
severos, a la muerte. (Walls, Tony;2017).

Figura 4. “Bebés calientes, rojos y enojados”; esta frase es una
caracteristica en los cuartos de emergencia cuando se presentan
infantes con sepsis neonatal producida por PeV-A.

Walls, Tony. (2017).

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL
Detectar y caracterizar el virus Parechovirus humano en muestras provenientes de
pacientes con infeccion respiratoria aguda durante los afios 2011 al 2019 en
Panama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia del Parechovirus humano en muestras
respiratorias con resultados negativos a los virus respiratorios mas
frecuentes.
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2. Evaluar posibles casos de coinfeccion del Parechovirus humano con otros
virus respiratorios.

3. Evaluar la frecuencia de Parechovirus humano segun los datos
epidemioldgicos de cada paciente.
4, Caracterizar molecularmente las muestras positivas y compararlas

filogenéticamente con las secuencias de otros paises.

CAPITULO II: METODOS Y MATERIALES

TIPO DE MUESTRA:

Se emplearon 1,183 muestras respiratorias recolectadas entre 2011 y 2019 en el
marco del proyecto “Fortalecimiento de la vigilancia epidemioldgica de influenza y
otros virus respiratorios”.

DETECCION DEL VIRUS MEDIANTE RT-PCR

Se analizaron un total de 1,183 muestras previamente extraidas.
Estos ARN se utilizaron para detectar mediante una RT-PCR en tiempo real, la
presencia del virus PeV-A. Esta prueba se realizé siguiendo el protocolo descrito
por Benschop et al., 2010. Utilizamos 2 microlitros de ARN extraido, 0.25 microlitros
del set de primers ParechoF31 (5CTGGGGCCAAAAGCCA-3',441-457) y K30 (5’-
GGTACCTTCTGGGCATCCTTC-3’,584-572) y de la sonda FAM-HPeV-MGB (5'-
AACACTAGTTGTA(A/T)GGCCC-3',577-556). LART-PCR se llevé a cabo mediante
el kit de amplificacion AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Applied Biosystem Life
Tecnologies) del cual utilizamos 1.75 microlitros del agua libre de nucleasas, 5
microlitros del buffer 2x y 0.5 microlitros de la enzima mix (Tabla 3).

Seguidamente, realizamos el calculo de mezcla de reaccion para preparar 13 placas
de 96 pocillos. Posteriormente agregamos el ARN y efectuamos la amplificacion
utilizando el equipo Quant Studio 5 que analiz6 las muestras a una serie de
temperaturas especificas (Tabla 4) y en un tiempo determinado por el equipo
mediante el software Quantum Desing Analyse; este nos sefialé6 mediante una curva
de amplificacion las muestras positivas.

Protocolo de reactivos del kit de amplificacion AgPath-ID One-

Step RT-PCR
Reactivos Volumenes
H20 libre de nucleasas 1.75 pl
Buffer 2x 5 ul
Enzima mix 0.5 ul

HPeV Primer Forward (F31) 0.25 yl
HPeV Primer Reverse (K30) 0.25 pl
Sonda 0.25 ul
Muestra de ARN 2 ul

Tabla 4. Reactivos y volumenes utilizados para preparar las 13 placas con muestras.
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Protocolo de temperaturas del Quant Studio 5
N° de ciclos Tiempo Temperatura
1 10 minutos 45°C
1 10 minutos 95°C
45 15 segundos 94°C
45 30 segundos 58°C

Tabla 5. Tabla de las temperaturas utilizadas con las 13 placas a la hora de analizarlas en el equipo Quant
Studio 5.

Figura 5. Algunos de los pasos del analisis y del proceso de reaccion de la detecciéon de PeV-A mediante RT-PCR en
el equipo Quant Studio 5 en el Laboratorio de Extraccion del Departamento de Virologia y Biotecnologia del ICGES.

EXTRACCION DE ARN

La extraccién de ARN se realiz6 utilizando el kit QIAmp mini (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. En un tubo Eppendorf de
1.5 mL, se afnadieron 5.6 uL de carrier ARN. Posteriormente, se adicionaron 560 uL
de buffer AVL, seguido de 140 pL de la muestra. La mezcla se homogenizé mediante
vortex durante unos segundos y se incubd a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 10 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd el tubo a 8000 rpm durante un
minuto para eliminar las gotas adheridas a las paredes. Se afadieron 560 uL de
etanol absoluto a cada tubo, se mezclé mediante vortex y se centrifugé nuevamente
a 8000 rpm durante un minuto.

Se transfirieron 630 L de la mezcla a una columna QIAmp mini y se centrifugd a
8000 rpm durante 1 minuto. La columna se colocé en un nuevo tubo de recoleccion,
descartando el que contenia el filtrado. Este proceso se repitidé hasta que la totalidad
de la mezcla se cargo en la columna.
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Se anadieron 500 pL de solucion de lavado AW1 a la columna y se centrifugé a 8000
rom durante un minuto. Posteriormente, se coloco la columna en un nuevo tubo de
recoleccion y se afiadieron 500 yL de solucién de lavado AW2. Se centrifugd a
14,000 rpm durante 3 minutos, descartando el tubo con el filtrado.

Finalmente, se coloco la columna en un tubo limpio y se afadieron 70 uL de agua
libre de nucleasas. Se incubo a temperatura ambiente durante 1 minuto para permitir
la elucion del ARN. Se realizé una ultima centrifugacién a 8000 rpm durante 1 minuto
para recolectar el ARN eluido. EI ARN extraido se almacend a -80°C hasta su
posterior analisis."
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Figura 6. Busqueda de las muestras de caracter respiratorio y analisis previo para la extraccién del ADN.

AMPLIFICACION DEL GENOMA DE PeV-A

Para realizar la amplificacidon del genoma completo de PeV-A, se siguid el protocolo
descrito por Chieochansin, et al 2021. Se realizé una primera RT-PCR y a partir del
producto de esta se efectu6é una PCR semi-anidada. Para esto utilizamos un listado
de cebadores disefiados para 10 fragmentos de PCR superpuestos basados en la
base de datos de GenBank (Tabla 5) (Figura 7). Los cebadores fueron
resuspendidos en agua libre de nucleasas, ajustando su volumen de acuerdo con
la concentracion especifica indicada en la hoja de datos de cada uno.
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Figura 7. Organizacion del genoma completo de PeV-A'y la ubicacion de los 10 fragmentos resultantes
de la PCR.

Posicion
Fragmento Nombre del Secuencia del cebador (5'-3) ~Tamafio en 2da
Direccion Gen
de PCR cebador (5'-3) con PCR (bp)
L02971
GAR AGC TTG SCC GTM GGG
HPeV-20-0OS Outer Sense 19-41
CCTTA
F1 Inner CAG ATC CRY AGT GYC DCT
HPeV-588-1AS 606-582 5'UTR 563
Antisense TGT TAC C
Outer TCC CCC YYB BRY BTG GCC
HPeV-660-OAS 675-655
Antisense CRY
HPeV- 423-0S Outer Sense ACA CGR TGC CYC YGG GGC C 425-443
F2 GCC RAAAGC CRM GGT TTR
HPeV-447-1S Inner Sense 440-460
RYARACC VPO 1,068
Outer TTY YGR AAR TCH ARY GBA
HPeV- 1527-OAS 1536-1508
Antisense RYARRC TNC C
RRA CNG AYT CRT CDG AYY
HPeV-1440-0OS Outer Sense 1410-1433
TAG GGC
F3 Outer ACW GTR AAR ATR TCH ACA
HPeV-VP-OAS 2524-2499 VP3 1,048
Antisense TSA TDG
Inner DGG YCC ATC ATC YTG WGC
HPeV-VP-IAS 2458-2438
Antisense TGA
GAY AAT GCY ATM AYA CWA
HPeV-VP-OS Outer Sense 2090-2115
TYT GTG A
F4 Outer TCA CAY TCY TCY TCA AYD
HPeV-3231-0OAS 3231-3204 VP1 961
Antisense AYC CARTCT G
TTY TCM ACH TGG ATG MGG
HPeV-VP-IS Inner Sense 2159-2181
AAR AC
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Posicion

Fragmento Nombre del Secuencia del cebador (5'-3") ~Tamaiio en 2da
Direccion en
de PCR cebador (5'-3") con PCR (bp)
L02971
Inner CCH YCH ACW ATR ATD CCA
HPeV-3117-1AS 3120-3095
Antisense TARTGY TT
YTN AGR TGY CCH AAY YTN
HPeV- 2973-0S Outer Sense 2936-2961
TTY TTY CC
F5 Inner YTT NAD NAR DGT DTG NAY
HPeV- 3945-1AS 3919-3896 2A-2C 983
Antisense CCA CCA
Outer CAR CTR AAR CAN ATD GCC
HPeV-4164-OAS 4140-4115
Antisense ATD ATD GG
GCN GAR RTD GTD GCN GAR
HPeV-3792-0S Outer Sense 3743-3768
TCH ATG TC
F6 Inner CYC TNC CRT TYT TNG ANA
HPeV- 4753-1AS 4727-4740 2B-3A 984
Antisense CYT CCC
Outer YTC CAT YKG YTC RAT NAR
HPeV- 4971-OAS 4948-4922
Antisense NGT NGA CAT
TTY CCN TAY ATH ATG CAY ATY
HPeV- 4679-0S Outer Sense 4604-4629
MGR GC
F7 Inner RCA CRT NCC TTT RCA DGA
HPeV- 5742-1AS 5719-5693 3A-3C L,115
Antisense YTT NAC NGT
Outer ATY TCH CCR TTN CCW GCD
HPeV- 5817-OAS 5793-5768
Antisense ATR TGC AT
GNW CWG ARA RYA TGY TVA
HPeV- 5617-0S Outer Sense 5568-5595
THT GGA TGA C
F8 Inner TTN ADD GCR YTD ATC ATR
HPeV- 6564-1AS 6540-6517 3C-3D 972
Antisense AAR TGC
Outer CCR TCR TAY TGD GAR TAR
HPeV- 6600-OAS 6579-6551
Antisense TCC ATY TCATA
GTN TAY AGR ATG ATH ATG ATG
HPeV- 3D-0OS Outer Sense 6419-6443
GAR A
F9 HPeV- 3D-IAS Inner ATN ACM ACW TCA TAATCA 7221-7199 - i
Antisense TCC AC
Outer YTT ART CAA CAC CAT GGG
HPeV- 3D-OAS 7253-7230
Antisense CAY YA
TTY CCA GAG TCH ACW TTY
HPeV- 7053-0S Outer Sense 7004-7029
ATA GTA GG
F10 ACT GAA AAY ATG ATA CAR 3D-
HPeV- 7089-IS Inner Sense 7040-7069 500
CAY YTA ATG TGG 3'UTR
Outer TTTTTTTTTTTTTTT TTTTTT
HPeV-3'UTR End
Antisense TTTTTTTTTTTK SBVADG T

Tabla 6. Lista de cebadores utilizados en la PCR 1y en la PCR semi-anidada para amplificar el genoma de PeV-
A. La tabla se divide en el fragmento de PCR, los nombres de cada uno de los cebadores con su direccién, su
primera secuencia, la posicién, el gen y el tamafo que se debe esperar resultante en la PCR semi-anidada.
Chieochansin, Puenpa, Poovorawan, 2021
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RT-PCR

Se utilizé el kit Super Script Il one-step RT-PCR System, para cada grupo de
cebadores se realizé un mix (Tabla 7). Se siguieron las indicaciones dadas por el
fabricante y 5 yl de ARN para la prueba hasta obtener un volumen final de 50 pl
(Figura 8).

Kit Super Script Il one-step gRT-PCR System
Reactivos Volumenes
ARN 5 ul
Primer Forward 1 ul
Primer Reverse 1l
Enzima 2 ul
Master mix 25 i
Agua libre de nucleasas 16 pl
Tabla 7. Tabla de reactivos y volimenes utilizados para realizar los mix de los 10 fragmentos de PCR.
Listado de cebadores utilizados para la PCR 1
Fragmento de PCR Nombre del cebador Direccion
F1 HPeV-20-0OS Outer sense
HPeV-660-OAS Outer antisense
F2 HPeV-423-0S Outer sense
HPeV-1527-OAS Outer antisense
F3 HPeV-1440-0OS Outer sense
HPeV-VP-OAS Outer antisense
Fa4 HPeV-VP-0OS Outer sense
HPeV-3231-OAS Outer antisense
E5 HPeV-2973-0S Outer sense
HPeV-4164-OAS Outer antisense
F6 HPeV-3792-0OS Outer sense
HPeV-4971-OAS Outer antisense
F7 HPeV-4679-0S Outer sense
HPeV-5817-OAS Outer antisense
F8 HPeV-5617-0OS Outer sense
HPeV-6600-OAS Outer antisense
F9 HPeV-3D-0OS Outer sense
HPeV-3D-OAS Outer antisense
F10 HPeV-7053-0S Outer sense
HPeV-3'UTR Outer antisense

Tabla 8. Cebadores utilizados en la PCR 1.

Para realizar la reaccion en el termociclador se debié primero calcular la mejor
temperatura de alineamiento ya que se trabajé con diferente set de cebadores (tabla
8). En la tabla 9 se muestra las temperaturas de alineamiento utilizadas. Las
condiciones de la reaccién se ven en la tabla 10.
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Temperaturas de annealing de los cebadores

Temperaturas Fragmentos de PCR
60°C F1, F2
55°C F6, F7
50°C F3, F4, F5, F8, F9, F10

Tabla 9. Temperaturas de annealing 6ptimas para cada los cebadores divididos por fragmentos.

Protocolo del termociclador

Pasos Ciclos Temperaturas Tiempo
Paso 1 1 ciclo 55°C 30 minutos
94°C 2 minutos
94°C 30 segundos
Paso 2 40 ciclos Calentamiento 30 segundos
68°C 1 minuto 10 seg.
Paso 3 1 ciclo 68°C 5 minutos

Tabla 10. Protocolo del termociclador # 1. Este fue utilizado para los fragmentos F1-F2 y F6-F7. Para los

fragmentos restantes utilizamos el mismo protocolo solo cambiando la temperatura a 50°C en otro

termociclador.

El producto obtenido se guardé en un congelador a -80°C.

-
]
~ay
~Y
~

Figura 8. Proceso de elaboracién las muestras para la técnica de RT-PCR con el kit Super Script 11l one-

step qRT-PCR.
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PCR Semi-anidada

Del producto de la RT-PCR anterior, se utilizaron 2 pl para la realizar la PCR semi-
anidada. Para esto se utilizo el kit Phusion Hot Start Flex 2x Master Mix (Tabla 12).
Para preparar esta reaccion, se utilizaron los cebadores outer y uno inner,
exceptuando al F4 que tiene ambos cebadores inner (Tabla 11).

Listado de cebadores utilizados para la PCR semi-anidada

Fragmento de PCR Nombre del cebador Direccion

1 HPeV-20-OS Outer sense
HPeV-588-1AS Inner antisense

2 HPeV-447-IS Inner sense
HPeV-1527-OAS Outer antisense

3 HPeV-1440-0OS Outer sense
HPeV-VP-IAS Inner antisense

Fa4 HPeV-VP-IS Inner sense
HPeV-3117-1AS Inner antisense

F5 HPeV-2973-0S Outer sense
HPeV-3945-1AS Inner antisense

E6 HPeV-3792-0S Outer sense
HPeV-4753-1AS Inner antisense

F7 HPeV-4679-0S Outer sense
HPeV-5742-IAS Inner antisense

F8 HPeV-5617-0OS Outer sense
HPeV-6564-IAS Inner antisense

F9 HPeV-3D-OS Outer sense
HPeV-3D-1AS Inner antisense

F10 HPeV-7089-IS Inner sense
HPeV-3’'UTR Outer antisense

Tabla 11. Cebadores utilizados en la PCR semi-anidada.

Kit Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix

Reactivos Volumenes
Phusion Hot Start Flex 2X 12.5 pl
Master Mix
Primer Forward 1.25
Primer Reverse 1.25 yl
Muestra de ADN 2 ul
DMSO 0.75 pl
Agua libre de nucleasas 7.25 pl

Tabla 12. Tabla de reactivos y volimenes utilizados para realizar los mix de los 10 fragmentos de PCR semi-

anidada.

Para realizar la reaccion en el termociclador se debié primero calcular la mejor
temperatura de alineamiento ya que se trabaj6 con diferente set de cebadores (tabla
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11). En la tabla 13 se muestra las temperaturas de alineamiento utilizadas. Las
condiciones de la reaccion se ven en la tabla 14.

Temperaturas de annealing de los cebadores
Temperaturas Fragmentos de PCR
60°C F1, F2

55°C F6, F7

50°C F3, F4, F5, F8, F9, F10

Tabla 13. Temperaturas de annealing dptimas para cada los cebadores divididos por fragmentos.

Protocolo del termociclador
Pasos Ciclos Temperaturas Tiempo
Paso 1 1 ciclo 98°C 30 segundos
98°C 5-10 segundos
Paso 2 25-35 ciclos 45-72°C 10-30 segundos
72°C 15-30 segundos
Paso 3 1 ciclo 72°C 5-10 minutos

Tabla 14. Protocolo del termociclador # 1. Este fue utilizado para los fragmentos F1-F2 y F6-F7. Para los
fragmentos restantes utilizamos el mismo protocolo solo cambiando la temperatura a 50°C.

El producto obtenido se guardé en un congelador a -80°C.

| Phusion’ Hot Start Flex l
2X Master Mix b

S MO0536S

‘{i é’? \s’;' /','@'
o 59 4 §F

- R

5 oy ? V;,.‘S

r‘l t? -

Figura 9. Proceso de elaboracién de las muestras para la técnica de PCR Semi-anidada con el kit Phusion Hot

Star Flex 2x Master Mix.

30



ELECTROFORESIS

Los productos de la PCR semi-anidada fueron visualizados en geles de agarosa al
1.5% y 3 pl de bromuro de etidio. Las muestras amplificadas se pudieron observar
en un fotodocumentador de luz UV.

SECUENCIACION
Una vez se visualizaron los productos amplificados, estos fueron sometidos a
secuenciacion de Sanger, por capilaridad.

Primero llevamos los cebadores de los fragmentos amplificados utilizados en la PCR
semi-anidada de una concentracion de 10mM a una concentracion de 3.2mM
(Ecuacién 1), con un volumen final de 20 ul por cebador.

V1C1 =V2C2
_ouD)(3.2ud)
 10mM

V1 = 6.4 pul por cada cebador

Ecuacion 1. Ecuacidn de volumen concentracion utilizada para determinar el volumen a manejar por cada cebador.

Se aforaron con 13.6 pl de agua para que llegara el volumen final esperado.

PRIMERA PURIFICACION

Antes de realizar la reaccion de secuenciacion, purificamos el producto amplificado
resultante de la PCR semi-anidada; para esto utilizamos el Kit ExoSAP-IT Express
PCR PRoduct Cleanup.

Siguiendo las instrucciones del fabricante tomamos 5 ul del producto amplificado y
2 pl del reactivo ExoSAP-IT, lo mezclamos gentilmente mediante vortex por algunos
segundos, que dio como resultado una reaccion con un volumen final de 7 pl, que
llevamos al termociclador en el siguiente protocolo de temperaturas (Tabla 15).

Cuando finalizamos el ciclo, guardamos las muestras a -20°C.

Protocolo del termociclador / ExoSAP-IT
Temperatura Tiempo Funcion
Degradar exceso de
37°C 4 minutos cebadores y de
nucledtidos
80°C 1 minuto Inactiva al ExoSAP-ITv

Tabla 15. Protocolo del termociclador para la purificacion de los productos amplificados.
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REACCION DE PURIFICACION

Con el producto purificado, realizamos la reaccion de secuenciacion, para ello
utilizamos el Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Tabla 16), en este kit
uno de los reactivos contiene fluorescencia, por lo que trabajamos con la luz
apagada.

Para esta reaccion utilizamos platos de secuenciacion, y por producto amplificado
se emplearon dos pocillos, ya que en uno agregamos el primer Forward y en el otro
el primer Reverse. Con este protocolo, utilizamos PGEM que es un reactivo del kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit que actué como el control positivo de
la secuenciacion (Tabla 17).

Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit

Reactivos Volumenes
Agua 3.5 pl
Buffer 5x 3.5yl
Primer (Forward o Reverse) 1 ul
Producto purificado 1 ul
BigDye 1 ul

Tabla 16. Protocolo de reactivos y volumenes del kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1

Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit — Control

Positivo
Reactivos Volumenes
Agua 3.5yl
Buffer 5x 3.5 ul
PGEM 1 ul
M13 1 ul
BigDye 1l

Tabla 17. Protocolo de reactivos y volumenes para el control positivo de la reaccion de secuenciacion. En este
caso el PGEM y el M13 toman la funcién como cebador y producto amplificado.

Terminada la reaccion, procedimos a colocar los platos en el termociclador, y
utilizamos las temperaturas ya especificas de cada fragmento.

SEGUNDA PURIFICACION

Posteriormente, se purifico por segunda vez toda la reacciéon de secuenciacion.
Para esto utilizamos el Kit BigDye XTerminator Purification kit, con un volumen final
de reaccion de 10 ul (Tabla 18). Luego los platos se mezclaron con vortex durante
30 minutos, y después se centrifugaron a 1000 xg durante 2 min.
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Kit BigDye XTerminator Purification kit
Reactivos Volumenes

SAM Solution 45 pl

BigDye XTerminator 10 pl

Tabla 18. Protocolo de reactivos y volumenes del kit BigDye XTerminator Purification.

Al terminar, analizamos los platos con el equipo 3130xI Genetic Analyzer.

- | BigDye® Xterminator™
| Purification Kit

Figura 11. Preparacion del equipo 3130xI Genetic Analyzer para el analisis de las placas.
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ANALISIS DE SECUENCIACION

a. La lectura de la secuencia la realizamos a través del software Sequencing
Analysis 5.3.1.
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Figura 12. Imagen del software Sequencing Analysis 5.3.1.

b. Editamos las secuencias obtenidas con el software Sequencher 4.1.4.

Figura 13. Proceso del analisis y edicién de las secuencias consenso obtenidas.
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c. Con el software BioEdit, alineamos nuestras secuencias con secuencias de
referencia.

=] =

Figura 14. Proceso del analisis y alineamiento de las secuencias obtenidas.

d. Empleamos el software Mega7 para construir tres arboles filogenéticos que
permitieran una mejor interpretacion de los datos de secuencia alineados.

@ - = o ® L &
Figura 15. Software Mega7 con las especificaciones requeridas para realizar la construccion de los 3
arboles filogenéticos. Cada arbol se realizé con 5000 réplicas de bootstraps.
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Options Summary

Option Selection

Analysis Phylogeny Reconstruction
Statistical Method Maximum Likelihood
Phylogeny Test

Test of Phylogeny
No. of Bootstrap Replications
Substitution Model

Substitutions Type

Model/Method
Rates and Patterns

Rates among Sites

No of Discrete Gamma Categories

Data Subset to Use

Gaps/Missing Data Trestment

Select Codon Positions
Tree Inference Options
ML Heuristic Method
Initial Tree for ML

Branch Swap Filter
System Resource Usage
Number of Threads

? e

Bootstrap method
50

Nuclectide
Generzl Time Reversible model

Gamma Distributed (G)
&

Use all sites
1st 2nd 3rd Moncoding Sites

Nearast-Neighbor-Interchangs (NNI}

Mzke initial tree automatically (Meighbor Joining)

Very Strong

X oo

Figura 16. Opciones escogidas para el analisis de los arboles filogenéticos.

e. Utilizamos secuencias de referencia del trabajo “Recombinant Strains of
Human Parechovirus in Rural Areas in the North of Brazil” de Leal et al.,2019
(Figura 29)
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Figura 17. Arbol filogenético realizado por Leal et al.,2019; del cual utilizamos algunas
secuencias como referencias, para la construccion de nuestros arboles filogenéticos.



CAPITULO lll: RESULTADOS

DETECCION DE PeV-A MEDIANTE RT-PCR:

Mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, se obtuvieron 16 muestras positivas
de las 1183 muestras analizadas (Tabla 19) (Figura 17 ). Estas muestras pertenecen
a los afos 2011 a 2019, de los cuales en los afos 2012 y 2013 no obtuvimos
resultados positivos.

Dentro de las muestras que resultaron positivas, el 75% pertenece al género
masculino; 87% corresponden a pacientes menores de 1 afio. Pudimos predecir la
presencia del virus en casi todo el pais, y en la mayoria de los meses del afio. La
mayoria de los casos presentaron sintomatologia de caracter respiratorio.

MUESTRAS POSITIVAS
N° de muestras analizadas: 1183
N° de muestras positivas: 16

Afios del N°de

estudio muestras

2011 1
2012 0
2013 0
2014 1
2015 4
2016 2
2017 3
2018 3
2019 2

Tabla 19. Tabla de los ID de las muestras positivas a la sonda FAM-HPeV-MGB en la técnica de andlisis RT-
PCR.
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Figura 18. Grafica correspondiente a la placa de andlisis #9, deteccién de las muestras PeVh-PAM-09-
2017 y PeVh-PAM-10-2017 mediante la técnica RT-PCR. A parte en esta gréfica se puede observar una
tercera curva de amplificacion correspondiente a un control positivo que se colocé para garantizar el
adecuado analisis de las muestras.

A continuacion, describimos la Tabla 20, donde podemos observar los datos del

genero, la condicion clinica, region de procedencia, edad, afio correspondiente a

la colecta y sintomas, conforme a cada uno de los pacientes que resultaron
positivos a PeV-A. De cada variable realizamos graficas para describir los
resultados positivos por datos epidemioldgicos. (Figura 19 a 26).

ID CONDICION . -~
MUESTRA GENERO CLINICA REGION EDAD | ANO | MES SINTOMAS EXAMENES
PeVh-
o San - - (+)
PAMO1- F Hospitalizado . . 9 afos | 2011 | Ago No indicado .
2011 Miguelito Adenovirus
PeVh- . - .
PAMO2- M Hospitalizado | " anama | 1mes | o010 | pig Dificultad (-) virus
2014 Este (RN) respiratoria respiratorios
Tos, dolor de
PeVh- s . garganta, .
PAMO3- F Hosi’gz':fa“ ngzt”;a ag‘;s 2015 | Ene Rinorrea, res(')ir"a'[gzos
2015 Dificultad P
respiratoria
PeVh- . )
PAMO04- F Hospitalizado San 9 12015 | Jun Fiebre, tos, (-) virus
2015 Miguelito | meses disnea respiratorios
PeVh- Panama 6
PAMO05- M Hospitalizado 2015 | Mar Tos (+) Rinovirus
Metro meses
2015
PeVh- 8 Tos, rinorrea, (-) virus
PAMO6- M Hospitalizado Coclé 2015 | Oct dificultad | VITUS
meses - . respiratorios
2015 respiratoria
PeVh- . )
PAMO7- F Hospitalizado | Herrera 4 2016 | Oct Fiebre, tos, (-) virus
meses rinorrea respiratorios
2016
PeVh- Panama Fél?fti)éiit:js‘ () virus
PAMO8- M Hospitalizado 1afo | 2016 | Dic . : ; ;
Este respiratoria, respiratorios
2016 ; .
hiporexia
PeVh- 7 Tos, rinorrea, (-) virus
PAMO9- M Hospitalizado | Veraguas 2017 | Nov dificultad : ;
meses - . respiratorios
2017 respiratoria
PeVh- Panamé 2 Fiebre, rinorrea,
PAM10- M Hospitalizado 2017 | Feb dificultad (+) Rinovirus
Oeste meses - )
2017 respiratoria
PeVh- . .
PAM11- M Hospitalizado Los 1afio | 2017 | Jun Fiebre, tos, (-) virus
2017 Santos rinorrea respiratorios

39



PeVh- Panama 10 Tos, rinorrea, () virus
PAM12- M Hospitalizado 2018 | Feb dificultad f .
Metro meses . ) respiratorios
2018 respiratoria
PeVh- Tos, rinorrea, .
- 10 . o (-) virus
PAM13- M Hospitalizado | Veraguas 2018 | Dic dificultad : .
meses . . respiratorios
2018 respiratoria
PeVh- (-) virus
PAM14- M Hospitalizado Chiriqui 1afo | 2019 | May Fiebre, tos ; ;
respiratorios
2019
PeVh- () virus
PAM15- M Hospitalizado Colén 1afo | 2019 | Jul No indicado ; )
respiratorios
2019
o
PAM16- M Hospitalizado | Veraguas 1afo | 2018 | May o ' (+) Rinovirus
dificultad
2019 . .
respiratoria

Tabla 20. Informacién de las muestras positivas.

12

10

N

GENEROS DE LOS CASOS POSITIVOS

B Femenino M Masculino

N° de casos

Figura 19. Gréfica representativa de los géneros de los casos
positivos.

De un total de 16 casos positivos, el 75% (12 casos) corresponde al género masculino,

mientras que el 25% (4 casos) corresponde al género femenino.
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N° DE CASOS VS EDAD
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Figura 20. Gréfica representativa de la edad en cada uno de
los casos positivos.

El 87.5% de los casos positivos corresponden a una edad de rn-1 afno, siendo 5 el
mayor numero de casos positivos, correspondientes a bebés de 1 afo. Se presentd
un caso positivo donde el paciente contaba con 9 afos (6.25%); y una excepcion
donde el paciente tenia 44 afos (6.25%).

CONDICION CLINICA DE LOS CASOS POSITIVOS

W Hospitalizados

100%

Figura 21. Gréfica representativa de la condicion clinica de los
casos positivos.

La condicion clinica de los casos positivos fue de un 100%, en donde todos
requirieron de una hospitalizacion.
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N° DE CASOS VS REGION DEL PAiS
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Figura 22. Grafica representativa de las regiones y provincias de la
Rep. de Panama donde se obtuvieron casos positivos.

De un total de 16 casos positivos, 3 de los casos positivos se produjeron en la provincia de
Veraguas, 2 de los casos se encuentran distribuidos entre Panama Oeste y la ciudad de
Panama (San Miguelito, Panama Metro, Panama Este). Y un (1) caso
correspondientemente, se encuentra distribuidos en las provincias de Herrera, Los Santos,
Chiriqui, Coclé y Colén. Por lo que podemos predecir la presencia del virus a lo largo de la
Republica de Panama.

N° DE CASOS VS ANO DE DETECCION
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Figura 23. Gréfica representativa de los afios del estudio
(2011 al 2019), donde obtuvimos muestras positivas.

El afio con mayor numero de casos fue el 2015 con 4 casos, seguido de los afnos
2017 y 2018 con 3 casos; los afios 2016 y 2019 con 2 casos; y los afios 2011 y 2014
con 1 caso correspondientemente.
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SINTOMATOLOGIA EN CASOS POSITIVOS
Disnea
Hiporexia
Rinorrea
Fiebre

Dolor de garganta 1

Dif. Respiratoria

Figura 24. Grafica representativa de los sintomas presentados por los casos positivos.

El sintoma mas recurrente en todos los casos es la tos con un 75%, seguido de la
dificultad respiratoria y la rinorrea con un 56.25%, un 43.75% correspondiente a la
fiebre, y 6.25% que corresponden a la disnea, hiporexia y dolor de garganta.
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Figura 25. Gréfica representativa de los meses donde obtuvimos
muestras positivas.

De un total de 16 casos positivos, 3 de los casos positivos se produjeron en el mes de
diciembre, 2 se produjeron en los meses de febrero, mayo, junio y octubre. Y se produjo un
(1) caso, en los meses de enero, marzo, julio, agosto y noviembre. No obtuvimos casos
positivos en los meses de abril y septiembre. Por lo que podemos predecir la presencia del
virus a lo largo del ano.
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CASOS POSITIVOS CON COINFECCIONES
VIRALES

mRinovirus mAdenovirus

Figura 26. Gréfica representativa de coinfecciones de otros virus
respiratorios en los casos positivos a PeV-A.

En los estudios de laboratorios realizados previamente a los casos por el
Departamento de Investigacion en Virologia del ICGES, encontramos con 3 casos
que presentaban una coinfeccién viral, donde 2 casos dieron positivo a Rinovirus
(75%) y obtuvimos 1 caso positivo con Adenovirus (25%).

AMPLIFICACION DEL GENOMA DE PeV-A

De las 16 muestras positivas, logramos obtener 14 amplicones, de los cuales 3
corresponden al fragmento 1, 1 pertenece al fragmento 4 (Figura 27), 4
corresponden al fragmento 8 y 6 pertenecen al fragmento 10. (Figura 28).

ID de las muestras positivas
PeVh-PAMO01-2011
PeVh-PAM02-2014
PeVh-PAM03-2015
PeVh-PAMO07-2016
PeVh-PAM09-2017
PeVh-PAM10-2017
PeVh-PAM11-2017
PeVh-PAM12-2018
PeVh-PAM15-2019
PeVh-PAM16-2018

Tabla 21. Muestras positivas a las que se le realizaron los analisis.
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Figura 27. Electroforesis en gel #1, correspondiente a los
fragmentos del 1 al 6. Podemos observar 4 amplificaciones
exitosas.

Figura  28. Electroforesis en gel #2,
correspondiente a los fragmentos 7 al 10. Podemos
observar 10 amplificaciones exitosas.
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SECUENCIACION
De las 14 amplificaciones obtenidas durante la electroforesis, obtuvimos 11
secuencias (Tabla 22) que corresponden a los fragmentos F4, F8 y F10.

ID MUESTRA FRAGS. AMPLIFICADOS
PeVh-PAM15-2019 F4, F10
PeVh-PAM11-2017 F10
PeVh-PAM02-2014 F8
PeVh-PAMO07-2016 F8, F10
PeVh-PAM10-2017 F8, F10
PeVh-PAM09-2017 F8, F10
PeVh-PAM12-2018 F10

Tabla 22. Tabla de las 11 secuencias obtenidas durante el analisis en el equipo 3130xl Genetic Analyzer.

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

o Finalizado el andlisis de las secuencias en el equipo 3130xlI Genetic Analyzer,
realizamos la lectura de la secuencia a través del software Sequencing Analysis
5.3.1. De este analisis obtuvimos 22 secuencias (una forward y una reverse
correspondientes a cada una de las muestras amplificadas). (Figura 29)

IlTIl[llllll[lTIl:lll][[lllil:lll[l:ll‘,]ll

0 1000 2000 3000 4000 5000 ; 6000 : 7000
1 1] ] 1 "
5UTR VPO VP3 1 VP 24 28 ¢ 3a3B 3C 120 3IUTR
ln—n_nlx,frﬁh\uu@@ﬂml:ni[||m'rrw- A< T<d] T DT I DT
: ! . : T
! | r | 1 ' I
Proteinas estructurales de la ' Proteinas no estructurales '
capside | H H H '
| r | | Fo ]
P = (o ‘\
2095 3095 5568 6551 7004 End

Figura 29. Organizacion del genoma completo de PeV-Ay la ubicacion de los 3
fragmentos que obtuvieron muestras amplificadas en la electroforesis.
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o De las 22 secuencias obtenidas, logramos obtener y editar 8 secuencias
consenso con el software Portable Sequencher 4.1.4.

ID MUESTRA FRAGS. AMPLIFICADOS
PeVh-PAM15-2019 F4

PeVh-PAM15-2019 F10

PeVh-PAM11-2017 F10

PeVh-PAM07-2016 F8

PeVh-PAM07-2016 F10

PeVh-PAM10-2017 F10

PeVh-PAM09-2017 F10

PeVh-PAM12-2018 F10

Tabla 23. Tabla de las 8 secuencias consenso obtenidas en el software Portable Sequencher 4.1.4.

o Luego con el software BioEdit, alineamos nuestras secuencias con secuencias
de referencia. Para las secuencias de referencia realizamos una investigacion
en otros trabajos sobre PeV-A donde todos o la mayoria de los serotipos fueran
descritos.

Realizamos una revisibn de las secuencias con mayor porcentaje de
compatibilidad con nuestras secuencias obtenidas mediante la opcion de “Blast”
del NCBI (Figura 31 a 40).
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Figura 30. Herramienta BLAST del National Library of Medicine (NCBI).

Job Title >PeVh-PAM-07-2016-F10 Filter Results
RID EYPTBVPKO16 Search expires on 09-23 07:47am Download All v
. i ly top 20 will exclude
Program BLASTN@ Citation v ‘Organism only top 20 will appear I:\
Database core_nt  See details ¥ | Type common name, binomial, taxid or group name ‘
=+ Add organism
Query ID IcllQuery_2221023
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to | ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 257

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

q producing significant ali s Download ™ Select columns ¥ Show (2]

select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrpton st Name Seos Seow Com value Hnt Lon | Accesion

v v v - - v

Human 4 isolate K251176-02. complete genome Human parechovirus 4 442 442 100% 1e-119 97.67% 7366 DQ315670.1
Human t 1 isolate 2007-863,_complete genome parechovirus At 436 436 100% 5e-118 97.28% 7302 GQ183034 1
Human t 1isolate FI0578 _complete genome parechovirus At 436 436 100% 5e-118 97.28% 7321 ON497124 1
Human 1 isolate 350757 _complete genome parechovirus At 436 436 100% 5e-118 97.28% 7328 ON4971431
Human 4 isolate F1121301 gene _complete cds Human parechovirus 4 431 431 100% 2e-116 96.89% 7309 KY4041711
Human 4 isolate F1121290 protein gene._complete cds Human parechovirus 4 431 431 100% 2e-116 96.89% 7290 KY4041701
Human 5 isolate 20652322 _complete genome Human parechovirus & 431 431 100% 2e-116 96.89% 7342 ON4971411
Human 3 genomic RNA _complete genome _strain-A308/99 Human parechovirus 3 431 431 100% 2e-116 96.89% 7321 AB084913 1
Human 3 isolate K8-94, complete genome Human parechovirus 3 425 425 100% Te-114 96.50% 7307 GQ183033.1
Human 3 isolate K11-94, complete genome Human parechovirus 3 425 425 100% Te-114 96.50% 7307 GQ183030.1
Synthetic A3 DNA_complete sequence clone: PeV-A3-EGFP synthetic parechovirus A3 425 425 100% le-114 96.50% 8059 LC723624 1
Human irus 3 isolate K20-94 _complete genome Human parechovirus 3 425 425 100% le-114 96.50% 7307 GQ1830321
Human 3 isolate K12-94 complete genome Human parechovirus 3 426 426 100% 1e-114 9650% 7306 GQ1830311
Human 3 strain BJ-C3174 _complete genome Human parechovirus 3 420 420 100% 6e-113 96.11% 7343 KJ659480 1
Human parechovirus 3 isolate 2561360 comolete aenome Human parechovirus 3 420 420 100% 6e-113 96.11% 7277 GQ1830271

Figura 31. BLAST de la muestra PeVh-PAM-07-2016-F10, obtenido del NCBI.
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Job Title >PeVh-PAM-07-2016-F8 Filter Results
RID EZSUMWUFQ16 Search expires on 09-23 12:04pm Download All v
Program BLASTN@ Citation v Organism onlytop 20 will appear D exclude
Database corent  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Query ID lcl|Query_3533437 + Add organism
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ to ‘ ‘ ‘ ® ‘ ‘ ‘ o |
Query Length 788
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

ing significant ali s Download Select columns ~  Show e

q pri

select all 100 sequences selected

GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

st % 108 ey B
- - - - -

Human 5 isolate 20552322 complete genome Human parechovir .. 1018 1018 100% 00 8997% 7342 ONAGT1411
Human 3 gene for (VPO _VP3 VP1 2A 28 _2C _3A 38 _3C_3D) _partial cds strain- 1786- . Human parechovir.. 1013 1013 100% 00 B8985% 6531 AB7691961
Human 4 isolate K261176_complete genome Human parechovir... 1013 1013 100% 00 B8985% 7193 ON49T122 1
Human 3 gene for (VP0. VP3, VP1, 2A, 2B, 2C. 3A 3B 3C. 3D). partial cds. strain: 1588-... Human parechovir... 1013 1013 100% 0.0 89.85% 6531 AB799194.1
Human F 3 isolate 152037 pol gene_partial cds Human parechovir . 1013 1013 100% 00 8985% 7224 ONASGTI451
Human 3 gene for (VPO _VP3 VP1 2A 28 _2C 3A 3B _3C_3D) _partial cds strain- 1585- = Human parechovir.. 1013 1013 100% 00 8985% 6531 AB7592071
Human 3 gene for (VPO _VP3 VP1 2A 28 _2C _3A 38 _3C_3D) _partial cds strain- 15626- . Human parechovir.. 1013 1013 100% 00 B8985% 6531 AB7691931
Human 3 gene for (VPO _VP3 VP1 2A 28 2C 3A 3B 3C_3D) partial cds_ strain- 1850- . Human parechovir.. 1013 1013 100% 00 B8985% 6531 AB7691991
Human 3 gene for (VP0. VP3, VP1. 2A, 2B, 2C. 3A 3B 3C. 3D). partial cds. strain: 1517-... Human parechovir... 1013 1013 100% 0.0 89.85% 6531 AB799192.1
Human F 3 gene for pol in (VPO VP3, VP1 2A 2B 2C 3A 3B _3C_3D) partial cds_strain- 1632- . Human parechovir .. 1013 1013 100% 00 8985% 6531 AB7591951
Human 3 gene for (VPO _VP3 VP1 2A 28 _2C 3A 3B _3C_3D) _partial cds strain- 1646- = Human parechovir.. 1013 1013 100% 00 8985% 6531 AB7591971
Human 4 isolate K261176-02_complete genome Human parechovir. .. 1007 1007 100% 00 8972% 7366 DQ315670 1
P: A strain HPeV-5/RL 12-1N3863/2012, complete genome Parechovirus A 926 928 99% 0.0 87.94% 7370 MGB73159.1
Human 1 strain KVP6 gene, complete cds parechovirus Al 896 896 100% 00 87.18% 7329 KC769584 1
I I hovirus A1 isolate TW-50192-201 I in gene comolete cd: t Al 70 70 99% 00 6.64% 7013 KT626012 1

Figura 32. BLAST de la muestra PeVh-PAM-07-2016-F8, obtenido en el NCBI.
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GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Description
-

Human 5 strain BRI77/2006 gene. complete cds

Human 1 strain BR/30/2006 gene, complete cds
Human parect 5 strain BR/53/2006 polyprotein gene, complete cds

Human 6 strain BR/104/2006 gene._complete cds

Human 1 strain BR/27/2006 gene. complete cds

Human 1 strain BR/14/2006 gene_complete cds

Human 8 isolate BR/217/2006. complete genome

Human 6 isolate AFWY gene. complete cds

Human 1 isolate F10114 _complete genome

Human 6 isolate 2005-823 gene._complste cds

Human } 5 strain CT86-6760,_complete genome

Human 6 genomic RNA_complete genome_strain- NII561-2000

Human parechovitus 1 isolate 660163, complete genome

Human 6 isolate SH6_complete genome

el Al B0 el

ST Max Total Query E Per.  Acc.
- Score Score  Cover value Ident Len Accession
v v - - -
Human parechovirus § 411 411 98%  3e-1M0 96.05% 7348 HQE96576.1
parechovirus Al 407 407 100% 4e-109 95.33% 6920 HQG96572.1
Human parechavius 5 396 396 100% 0e-106 94.55% 7348 HQBIESTS 1
Human parechovirus 6 386 386 98% 20102 94.09% 6928 HQBIGETT 1
parechovirus Al 368 368 98% 2097 92.04% 6924 HQBIESTI1
parechavirus Al 366 366 98%  7ed7 9280% 6917 HOBIEETI 1
Human parechovirus 8 369 359 100% e84 9189% 7353 EUTI61761
Human parechovirus 6 357 357 100% 4e94 91.86% 7261 MG462718.1
parechavirus Al 361 351 100% 2e92 9147% 7301 OM4971301
Human parechovirus & 361 351 100% 2682 9147% 7273 ELO7T75181
Human parechovirus 5 351 351 98%  2e02 9176% 7352 AF055846 1
Human parechovirus & 351 351 100% 2e82 9154% 7347 AB255E2 1
parechovirus Al 381 351 98% 2092 91.76% 7305 GQ183021.1
Human parechaovirus 6 351 351 100%  2e-92 9147% 7311 FJ888592 1
Lo obs i — E —

Figura 33. BLAST de la muestra PeVh-PAM-10-2017-F10, obtenida en el NCBI.
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Job Title >PeVh-PAM-11-2017-F10

RID EZ69PTGUQ13 Search expires on 09-23 12:12 pm Download All v
Program BLASTN@ Citation v

Database core_nt  See details v

Query ID lel|Query_5031317

Description None

Molecule type  dna
Query Length 258

Other reports Distance tree of results MSA viewer @
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Filter Results
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[ ] exclude

‘ Type common name, binomial, taxid or group name

=+ Add organism

Percent Identity

E value

Query Coverage

[_]e]

B

to

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show 2]

select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrplon st ame Seoe Sewe Com vatae |l Lon | Accesson
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Human 4 isolate K251176-02, complete genome Human parechovirus 4 435 435 100% 2e-117 96.92% 7366 DQ315670.1
Human + 1 isolate 2007-863,_complete genome parechovirus A1 429 429 100% 9e-116 9654% 7302 GQ183034 1
Human 1isolate FIO578,_complete genome parechovirus A1 429 429 100% 9e-116 9654% 7321 ON4971241
Human 1isolate 3560757, complete genome parechovirus A1 429 429 100% 9e-116 96.54% 7328 ON497143.1
Human 4 isolate FI121301 gene, complete cds Human parechovirus 4 424 424 100%  4de-114  96.15% 7309 KY404171.1
Human 4 isolate FI121290 in gene, complete cds Human parechavirus 4 424 424 100% 4de-114 96.15% 7290 KY4041701
Human 5 isolate 20552322 _complete genome Human parechavirus & 424 424 100% 4e-114 96.15% 7342 ON4971411
Human 3 genomic RNA_complete genome_strain-A308/99 Human parechavirus 3 424 424 100% 4de-114 96146% 7321 AB084913 1
Human 3 isolate K8-94. complete genome Human parechovirus 3 418 418 100% 2e-112 95.77% 7307 GQ183033.1
Human + 3isolate K11-94 _complete genome Human parechavirus 3 418 418 100% 2e-112 9577% 7307 GQ1830301
Synthetic A3 DNA_complete sequence, clone: PeV-A3-FGFP synthetic parechovirus A3 418 418 100% 2e-112 9577% 8063 LC723624 1
Human 3 isolate K20-94 complete genome Human parechavirus 3 418 418 100% 2e-112 9577% 7307 GQ183032 1
Human + 3isolate K12-94 complete genome Human parechovirus 3 418 418 100% 2e-112 9577% 7306 GQ1830311
Human 3 strain BJ-C3174 _complete genome Human parechovirus 3 412 412 100% 9e-111 9538% 7343 KJB594901
7n Human isolate 751360 complete genome Human 412 412 100% 9e-111 9 % 7277 GQ183097 1

Figura 34. BLAST de la muestra PeVh-PAM-11-2017-F10, obtenida en el NCBI.

Job Title >PeVh-PAM-09-2017-F10

RID EZ6GFE75013 Search expires on 09-23 1216 pm Download All v
Program BLASTN® Citation v

Database core_nt See details ¥

Query ID IcllQuery_3911431

Description None

Molecule type  dna
Query Length 256

Other reports Distance tree of results MSA viewer @
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select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max Total Query E Per  Acc
Dx Scientific N;
esciiption ceniile fame Score Score | Cover value Ident Len /Accession
v v | v -
Human F 5 strain BR/77/2006 pok gene _complete cds Human parechaovirus 5 425 425  99%  le-114 96.85% 7348 HQBI6576 1
P
Human 1 strain BR/30/2006 gene_complete cds parechovirus A1 420 420 99%  5e-113 96.46% 6920 HQBIG572 1
Human 6 strain BR/104/2006 gene _complete cds Human parechovirus & 412 412 100% Be-111 9572% 6928 HOBIB577 1
Human 5 strain BR/63/2006 gene, complete cds Human parechovirus & 409 409 99%  1e-109 95.67% 7348 HQG96575.1
Human 8 isolate BR/217/2006, complete genome Human parechovirus 8 387 387 100% Se-103 93.80% 7353 EUT16175.1
Human F 6 isolate AFW pol gene,_complete cds Human parechovirus 6 385 385 100% 2e-102 9377% 7261 MG4627181
Human 1 strain BR/114/2006 gene_complete cds parechovirus A1 383 383 100% Te-102 93.75% 6917 HQBIES73 1
Human 1isolate FI0114_complete genome parechovirus Al 379 379 100% 9e-101 9339% 7301 ON4971301
Human 6 isolate 2005-823 gene. complete cds Human parechovirus & 379 379 100% 9e-101 93.39% 7273 EU0T7E18.1
Human 1 strain BR/27/2006 gene, complete cds parechovirus Al 375 375 100%  1e-99 93.02% 6924 HQG96571.1
Human 1 strain BJ-37359, complete genome parechovirus A1 374 374 100% 4e-99 93.00% 7350 KJB594911
Human 1isolate SH1,_complete genome parechovirus Al 374 374 100% 4e-99 93.00% 7314 FJB404771
Human parechovirus & strain CT86-6760. complete genome Human parechovirus & 370 370 100%  5e-98 92.64% 7352 AF055846.1
Human parechovirus 1 iselate 550163, complete genome parechovirus Al 370 370 100%  5e-98 92.64% 7305 GQ183021.1
__ﬂ Human 1isolate 150-8. complete genome Al 6: 68 100% e-97 92.61% 7296 ONA9T136.1

Figura 35. BLAST de la muestra PeVh-PAM-09-2017-F10, obtenida en el NCBI.

50



Job Title >PeVh-PAM-12-2018-F10 Filter Results
RID EZ6UIB6NO16 Search expires on 09-23 12:21 pm Download All v
Program BLASTN® Citation v Organism only top 20 will appear D exclude
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Query ID Icl|Query_4107939
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ | to | ‘ | ‘ to ‘ ‘ ‘ | to | |
Query Length 264
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
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Descrption st tame Scoe Scoe Covr vaae Mt | Len | Accessin
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P Af isolate 37Chzi76_complete genome parechovirus A1 39 396 99% 9e-106 93.89% 7063 KT8799171
P A isolate 134Chzj01, complete gename parechavius A1 385 385 87% 2e-102 96.55% 7219 KI8799271
Human 5 gene for genomic RMA _strain T92-15 Human parechovirus & 379 379 99%  9e-101 92.78% 7320 AM23AT491
P Adisolate B1187, complete genome Parechovirus A 368 368 98% 2897 92.31% 7322 MWATENTA
Human h strain MY pok gene._complete cds Parechoyirus A 366 366 98%  7ed7 91.95% 7217 KJ152442 1
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate FEC10,_complete genome Human 3 363 363 99% 996 9160% 7334 KY556666 1
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate FEC21. complete genome Human 3 363 363 99%  9e96 9160% 7334 KY656673.1
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF04._complete genome Human 3 363 363 99%  9e-96 9160% 7334 KY556662.1
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate FEC22,_complete genome Human 3 363 363 99%  9e96 9160% 7334 KY5566741
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF05_complete genome Human 3 363 363 99%  9e96 9160% 7334 KY5566631
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF19._complete genome Human 3 363 363 99%  9e-96 9160% 7334 KY556671.1
Human parechovirus 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF01. complete genome Human parechovirus 3 363 363 99% 9e-96 91.60% 7334 KY556659.1
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF06_complete genome Human 3 363 363 99%  9e96 9160% 7334 KY5E6E611
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF08,_complete genome Human 3 363 363 99% 996 9160% 7334 KY656665 1
__ B2 Human 3 strain Australia 2013-GL 2015 isolate FEC20 _comolete genome Human 3 363 363 99% 996 9160% 733 KYAEGRTD 1

Figura 36. BLAST de la muestra PeVh-PAM-12-2018-F10, obtenida en el NCBI.
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Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate FEC21_complete genome Human 3 361 351 97%  2e-92 9173% 7334 KY556673 1
Human parechovirus 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF04. complete genome Human parechovirus 3 351 3’1 9% 2e-92 91.73% 7334 KY556662.1
Human + 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate FEC22 complete genome Human b 3 351 351 97% 2092 9173% 7334 KY5566741
Human 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF05_complete genome Human 3 361 351 97%  2e-92 9173% 7334 KY556663 1
Human 3 strain Australia 2013-GL 2015 isolate C3F19 _complete genome Human 3 361 351 97%  2e-92 9173% 7334 KYHH66711
Human + 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF01,_complete genome Human b 3 351 351 97% 2092 9173% 7334 KY556659 1
Human + 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF06_complete genome Human b 3 351 351 97%  2e-92 9173% 7334 KY5566611
Human parechovirus 3 strain Australia 2013-GL2015 isolate CSF08. comolete genome Human parechovirus 3 351 351 97%  2e-92 9173% 7334 KY556665 1

Figura 37. BLAST de la muestra PeVh-PAM-15

-2019-F10, obtenida en el NCBI.
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Parechovirus A isolate Ghana/A61 polyprotein gene. partial cds Parechovirus A 635 635 96% 1177 82.69% 837 KY9315731
Parechovius A isolate GhanaA16 polyprotein gene. partial cds Parechovinus A 63 635 96% 1e-177 8266% 622 KY9315591
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8- jsolale FX/2010/694 VD1 gene parial oo 2 599 _£90 03 o166 £218% 702 WT7005001 |

Figura 38. BLAST de la muestra PeVh-PAM-15-2019-F4, obtenida en el NCBI.
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Figura 39. Alineamiento de las secuencias de referencia con las secuencias a analizar; en este caso
observamos el alineamiento realizado con las secuencias del fragmento 10.

o Ya alineadas las secuencias de referencia con las secuencias obtenidas
correspondientes a los fragmentos 4, 8 y10, utilizamos el software Mega7, para
realizar 3 arboles filogenéticos, cada uno correspondiendo a los fragmentos.
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Figura 40. Arbol Filogenético del Fragmento 4. Arbol de maxima probabilidad donde podemos observar las
relaciones entre distintas secuencias del PeV-A, destacando aquellas secuencias obtenidas en nuestra

investigacion, que se encuentran representadas por un diamante verde ¥ .

En este arbol observamos la secuencia que se amplifico para el fragmento 4, corresponde
a la muestra PeVh-PAM-15-2019-F4 resaltada con color morado, junto con las secuencias
de referencia pertenecientes al serotipo A1. Podemos observar que nuestra muestra obtuvo
un soporte Bootstrap de 59% a la referencia KJ152442 perteneciente al serotipo A1.
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ARBOL FILOGENETICO DEL FRAGMENTO F8
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Figura 41. Arbol filogenético del fragmento 8. Arbol de maxima probabilidad donde
podemos observar las relaciones entre distintas secuencias del PeV-A, destacando
aquellas secuencias obtenidas en nuestra investigacion, que se encuentran

representadas por un diamante verde .

En este arbol observamos la secuencia que se amplificé para el fragmento 8, esta
corresponde a la muestra PeVh-PAM-07-2016-F8 resaltada con color azul, junto con la
secuencia de referencia perteneciente al serotipo A4. Podemos observar que nuestra
muestra obtuvo un soporte Bootstrap de 71% a la referencia DQ315670 perteneciente al
serotipo A4.
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ARBOL FILOGENETICO DEL FRAGMENTO F10
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Figura 42. Arbol filogenético del fragmento 10. Arbol de maxima probabilidad donde podemos observar las relaciones entre
distintas secuencias del PeV-A, destacando aquellas secuencias obtenidas en nuestra investigacion, que se encuentran

representadas por un diamante verde .

En este arbol observamos la secuencia que se amplificé para el fragmento 10. Las muestras
PeVh-PAM-07-2016-F10 y PeVh-PAM-11-2017-F10 con un soporte Bootstrap de 97%,
pertenecen al serotipo A4, resaltada con color azul, junto con la secuencia de referencia
perteneciente al serotipo A4; las muestras PeVh-PAM-12-2018-F10 y PeVh-PAM-15-2019-
F10 con un soporte Bootstrap de 99% pertenecen al serotipo A1 resaltada con color
morado, junto con la secuencia de referencia perteneciente al serotipo A1; y las muestras
PeVh-PAM-10-2017-F10 y PeVh-PAM-09-2017-F10 con un soporte Bootstrap de 89%
pertenecen al serotipo A6, resalta con color rojo, junto con la secuencia de referencia
perteneciente al serotipo A6.
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FRAGS.

ID DE LAS
F4 F8 F10
PeVh-PAM15:2019 | X » A
PeVh-PAM11-2017 v
PeVh-PAM07-2016 X | x A
PeVh-PAM10-2017 < A6
PeVh-PAM09-2017 » A6
PeVh-PAM12-2018 » A

Tabla 24. Andlisis de los arboles filogenéticos.
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DISCUSION

Este estudio permitié determinar la frecuencia de casos por Parechovirus A (PeV-A)
y caracterizar los serotipos circulantes en muestras respiratorias de pacientes con
infeccion respiratoria aguda en Panama entre 2011 y 2019. De un total de 1,183
muestras analizadas mediante RT-PCR, se identificaron 16 casos positivos, lo que
equivale a una incidencia del 1.35%.

En el unico estudio previo realizado por Gutiérrez et al. (2023), se analizaron 200
muestras pediatricas recolectadas en 2014 y 2015, de las cuales 64 eran de origen
respiratorio. Entre estas, 2 muestras resultaron positivas para PeV-A, con una
incidencia del 3.0%. Comparando este porcentaje con el obtenido en el presente
estudio, se observa una leve disminucién en la incidencia de PeV-A en muestras
respiratorias en Panama. Esta diferencia podria atribuirse al menor numero de
muestras analizadas en el estudio de Gutiérrez et al.

Los porcentajes de incidencia obtenidos en este estudio son consistentes con datos
reportados internacionalmente, por ejemplo, en Espafa se ha reportado una
incidencia del 1.1% (Reina y Duefias, 2019), en Estados Unidos del 3% (Sharp et
al., 2012), y en Escocia del 2.1% (Harvala et al., 2008). Sin embargo, en Chile se
reportd una incidencia mayor del 6% (Gutiérrez et al., 2016), estas diferencias
podrian atribuirse a la variabilidad genética caracteristica de PeV-A, asi como a
diferencias en los métodos de analisis y muestreo.

El mayor numero de casos se registré en 2015, lo que podria estar relacionado con
un brote local. Sin embargo, no se identificé una correlacién clara entre la época del
afo y la incidencia del virus, lo que sugiere que PeV-A podria circular durante todo
el afo sin un patrén estacional definido. Esto contrasta con paises que tienen
estaciones climaticas marcadas, donde los casos tienden a incrementarse en
primavera y verano, coincidiendo con los picos de enterovirus (Reina y Duefas,
2019). Para confirmar estas observaciones, seria util realizar estudios adicionales
con un seguimiento a largo plazo y muestras mas recientes y adecuadamente
conservadas, que permitan identificar posibles tendencias epidemiolégicas y otros
serotipos circulantes en Panama.

Dado que las muestras analizadas eran de caracter respiratorio y se enviaron por
sospecha de infeccion viral, la mayoria de los pacientes positivos a PeV-A
presentaron sintomas como tos y dificultad respiratoria. Estos hallazgos coinciden
con estudios previos, que describen los sintomas respiratorios asociados a PeV-A
como "comunes y leves" (Sharp et al.,, 2012). Ademas, en algunos casos se
detectaron coinfecciones con otros virus respiratorios, como rinovirus, lo que sugiere
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que PeV-A podria actuar sinérgicamente con otros patégenos, agravando los
sintomas y complicando el diagnéstico clinico (Martinez et al., 2012).

Los analisis filogenéticos de las secuencias obtenidas revelaron una estrecha
relacion con cepas circulantes a nivel global, sugiriendo una posible diseminacion
internacional del virus. En este estudio, las cepas correspondieron a los serotipos
PeV-A1, PeV-A4 y PeV-AB, todos asociados con infecciones respiratorias leves. Sin
embargo, los afios en los que se describieron estas cepas no coinciden con las
fechas de los casos positivos reportados en Panama.

En cuanto a la ubicacion geografica, Estados Unidos y Brasil son los paises mas
cercanos con registros de estas cepas, lo que podria indicar una transmision
regional.

Si bien los analisis filogenéticos sugieren una posible relacion con cepas circulantes
a nivel global, la limitada cantidad de secuencias analizadas y los bajos valores de
bootstrap obtenidos no permiten establecer con certeza las rutas de transmision y
la diversidad genética del virus en Panama. Por lo tanto, se requieren estudios con
un mayor numero de muestras para obtener una caracterizacion mas completa de
la circulacién del PeV-A en nuestro pais.
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CONCLUSIONES

Alo largo de nueve anos, se observé una incidencia constante y baja de PeV-A en
las muestras respiratorias analizadas, lo que indica una circulacién endémica del
virus en Panama.

Los resultados resaltan la importancia de este virus, especialmente en nifos
pequenos, como un patdbgeno emergente que puede coexistir con otros virus
respiratorios, o que potencialmente agrava los sintomas en los pacientes
afectados.

Desde un enfoque epidemiolégico, los datos sugieren que PeV-A circula en
diversas regiones del pais y que podria estar presente durante todo el afio, sin un
patron estacional definido. Sin embargo, es necesario realizar investigaciones
adicionales para comprender mejor los factores que favorecen su diseminacion y
para desarrollar protocolos diagnoésticos mas eficientes que permitan su
identificacién oportuna en los hospitales.

A nivel molecular, este estudio ofrece informacion valiosa sobre los serotipos de
PeV-A que han circulado en Panama durante los afos analizados, lo que podria
ayudar a los sistemas de salud a estar preparados para posibles casos en el
futuro.

Este estudio proporciona una base solida para futuras investigaciones sobre la
epidemiologia y evolucion del PeV-A en Panama. Los resultados obtenidos resaltan
la importancia de implementar sistemas de vigilancia virolégica robustos para
monitorear de manera continua la circulacién de este y otros virus respiratorios
emergentes, lo que permitira una mejor comprension de su impacto en la salud
publica y el desarrollo de estrategias de prevencion y control mas efectivas.
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RECOMENDACIONES

o Continuar con el analisis de PeV-A, donde se utilicen muestras mas frescas y
que sean debidamente almacenadas; para asi poder secuenciar fragmentos
mas grandes o inclusive un genoma completo. Con el uso de muestras mal
manejadas y con almacenaje de tanto tiempo, pudimos evidenciar que no se
puede realizar un 6ptimo analisis y eso lo demostramos en los resultados de la
construccion de los arboles filogenéticos, esto se observa con los diferentes
porcentajes de soporte del bootsraps; como es el caso del arbol del fragmento
4, donde la secuencia PeVh-PAM-15-2019-F4 tuvo un 59% de soporte, factores
técnicos como la degradacion de las muestras y/o por la variabilidad genética

que contienen muchos virus como Parechovirus.

o Proponemos establecer una colaboracion estrecha con el Hospital del Nifio Dr.
José Renan Esquivel para realizar un seguimiento prospectivo de neonatos y
nifos con sospecha de infeccion por PeV-A. A través de esta colaboracion,
podremos correlacionar los resultados de las pruebas moleculares con los
datos clinicos, epidemiologicos y de laboratorio, lo que permitira una mejor
caracterizacion de la enfermedad y el desarrollo de estrategias de prevencién y

control mas efectivas.

o Contar con fragmentos mas grandes y/o con el genoma completo de PeV-A para
realizar analisis filogenéticos mas concretos. Con estos se pueden realizar
estudios que contribuyan al Sistema de Salud del pais, para asi poder colocar a
Panama en el mapa de Parechovirus como punto de informacion en

Latinoamérica, como se encuentra actualmente Brasil, entre otros.

o Recomendamos la inclusion sistematica de PeV-A en los paneles de diagndstico
de virus respiratorios, lo que permitira generar datos epidemioldgicos solidos y
fortalecer los sistemas de vigilancia, lo que estimulara la realizacién de nuevas
investigaciones para el desarrollo de estrategias de prevencion y control mas
efectivas.
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