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Ácido nucléaco Los ácidos nucléicos son macromoléculas (pohmeros) formados por la 

repetición de nucleóndos unidos mediante enlaces fosfodiéster Estos polímeros 

almacenan la información genética de los organismos vivos y son los responsables de la 

transmisión hereditaria Existen dos tipos básicos el ADN y el ARN 

ADN El ácido desozimbonucleico es un tipo de ácido nucléico que forma parte de 

todas las células Contiene la información genética usada en el desarrollo y el 

funcionamiento de los organismos vivos conocidos y de algunos virus y es responsable 

de su transmisión hereditaria 

ARN El ácido nbonucleico es un ácido nucléico formado por una cadena de 

nbonucleotidos Está presente tanto en las células pmcanotas como en las eucanotas y es 

el umco material genético de ciertos virus 

Análisis filogenético es la determinación de la historia evolutiva de los organismos 

analizando sus secuencias genéticas 

P-distanee es la proporción (p) de los sitios de nucleótidos en la que dos secuencias que 

se comparan son diferentes Se obtiene dividiendo el numero de diferencias de 

nucleóndos por el numero total de nucleótidos en comparación 

Scene:manó:a Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la 

determinación del orden de los nucleótidos (A C G y 1') en un oligonucleótido de ADN 

Serotwo clasificación en las que se ubica un microorganismo infecciones segun los 

antigenos de superficie que presentan 



RESUMEN 

FRANCO D 2013 BIODIVERSIDAD GENtrICA DE RINOVIRUS HUMANO 
EN NINOS HOSPITALIZADOS PANAMEÑOS MENORES DE 5 AÑOS CON 
INFECCIÓN RESPIRATORIA AGUDA (2010 2011) 

(Rmovirus huma—Tio-3(HR es el patógeno que con mayor frecuencia provoca  mfecciopes  
Gel aparato re ¡ratono superior Se ha comprobado que más del 75% de los niños han 

1iido contacto con este virus antes de los 2 primeros años de vida En la ultima década 
se ha reportado al HRV como agente causal de enfermedades respiratorias  severas como 
Neumoma vial Resuello agudo relacionado con bronquitis y Asma agudo en niños Las 
in—firccion—el—por HRV ocurren en personas de todas las edades en una proporción de 25% 
a 50% de las infecciones respiratorias parecidas a influenza HRV presenta una alta 
diversidad genética, con tres especies llamadas A B y C La especie C ha sido 
recientemente descrita, asociada con infecciones respiratorias agudas y ha tenido una 
rápida diseminación en todo el mundo En este estudio se investiga la vanalandad 
genética de HRV circulantes en Panamá durante 2010 2011 a partir de muestras de 
hisopados nasofanngeos colectados de niños hospitalizados con infección respiratoria a 
los cuales se les extrajo el ARN total Se amplificó un fragmento de 542 pb del gen 
VP4/VP2 y el producto de PCR fue secuenciado Para el análisis filogenénco se 
utilizaron los softwares Sequencher BioEdit  y PhyML Para este estudio se utilizaron 62 
muestras de hisopados nasofarmgeos positivos por HRV por RT PCR en tiempo real de 
un total de 118 muestras positivas El árbol filongitco originado nos muestra que 37 
(59 7%) 20 (32 3%) y 5 (8 0%) corresponden a los grupos A CyB respectivamente A 
su vez dentro de cada especie las muestras panameñas fueron agrupadas con varios 
seronpos Todas las variantes encontradas son muy heterogéneas y la mayoría de ellas 
son asignadas a los serotipos descritos anteriormente aunque vanas cepas se han 
establecido provisoriamente a nuevos seroupos Este estudio demuestra Ítt --  trliversidad 
genética de HRV circulantes en Panamá. 
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SUMMARY 

FRANCO, D 2013 GENETIC BIODIVERSITY OF HUMAN RHINOVIRUS IN 
PANAMANIAN HOSPITALIZED CHILDREN UNDER FIVE YEARS WITH 
RESPIRATORY INFECTIONS (2010 2011) 

Human Rlunovirus (HRV) is the most common pathogen that causes upper respiratory 
tract infections It has been found that over 75 % of cluldren have had contact with tlus 
virus before the first 2 years of life in the last decade has been reponed to HRV as a 
causative agent of severe respiratory distases such as viral pneumoma, acute wheezmg 
related acute bronchitis and astluna in chilciren HRV infections occur in people of ahl 
ages in a proportion of 25% to 50 % of respiratory infections like Influenza HRV has 
high genetic diversity with three species called A B and C The species was recently 
descnbed C associated with mute respiratory infections and rapid dissemmation 
worldwide This study investigates the genetic vanability of HRV circulating in Panama 
dunng 2010 to 2011 Corresponds to the nasopharyngeal swab samples collected from 
children hospitalized with respiratory infection wluch were extracted total RNA Was 
amplified gene fragment VP4NP2 542pb and the PCR product levas sequenced For 
phylogenetic analysis software was used Sequencher software BloEdit and PhyML We 
used for this study 62 samples positive for HRV nasopharyngeal swabs by RT PCR in 
real time with a total of 118 positive samples The phylogeneuc tree shows that ongmated 
37 (59 7 %) 20 (32 3 %) and 5 (8 O %) correspond to the groups A C and B 
respectively In tum witlun species Panamaman samples were grouped with several 
serotypes Ah l vanants found were very heterogeneous and most of them were assigned 
to serotypes descnbed aboye although several strams have been set temporanly to new 
serotypes This study demonstrates the lugh genetic diversity of HRV circulating in 
Panama 
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1 INTRODUCCIÓN 

Los Virus Respiratorios son los causantes del mayor numero de Infecciones 

Respiratorias Agudas (IRA) a nivel mundial (Mlynarczyk el al 2001 Hall, 2001 

Greenberg, 2002) Las IRA constituyen el principal motivo de consulta médica en niños y 

adultos de ambos sexos especialmente durante los meses de temporada lluviosa para los 

paf se-s tropicales o subtropicales y de filo en los paises de clima templado (hun et al 

2001) 

Los principales virus respiratorios son Rmovinis humano (HRV) Influenza A 

(Flu A) Influenza B (Flu B) Metapneumovirus humano (HMPV) virus Panunfluenza 1 

(PIV 1) virus Paramfluenza 2 (PIV 2) virus Paramfluenza 3 (PIV 3) virus Sincitial 

Respiratono (RSV) y Adenovirus (ADV) Estos virus comparten los pnncipales 

mecanismos de contagio que son la inhalación de aerosoles o nucrogotas con gérmenes e 

inoculación en las mucosas nasal ocular o cavidad oral de secreciones infectadas 

transportadas por las manos (Denny eta! 1995) 

3 

~virus humano está clásicamente descrito como el responsable del resfno 

comun con una marcada preponderancia por la via aérea superior y se pensaba que era 
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incapaz de reproducirse en la vut aérea baja, ya que sólo se reproducia a temperaturas 

bajas de 33 C y no a 37°C (Tyrrell y Channock 1963) Sin embargo ya desde 1965 se 

describió que era capaz de producir una traqueobronqiuus en voluntarios sanos en los 

que se mdujo la infección por HRV En el año 1969 se describió el aislamiento del HRV 

en tejido pulmonar post mortem lo cual fue un indicio importante de que era capaz de 

infectar la via aérea inferior (Craighead et al 1969) Posteriormente se describió en 

cultivos de células epteliales bronquiales infectadas luego de la exposición por HRV En 

1999 en cultivos experimentales se describió que los 37° C de la via aérea baja no son 

protectores de replicación del virus En el año 2000 por hibridación in sao se logró una 

prueba fehaciente de que el virus infecta el pulmón humano y que no era recogido de la 

va aérea superior cuando se tomaba la muestra en voluntarios sanos e infectados por 

HRV a los cuales se les tomó después biopsias bronquiales (Papalopoulos et al 2000) 

Aunque HRV es uno de los agentes causales más comunes de enfermedad 

respiratoria, su epidemmlogia molecular ha sido poco mvestigada A pesar de los 

recientes descubrimientos de nuevos genotipos de HRV su espectro de enfermedad 

clínica y posiciones filogenéticas no se entienden completamente 

En los uñimos años el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 

ha adquirido nuevas tecnologías que le permiten detectar FIRV en muestras clmicas de 

Sopados nasofaringeos obtenidos por el Sistema de Vigilancia Nacional para 

Influenza y Otros Virus Respiratonos Segun datos del Sistema de Vigilancia, para el 

año 2011 la incidencia de HRV fue del 352% en toda la población sólo por debajo de la 
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infección por RSV, la cual obtuvo una incidencia del 41.3% (Figura 1). De los casos 

positivos por FIRV, el 75.5% perteneció a la población infantil <5 años siendo la más 

vulnerable, cabe resaltar que 60% de estos pacientes necesitó hospitalización (Figura 2) 

(ICGES etal., 2012). 

Muy poco, en general, se sabe acerca de la diversidad genética de los virus 

respiratorios en América Central y Panamá, y más específicamente, de los Rinovirus. En 

este estudio investigamos la variabilidad genética de HRV en niños menores de cinco 

años, hospitalizados en Panamá con IRA. 

Figura 1: Distribución por estacionalidad de los diferentes virus 
respiratorios en Panamá durante el 2011 
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Semanas Epidemiológicas - 2011 

• Virus Sincitial Respiratorio 	•  Rinovirus 
• Adenovirus 	 • Parainfluenza 3 
• Parainfluenza 2 	 •  Paraintluenza 1 	 Fuente: BDVE — ICGES / Epidemiología MENSA 
• Influenza A/HIN I pandémico 	 Influenza N1-13N2 estacional 

Metapneumovirus humano 

VSR EIRV ADV P1V-I P1V-2 PIV-3 
Flu A/H1N1 

Pdm 
Flu 

A/H3N2 
HMPV Total 

470 400 91 11 1 104 45 2 13 1137 

41.3% 35.2% 8.0% 1.0% 0.1% 9.1% 4.0% 0.2% 1.1% 100.0% 
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Figura 2: Virus respiratorios detectados en niños menores de 5 años por el 
Instituto Commemorativo Gorgas de Estudios de la Salud distribuidos por 

gravedad durante el 2011 
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2 FUNDAMENTO TEÓRICO 

2 1 Generandades 

El Rmovinis humano fue aislado por primera vez a partir de personas con 

resfriados comunes por Pelon (Pelon eta! 1957) y Pnce (Pnce eta! 1956) En casi 60 

silos transcurridos desde este descubrimiento se han descnto más de 100 serotipos de 

HRV se ha defimdo la estructura cnstalográfica de la cápside y se ha secuenciado el 

genoma completo No obstante el conocimiento del espectro clínico de las enfermedades 

por HRV sigue evolucionando Los HRV se vincularon pnncipalmente con el resfriado 

comun y durante muchos años después de su descubrimiento se pensó que teman una 

importancia médica escasa Más recientemente estos virus se han implicado en varias 

enfermedades importantes desde el punto de vista médico las infecciones por HRV 

ocurren en personas de todas las edades en una proporción del 25% al 50% de todas las 

infecciones respiratorias tipo influenza (Nicholson et al 1997) Esta nueva valoración se 

ha visto impulsada en gran parte por la mayor sensibilidad diagnóstica que ofrecen los 

análisis por biología molecular Es posible que el desarrollo reciente de estos métodos 

moleculares permita completar la serotipificación de los HRV y haga avanzar aun más los 

intentos de definir la emdemiologia de estos virus 

7 



22 Clasificación y Estructura 

Los HRV han sido clasificados dentro del género Enterovmes familia 

Pwornavmdae Similar a otros picomavirus son pequeños no envueltos con un 

diámetro de cerca de 30 nm Tienen una cadena simple de ARN en sentido positivo y un 

marco de lectura abierto que codifica cuatro pmtemas de la cápside VP4 VP2 VP3 y 

VP1 y siete protemas no estructurales 2A 28 2C 3A 38 3C y 3D (Figura 3 A) Si se 

observa la estructura de la cápside viral podemos visualizar un arreglo de 60 protómeros 

en una estructura icosaédnca altamente empaquetada, estos protómeros forman doce 

pentones uno en cada vértice del virus (Figura 3 B) Cada pentón está en contacto con 

otras cinco protemas que lo rodean Cada cara del virus tiene un complejo proteico que se 

asemeja a un tnsquel o trmacnas celta (estructura de tres piernas) Puesto que el 

icosaedro tiene 20 caras hay 20 trmacnas estas estructuras son muy importantes en la 

unión del virus a la célula (ver sección 2 3 2) (Hunt el al 2007) 

Los FIRV tienen una alta diversidad genética, se han descrito más de 100 serotipos 

diferentes todos agrupados dentro de tres especies HRV A HRV B y el recientemente 

reconocido HRV C que ha sido rápidamente Identificado a nivel mundial (Simmonds el 

al 2010) 

8 
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Figura 3: A- Genoma del HRV y proteínas que codifica. B- La cápside, consiste en 
60 protómeros, cada protómero contiene 4 polipéptidos: VP I, VP2, VP3 yVP4. Extraído 
de:  http://viralzone.expasy.org/all  by species/97.html 

2.3 Replicación viral 

2.3.1 Unión a la Célula Hospedero 

La mayoría de los FIRV se unen a un miembro de las proteínas de la superfamilia 

de inmunoglobulinas llamada molécula de adhesión intercelular de tipo 1 (ICAM-1), que 

se encuentra en las superficies de las células epiteliales y otras células. Esta molécula 

media la adhesión entre células en diversas células epiteliales. La expresión de ICAM- I 

se eleva en condiciones inflamatorias tales como las que ocurren en una infección por 
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FIRV y esto puede llevar a diseminación del virus puesto que hay más moléculas 

receptoras disponibles (ciclo de realimentación positiva). (Greve et al., 1989) 

La ICAM-1 interviene en la unión de las células a otras moléculas u otras células. 

La molécula ICAM-1 tiene como ligandos naturales la integrina LFA-1 (de Leucocyte 

Function-Associated Antigen-1), el fibrinógeno y Mac-1 (de Macrophage-1 antigen), se 

encuentra implicada en la respuesta inrnunitaria e inflamatoria (Figura 4); se le asocia la 

acumulación de leucocitos en tejidos inflamados. HRV utiliza ICAM-1 a modo de puerta 

trasera para entrar en las células humanas. La molécula ICAM-1 corresponde a una 

glicoproteína de membrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig). Consta de 

una región extracelular formada por cinco dominios, que presentan un plegamiento de 

inmunoglobulina (D1-D5), seguida de un dominio hidrofóbico transmembrana y un 

pequeño dominio citoplasmático. La forma de ICAM-1 guarda semejanza con un brazo 

dividido en cinco dominios, o secciones, que se extiende desde un codo que penetra en la 

membrana celular; el dominio amino terminal D1 contiene los aminoácidos responsables 

del reconocimiento del virus. 

hulotelijaligi~~ 
humeéis L/A-1 

Vago 	 Imececkm 	 ICA.141 

Capilar 

7 
Sitio d. 

inflamación 

•  lemot  

Figura 4: Interacción entre la ICAM-1 y su ligando natural LFA-1. ICAM-1 tiene la 
función de mediar la adhesión leucocitaria al endotelio durante la respuesta inflamatoria 
mediante su unión a LFA-1. Extraído de: http://www.drugdiscoveryonline.com/doc/isis-
abbott-establ  ish-antisense-manufacturing-0002  
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Los estudios de microscopfa electrónica muestran que ICAM 1 se une a los HRV 

por una región distinta de la que utiliza para hacerlo con otros lip,andos El extremo de 

ICAM 1 recuerda, por su forma, a una mano con un pulgar y tres proyecciones a modo 

de dedos Los leucocitos se unen a la zona que correspondena al pulgar los tres bucles 

digiuformes interaccionan con la base del cañón de los HRV del grupo mayor mostrando 

una superficie de contacto perfectamente complementaria en cuanto a la forma y a la 

distribución de cargas La secuencia y conformación de esos bucles es distinta de la de 

otros tipos ICAM de animales diferentes excepto la molécula ICAM de chimpancé Por 

eso solo los humanos y los chimpancés se encuentran expuestos a la infección por 

nnovirus El hecho de que el virus se una a un lugar distinto del que se unen los 

leucocitos abre una puerta al desarrollo de metodos para el bloqueo específico de la 

interacción Si se logra impedir mediante ffumacos o ingeniería genética, la interacción 

virus receptor podnamos eliminar un porcentaje sustantivo de resfriados sin entorpecer 

la función normal del receptor ICAM 1 (Figura 5) 

ICAM 1 

DEC 	DC 

DI 	D2 	D3 	D4 	D5 
C 

N 

Figura 5 Estructura de ICAM 1 unida a la membrana celular Es una protefna de 
transmembrana que posee un extremo ammo terminal en el domnuo extracelular (DEC) 
un solo dominio transmembrana, y un extremo carbom terminal de donumo citoplásmico 
(DC) El DEC está formado a su vez por cmco dominios o bucles creados por puentes 
&sulfuro que presentan un plegamiento de inmunoglobulina (DI D5) el dominio ammo 
terminal DI contiene los aminoácidos responsables del reconocimiento del virus La 
estructura de la 1CAM 1 se caracteriza por una fuerte glicosilación 
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El grupo menor de HRV utiliza diversos miembros de la familia de receptores de 

las lipoprotemas de baja densidad (LDL de low density hpoprotem) para unirse a la 

célula En particular se une a los receptores de LDL VLDL (very low density 

hpopmtem) y LRP (LDL related protem) Se trata de protemas modulares transmembrana 

que se unen a una gran variedad de ligandos de función y estructura variadas para 

introducirlos así en la célula Además de desarrollar una función clave en el metabolismo 

del colesterol los miembros de esta familia protemica participan en la señalización 

celular operan como transductores de señales externas 

23 2 Entrada a la célula hospedero 

Entre los pontones y las tnnacnas hay una hendidura (Figura 6A) el receptor en la 

superficie celular ICAM 1 se une en la hendidura (figura 6B) y precipita un cambio 

conformacional en algunas protemas yutes (VP4) La interacción de una célula y una 

protema viral no es muy estable En el caso de los nnovirus la entrada al citoplasma 

parece seguir una endomtosis lo que sugiere que se requiere de un pH ácido para el 

cambio conformacional (Hoover L'uy eta! 1993) 



A 

Figura 6: A. Sitio de unión a la ICAM-1 de la partícula viral. B. Unión del virus a 
los receptores ICAM-1 en la membrana celular Extraido de: 
http://yasal  ud.com/ri  novi rus/ 

Cuando el virus se une a su receptor, la proteína VP4 es liberada del protómero. 

Esto permite el escape del ARN viral de la nucleocápside cuando el virus es intemalizado 

en la vía endocítica. En el endosoma, la nucleocápside se desensambla en el ambiente 

ácido. 

2.3.3 Traducción 

Una vez que el ARN entra en la célula puede ser traducido directamente ya que 

tiene una polaridad de ARN mensajero. En el extremo 5' del ARN hay una pequeña 

proteína viral llamada VPg. Regularmente, cuando un ARNm celular es traducido, la 

subunidad ribosómica menor reconoce la estructura metilada en el extremo 5' y luego el 

13 

ribosoma se ensambla después de la unión de la subunidad mayor. Sin embargo, no hay 
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ninguna estructura mehlada en el ARN de los HRV puesto que la metilación se da en el 

nucleo (por ennmas celulares) y el ciclo vital completo de los HRV sucede en el 

citoplasma No obstante la maquinaria celular de sintesis proteica si traduce el ARN 

viral En el ARN del HRV hay una región de estructura secundaria llamada sitio interno 

de entrada al nbosoma ORES por sus siglas en inglés) (Figura 7) El cual es reconocido 

por el complejo de protemas de la célula hospedera que normalmente reconocen la 

estructura menlada (Hunt el al 2007) 

En otras palabras La mayona de los RNAm de los eucanotas son funcionalmente 

monocistrónicos esto es cada RNAm codifica una protema Desde el punto de vista 

estructural contienen en su externo 5 terminal una guamna mentada o estructura cap 

que es el sino en donde inicialmente se une el nbosoma Para el año de 1988 se describió 

por primera vez la existencia de un mecanismo de inicio de la traducción alternativo en 

el que el nbosoma interactua con el RNA sin la participación de la estructura cap 

(Pelleher el al 1988) Este mecanismo denominado nucialmente como independiente de 

cap requiere de la presencia de un TRES y fue identificado por primera vez en la RNT 5 

del RNA del virus de la polio (PV) y de la encefalonuocardms (EMCV) (Kozak 1989) 

Esta región funciona de manera análoga al cap ya que permite que el nbosoma se reclute 

para el inicio de la síntesis de proteínas Sm embargo a diferencia del cap el TRES 

permite la unión del nbosoma en una secuencia interna del RNAm localizada 

comunmente en la RNT 5 y en algunas ocasiones dentro de los primeros nucleóbdos de 

la región codificante y no en el extremo 5 terminal 
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Actualmente se han identificado elementos IRES en todos los picomavirus y en 

otros virus con genomas de RNA pertenecientes a otras familias, como la de los flavivirus 

(virus de la Hepatitis C o HCV), retrovirus, e incluso en virus de DNA como el 

herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi. Más aún los elementos IRES también han 

sido identificados en las RNT 5' de un gran número de RNAm celulares, lo que apoya la 

idea de su relevancia en la traducción (Macejak et al., 1991) 

Sido Interno de Entrada al Ribo soma 
(ERES) 

IRES 

ARN viral en sentido positivo 

Poliprotema 

Codón de inicio 	 Codón de terminación 
Traslación 

Figura 7: Sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), necesario para que inicie la 
traducción del ARN viral. 

Aparentemente, hay un factor celular adicional que es necesario para el 

reconocimiento del IRES pero no para la estructura metilada normal de una ARNm. Es 

posible que la disponibilidad de estos factores del huésped determine en parte el tropismo 

de los HRV por ciertas células. 

El hecho de que solo haya un IRES significa que solo hay un producto primario 

de traducción; o sea, que solo puede sintetizarse una sola proteína. Esta proteína será 
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eventualmente dividida en vanas protemas en el virus maduro y por ello a esta protema 

pnmana se le llama policistrónica puesto que codifica más de un gen (marón) 

2.34 Repheación del ando =cinco 

El ciclo vital completo de estos virus ocurre en el citoplasma de la célula huésped 

Puesto que el ARN tiene el mismo sentido que el ARNm el ARN por si MISMO es 

infeccioso aunque en menor medida que la particula vinca completa Esto es porque el 

virus tiene proteínas que se fijan a la superficie celular como se describió anteriormente 

La rephcación se inicia con la codificación de una polimerasa (replicasa) sintetizada de la 

cadena de sentido del virus infectante La pohmerasa copia la cadena de sentido positivo 

a una de ant sentido que luego es vuelta a copiar en cadena de sentido positivo que es 

empacada dentro del virus La rephcación de ARN parece ocurrir en la superficie 

citoplasmática de las venculas membranosas a las que se une la ARN pohmerasa Estas 

aparentemente salen del retículo endoplásnuco tal como las vesiculas de transporte en las 

células no infectadas y las protemas de membrana del cuerpo de Golgi Sin embargo 

cuando la célula es infectada por un HRV las vesículas no se funden con la fase cis del 

cuerpo de Golgi como lo hacen las vesículas de transpone (Figura 8) Estas vesículas 

tienen proteínas dianas específicas en sus superficies citoplásnucas (llamadas proteínas 

COP) y es posible que se involucren en la respuesta a la mfección wral Recordemos que 

los picomavirus en general no tienen una envoltura lipldica y no tienen una glicoprotema 

de superficie Por tanto la producción del virus no es inhibida con el compromiso de la 

función del cuerpo de Golgi como sena el caso con un virus envuelto (Hunt el al 2007) 
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Se desconoce la razón de esta asociación a membrana de la replicación del ARN 

del HRV pero se pueden concentrar varios sustratos en la vecindad de la polimerasa 

(recuérdese que en las bacterias, la replicación del ADN está asociada a membrana). El 

ARN de HRV es poliadenilado en el extremo 3', al igual que los ARNs mensajeros pero 

esta poliadenilación ocurre de diversas maneras. En la síntesis de ARNm de la célula 

huésped, la secuencia poliA no está codificada en la copia de ADN de este gen sino que 

es añadida por una enzima llamada polimerasa poliA usando ATP como sustrato. En el 

caso del ARN de HRV la secuencia de poliA en la cadena de sentido positivo es copiada 

a una secuencia poliU en el extremo 5' de la cadena de sentido negativo. Esto es copiado 

de nuevo a poliA en el extremo 3', también por la replicasa (Figura 9). 

Adapled Inou 5.1 Illed el J. Pdadpew O O 	0 O 
VIMSly QINKI 

r---D 

 

000,11,000  

o, 00 
Retículo endoplasnático Transporte de vesículas Aparato de Golgi 

Cis 	Trans 

Proteína C 
Proteína 2BC y 3A 

2B 

Célula Infectada 	•:**) 

111 
Figura 8: 	Evasión al Aparato de Golgi. Las proteínas de HRV no necesitan 
glicosilación por el Aparato de Golgi, por lo tanto las vesículas no se unen a la cara Cis. 
Extraido de: http://pathmicro.med .sc.ed  u/vi rol/pol 32. gi  
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2.3 5 Ensamblaje 

Las protemas de los HRV son policistrónicas porque solo hay un sitio interno de 

unión de nbosoma Esto significa que el virus puede ser ensamblado al tiempo que las 

diversas protemas son fragmentadas de la poliproteína. La poliprotema primero es 

dividida en tres proteínas (P1 P2 P3) (Hunt eta! 2007) 

PI es luego dividida en tres proteínas (VPO VP1 VP3) que son las subunidacles 

de la envoltura viral Esto se lleva a cabo por proteasas virus especificas que son parte de 

la poliproteina y son catalincas como parte del producto pnmano de traducción VPO 

VP1 y VP3 se ensamblan en la subumdad estructural 55 (protómero) VPO solo se deriva 

en VP2 y VP4 cuando el virus es ensamblado Cinco de estos protómeros ensamblan en 

un pentámero 14S y doce pentámeros forman la procápside El ARN es encapsulado en la 

procápside para formar un provinón En esta etapa la VPO es derivada en VP2 y VP4 y el 

yusión está maduro una particula vínca infecciosa (Figura 9) 

Las otras dos partes del producto primario de traducción (P2 y P3) son 

fragmentadas para formar un numero de proteínas no estructurales Estas mcluyen la 

replicasa y proteínas que alteran el metabolismo de la célula huésped (Rossmann et al 

1985) 

Por ultimo Muchas partículas de HRV se acumulan en el citoplasma y la célula 

muere resultando en lois celular y liberación de nuevas particulas infecciosas 
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Figura 9: Replicación viral. El I-IRV se une al receptor en la superficie celular (A). El 
ARN con la VPg en el terminal 5' se traduce en un producto primario de traducción (B) 
que luego es segmentado (C). El ARN genómico de sentido positivo también se asocia 
con la polimerasa de ARN que está unida a la superficie citoplásmica de las vesículas, 
probablemente del retículo endoplásmico, y  es  copiado a un ARN de sentido negativo. 
VPg está también en la terminal 5' de la cadena negativa (el final poliU) (D). La cadena 
de sentido negativo es copiada a ARN genómico de sentido positivo (E) que se asocia con 
la procápside para formar un virus 150S (G) que es liberado con la lisis celular. Extraído 
de:  http: //pathm cro.med. sc .eduispan ish- viro logy/spanish-c hapter 10-3 .htm   

2.4 Patogénesis 

Los síntomas de una infección por HRV son bien conocidos: descarga o 

congestión nasal usualmente acompañado de estornudos, fiebre y dolor de garganta 

(Arruda et al., 1997). Los síntomas característicos ocurren de uno a cuatro días después 

de la infección y en esta etapa los títulos de HRV encontradas en las secreciones nasales 

5' 1SOS 
PROV1RION 

uutwu4 

uuuuu 	
AMAAA 

son extremadamente altas. El virus se replica primordialmente en las células epiteliales de 
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la mucosa nasal no obstante no hay casi daRo a la mucosa aunque las células infectadas 

pueden descamarse Puede haber edema del tejido conectivo 

Los Entornas experimentados dependen del numero de particulas vfncas 

replicadas Las células infectadas producen una variedad de moléculas tales como la 

histamina que resulta en un incremento de las secreciones nasales Es la producción de 

este tipo de moléculas lo que dirige la destrucción celular responsable de los Entornas 

que sufre el paciente Estas moléculas causan cambios en la permeabilidad vascular 

(Flosoda et al 2002) 

La infección pnmana tiene una respuesta de IgA en secreciones nasales e IgG en 

la circulación sangumea Como hipotéticamente estos virus no entran en la circulación, la 

respuesta de IgA de la mucosa es la más importante Esto lleva a la inmunidad y 

resolución de la enfermedad aunque los niveles nasales de IgA son rápidamente 

disminuidos Al igual que con otras infecciones virales la producción de mterferón es el 

primer medio de defensa, precediendo a la respuesta de anticuerpos La producción de 

mterferón puede dar cuenta de los smtomas experimentados por el paciente Muchas 

personas infectadas (cerca de 50%) no muestran =tomas de infección por HRV pero 

como quiera son capaces de transmitir la infección Aunque el tracto respiratono inferior 

no es usualmente afectado puede ocurrir bronconeumorua en las infecciones por 

nnovirus particularmente en niños (Doyle y Alper 2007) 
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24 1 Infecciones de las vías resparatonas supenores 

El resfriado es el prototipo de enfermedad relacionada con la infección por HRV y 

estos virus son la causa de la mitad de estas enfermedades Aunque el resfriado es una 

enfermedad de resolución espontánea con escasa importancia médica, un estudio reciente 

(Revén et al 2007) ha revelado la aparición de Otitis Media Aguda en asociación con el 

30% de las infecciones m'ales de las vf as respiratorias superiores El 8% de estas 

infecciones se acompañaron de Sinusitis La otitis media y la sinusitis relacionada con la 

infección por HRV podnan ser debidas a una sobremfección bacteriana, pero también 

existen indicios considerables de una infección directa por HRV Se detectaron HRV 

mediante PCR en el liquido del oído medio en 22 (24%) de 91 pacientes con una otitis 

media aguda (Pitkaranta et al 1998) En 11(50%) de ellos se aisló un patógeno 

bacteriano simultáneamente en el liquido del oído medio De manera análoga, se 

detectaron HRV en cepillados smusales de ocho (40%) de 20 adultos finlandeses con 

smusitis (Pitkaranta a al 1997) En tres de los ocho pacientes se obtuvo un aislamiento 

simultáneo de un patógeno bactenano Estos datos son coherentes con un estudio previo 

en el que se detectaron anomalías frecuentes de los senos maxilares mediante tomografía 

computanzada durante resfriados llevado a cabo en Cmcinnati USA (Gwaltney et al 

1994) Estos datos indican que muchas de las infecciones del oido medio y smusales 

diagnosticadas como complicaciones bacterianas de una infección por HRV son en 

realidad directamente atribuibles a la infección vual y es posible que no precisen 

tratamiento antibiótico 
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242  Infecciones de las vías re:maratones nafenores 

El mayor cambio en el conocimiento del espectro chnico de las infecciones por 

HRV durante los ultnnos años ha consistido en el reconocimiento cada vez mayor de la 

fillICIón de este virus en las enfermedades de las was respiratorias ¡Menores (laruige 

tráquea, bronquios y los pulmones) Los FIRV crecen mejor en cultivo celular a unos 

33 C y durante mucho tiempo se ha citado que este crecimiento preferencial a una 

temperatura más baja señala la posibilidad de que los HRV no infecten las Inas 

respiratorias mfenores Este concepto también se vio respaldado por estudios iniciales 

que constataron que la infección se produjo con mayor facilidad cuando el virus se 

administró por medio de gotas mtranasaks que mediante aerosol (Couch eta! 1996) No 

obstante en estudios más recientes (Mosser et al 2002 Papadopoulos et al 1999) se ha 

comprobado que los HRV pueden replicarse en las vias respiratonas mfenores La 

frecuencia de afectación de las vías mfenores durante la infección natural sigue siendo 

desconocida. Tampoco está clara la importancia de la infección de las mas respiratorias 

inferiores en la patogema de la enfermedad Los smtomas de las mas respiratonas 

inferiores podnan ser consecuencia de una infección directa de estas was o ser 

desencadenados por la respuesta inflamatoria a los HRV en ellas 

A pesar de las dudas acerca de la patogerua, vanos sindromes de vías respiratorias 

mfenores se han vinculado con una infección por nnownis Esta infección es un 

desencadenante importante de exacerbaciones asmáticas en los niños en edad escolar y 

se ha comunicado que tiene que ver con el 60%-70% de las exacerbaciones asmáticas en 

este grupo de edad (Johnston et al 1995 Ralces et al 1999) En asociación con el 
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comienzo del año escolar se ha descrito tanto una incidencia máxima de exacerbaciones 

asmáticas durante el otoño como el aumento de la incidencia de infección por FIRV 

durante esta estación (Johnston el al 2006 Gwaltney el al 1984) El momento de 

aparición del pico asmático podría deberse a una convergencia de la diseminación de la 

infección por HRV entre los escolares y la exposición estacional a alergenos (Johnston el 

al 1995 Heyman et al 2004) La asociación intensa entre infección por HRV y 

exacerbaciones asmáticas indica que la prevención o el tratamiento de estas infecciones 

podna ser un abordaje eficaz para prevenir dichas exacerbaciones Aunque atractiva, aun 

ha de probarse esta hipótesis 

Las exacerbaciones agudas de la fibrosis qu'Oca también se han relacionado 

con diversos patógenos respiratorios vueles incluidos HRV (Colhnson el al 1996 

Smyth el al 1995) Las exacerbaciones asociadas a infecciones por FIRV fueron 

chnicamente semejantes a las provocadas por otros patógenos vueles También hay 

indicios de que las infecciones respiratorias vueles frecuentes conllevaran un descenso 

más rápido de la función respiratona en las personas con fibrosis quística. Los HRV 

quizá tengan una mayor importancia en estos pacientes debido a la meto:tenme 

relativamente mayor de infección por ellos en la población 

La intervención de los HRV en otros síndromes de vías respiratorias inferiores en 

niños mmunocompetentes está pobremente definida. En muchos estudios basados en el 

aislamiento de virus en cultivo celular se ha comunicado que los HRV pueden aislarse a 

partir de una pequeña fracción de la población de los niños ingresados en hospitales con 

el diagnóstico de bronquiolitis o neumonía (El Sahly el al 2000 McMillan el al 1993 

Paisley et al 1984) Se han commucado datos parecidos en estudios en que se han 
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utilizado técnicas de PCR para detectar nnovirus En un estudio reciente los HRV fueron 

el un= patógeno detectado en 12 (10%) de 119 niños menores de un año con 

bronqmohns aguda en Grecia (Papadopoulos el al 2002) En un estudio similar sobre 

la bronqmolitis en niños menores de 3 años en Francia (Jacques el al 2006) se 

identificaron HRV en el 21% de los pacientes aunque tan sólo en dos (2%) de 192 como 

unico patógeno aislado También se han detectado HRV en las vias respiratorias 

superiores de pacientes con neumonía Hace poco se ha publicado que en 58 (24%) de 

254 niños con neumonía se detectaron HRV en las vias respiratorias superiores por medio 

de PCR en un estudio realizado en Finlandia (luyen et al 2000) Treinta (52%) de ellos 

tuvieron datos de una infección bacteriana coexistente Otras investigaciones 

comunicaron que al 27% de los neonatos pequeños ingresados en el hospitales de USA 

estaban infectados por HRV se les ingresó por bronqinolins o neumoina (Miller et al 

2007) Estos datos ponen de reheve una asociación entre HRV y enfermedad de las vías 

respiratorias inferiores en los niños mmunocompetentes aunque la frecuencia de la 

infección por estos virus en la población general dificulta la evaluación de una función 

etiológica de los FERV en la enfermedad de las vias respiratorias inferiores Parece 

probable que los HRV causen enfermedad de las vías respiratorias inferiores en algunos 

niños pero que estos síndromes representen una fracción muy pequeña de todas las 

infecciones por rmovirus Existe un numero limitado de estudios en los que se hayan 

evaluado las consecuencias de las infecciones por HRV en huéspedes mmunodepnmidos 

Se han aislado HRV de las vías respiratorias inferiores de un pequeño numero de 

pacientes inmunodepnmidos (Ghosh et al 1999 Ison et al 2003) La importancia de 

estas cepas aisladas se ha puesto en duda dada la prevalencia de HRV la posibilidad de 
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contaminación de las muestras de Inas respiratorias mfenores por secreciones 

respiratorias superiores durante su obtención y el hecho de que la imayona de las cepas 

aisladas de HRV se acompañaron del aislamiento simultáneo de patógenos más 

habituales de las vías respiratorias inferiores No obstante un estudio reciente (Kaiser el 

al 2006) ha aportado pruebas defumtivas de una infección activa y persistente de las mas 

respiratorias mfenores en pacientes que han recibido un trasplante de pulmón Esta 

observación se suma al conjunto cada vez mayor de pruebas de que los HRV infectan 

realmente las mas respiratorias inferiores y es coherente con la conclusión de que los 

HRV son una causa real aunque infrecuente de enfermedad de las mas respiratorias 

inferiores en esta población de pacientes 

24.3 Infección por HIIV y enfermedad :anémica 

La rephcación de los HRV se encuentra limitada a las mas respiratorias y rara vez 

se han descrito datos de una enfermedad invasora Sin embargo en un estudio reciente 

(Xatzipsalti et al 2005) se ha descnto la detección de ARN de HRV en el plasma de 10 

(11%) de 88 niños con infecciones por nnovirus La detección de HRV en el plasma fue 

más probable en caso de asma subyacente Los pacientes con exacerbaciones asmáticas 

asociadas a detección de virus en el plasma presentaron enfermedades más intensas que 

aquellos con exacerbaciones pero sin detección de virus La detección de ARN de F1RV 

en el plasma no se acompañó de signos de enfermedad sistémica y no está claro que esta 

observación refleje una infección sistémica real por el virus 
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La enfermedad sistémica también es infrecuente en los sujetos con infección por 

nnovirus Las malvas y la fiebre son infrecuentes en los adultos infectados 

expenmentalmente por nnovirus aunque se ha descnto fiebre en neonatos pequeños con 

una infección por nnovirus Otros estudios han publicado ultimamente un trabajo sobre la 

detección de HRV en niños pequeños ingresados en hospitales de USA en los cuales 

además de los smdromes respiratorios esperados a estos niños se les ingresó con 

diagnósticos de vómitos, diarrea, sepsis y convulsiones febriles (Miller et al 2007) 

Ya se han comunicado resultados semejantes en otros estudios (El Saldy el al 2000 

McMillan et al 1993) en que se utilizó aislamiento en cultivo celular para la detección 

del virus 

25 Epidemiología de las infecciones por %mimo 

La epidemiología de las infecciones por HRV se describió inicialmente hace 

vanos decenios en una serie de estudios basados en el aislamiento en cultivo celular para 

la detección de virus En estos estudios se definió que el otoño y la primavera 

representaban los picos estacionales de la infección por HRV (Gwaltney el al 1966) En 

un estudio longitudinal reciente que supuso la obtención semanal de muestras de un 

pequeño grupo de niños durante un período de 3 años se ha confirmado esta 

epid.emiologia estacional aunque también ha revelado una incidencia considerable de 

esta infección en los meses de verano e invierno (Wmther el al 2006) 
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La incidencia de infecciones por HRV no se ha estudiado de manera sistemática 

por medio de métodos de PCR para detección de virus En dos estudios (Blomqvist el al 

2002 Van Bensten el al 2003) se ha evaluado la incidencia de infección durante 

enfermedades respiratorias y en visitas intermitentes con fines de asistencia habitual 

durante los dos primeros años de vida En estos estudios se comunicó que la incidencia de 

infección en este grupo de edad fue de 0708  infecciones por persona y año Un trabajo 

semejante pero más reciente (Kusel el al 2006) en neonatos (menores de un año) reveló 

una incidencia de dos infecciones por neonato y año De manera sorprendente estos 

resultados son parecidos a cálculos de incidencia previos determinados por el aislamiento 

de virus en cultivo celular En cambio otro estudio (Wmther el al 2006) describió una 

incidencia media de seas infecciones por picomavirus (que engloban a HRV y 

enterovirus) por niño al año en una pequeña cohorte de niños de entre 3 meses y 15 años 

de edad Es evidente que las infecciones por HRV son frecuentes a todas las edades si 

bien, para obtener unos cálculos exactos de la incidencia especifica por edades se 

precisan estudios sistemáticos en que se utilicen análisis diagnósticos sensibles 

El uso generalizado de la PCR para detectar HRV ha revelado una incidencia 

sorprendentemente alta de infecciones asintomáticos Vanos estudios han puesto de 

manifiesto que entre el 1294-22% de las muestras procedentes de sujetos asintomáticos 

fueron positivas para HRV (Van Bensten el al 2003 Johnston el al 1993 Nolcso-

Kontisto el al 2002 Wright el al 2007) En un estudio longitudinal de la infección por 

HRV se comunicó que una proporción semejante (20%) de todas las infecciones por 

FIRV detectadas por PCR fueron asintomáticos (Winther el al 2006) Estas observaciones 

en el entorno natural son coherentes con las obtenidas en el modelo de provocación 
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experimental de la infección en el que el 20%-30% de los voluntarios infectados se 

mantienen asmtomáticos La detección frecuente de HRV en personas asintomáticas 

podría representar una diseminación prolongada del ARN viral en el entorno de una 

enfermedad sintomática Aparentemente el ARN vial es detectable en las secreciones 

nasales durante 2 3 semanas antes de la enfermedad y 4 5 semanas después de la 

infección (Wmther el al 2006 Man el al 2004) Aunque la diseminación prolongada 

tras la enfermedad es coherente con los estudios precedentes basados en el aislamiento de 

virus la observación de un periodo de incubación prolongado está en desacuerdo con el 

periodo de incubación bien determinado de 2 3 chas para la enfermedad provocada en las 

condiciones cuidadosamente controladas del modelo experimental Por tanto sigue sin 

estar clara la importancia de los virus detectados en las secreciones nasales semanas antes 

del inicio de la enfermedad Las técnicas nuevas que permiten identificar serottpos 

específicos de virus por medio de métodos de PCR podnan revelar si esto representa 

infecciones secuencudes por diferentes HRV o si en reandad existe un periodo de 

incubación prolongado en algunos sujetos 

26 Especies/Serotmos de HRV y sus síndromes clínicos 

Como se mencionó anteriormente los HRV tienen una alta diversidad genética, 

existen más de 100 serotipos diferentes todos agrupados dentro de tres especies HRV A 

HRV B y el recientemente reconocido HRV C (también llamada HRV A2) que ha sido 

rápidamente identificado a nivel mundial (Simmonds et al 2010) Ongmalmente las 

especies A y B han sido clasificadas en 75 y 25 serotmos distintos respectivamente por 
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métodos de neutralización (Hampanan et al 1987 ICapiluan et a/ 1967 1971) Sin 

embargo la dificultad de crecimiento del HRV C en cultivo celulares ha llevado a 

Simmonds y colaboradores a proponer una clasificación basada en >10% de divergencia 

genética en base al gen VP4 y fragmento del gen VP2 la cual resultó en 28 prototipos 

diferentes (Sunmonds eta! 2010) 

Estudios moleculares detectaron las especies de HRV A B yC en 14% 1 8% y 

68% respectivamente en niños menores de 10 años con IRA en el Remo Unido además 

encontraron dos nuevos serotmos de HRV A NS1 el cual presenta un prototipo cercano a 

HRV A46 pero con una divergencia de 176% y NS2 con un prototipo similar a HRV 

A77 y divergencia del 14% (Wisdom eta! 2009) 

Se han realizado numerosos estudios para encontrar cual de las especies tiene 

mayor importancia clínica, en Brasil se ha encontrado una incidencia de 274% de HRV 

en pacientes con IRA de las cuales 607% correspondió a HRV A mostrando una alta 

predominancia con respecto al 172% de HRV B y 22 1% de HRV C (Watanabe eta! 

2010) otro estudio realizado en China mostró una predominancia de HRV A (51 52%) y 

HRV C (38 38%) sobre HRV B(10 10%) (Xiang et al 2010) otro estudio con resultado 

diferente a los anteriores dio mayor importancia al HRV C en las IRA encontrando una 

alta predominancia de FIRV C (58%) con respecto a HRV A (33%) y HRV B (9%) en 

parientes pediátricos hospitalizados (Lmsuwanon et a/ 2009) 

En cuanto a los sindromes clínicos las especies HRV A y HRV C parecen estar 

asociadas principalmente con infecciones respratonas agudas y asma inducida por virus 
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mientras que la HRV B ha sido detectado en un numero relativamente pequeño de 

pacientes con IRA (Luisuwanon el al 2009 Smuts el al 2011) En particular la 

especie HRV C pueden ser detectados en la mayona de los paises y pueden estar 

asociados con diversas infecciones respiratorias agudas =luyendo la infección del tracto 

respiratorio superior bronquitis bronquiolitis y la neumoma sibilante todo esto a pesar 

que su epidemiologut no se conoce con exactitud (Smuts el al 2011 Watanabe el al 

2010) La importancia de HRV C en la enfermedad respiratoria todavía no está muy 

clara, ya que su prevalencia en la población y la parte cluuca no se han investigado en 

detalle pero la reciente detección de HRV C en niños hospitalizados ha llevado a la 

sugerencia de que esta especie puede ser la más patógena de todas (Miller el al 2009) 

HRV A y HRV C tienen la mayor diversidad genética (Mizuta el al 2010 

Wisdom el al 2009) Estudios japoneses demostraron que HRV A de cepas aisladas 

mostraron >30% de divergencia sobre la base de secuencias que codifican una región del 

gen VP4/VP2 y se clasificaron en muchos de estos grupos mediante el análisis 

filogenético (Minus el al 2010) Se ha sugerido recientemente que HRV tienen una 

diversidad genética unica entre los virus respiratorios (Mclntyre el al 2010 Simmonds 

el al 2010) 

Algunos estudios no muestran ninguna diferencia en los resultados ciamos entre 

las especies HRV (Lau et al 2007 Piotrowslca el al 2009) mientras que otros 

proporcionan alta relevancia de HRV C en las 1RAs sibilancias fiebre en los bebés y los 

nulos y las exacerbaciones de asma en nulos mayores (Lau el al 2007 Khetsunam el 

al 2008 Mdler et al 2009 Wisdom el al 2009) Investigaciones posteriores revelaron 
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una prolongación en los =tomas de asma y tos en niños infectados por HRV C (Arden a 

al 2010) 

27 Tratamiento 

No hay un tratamiento especifico para la infección por HRV Se recomienda la 

rehidratación y manutención de la permeabilidad de las vías aéreas Los médicos 

usualmente prescriben aspirina para el alivio de síntomas febriles (Haa et al 1989) pero 

esto puede exacerbar la prohferación vital si se disminuye la temperatura corporal puesto 

que como se mencionó anteriormente el virus es particularmente sensible a la 

temperatura (Tyrrell y Channock 1963) Los aerosoles de mterfen5n nasal tienen muy 

poco efecto El Pleconanl es ampliamente activo contra los HRV (Hayden et cd 2003) 

La mejor manera de evitar la diseminación del virus es mterrumpiendo la cadena de 

infección con el lavado de manos 
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3 HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Existe una alta biodiversidad genética de HRV aislados de niños hospitalizados 

menores de 5 años con infección re.spiratona aguda en Panamá 

4 OBJETIVOS 

41 OBJETIVO GENERAL 

Conocer la Imodiversidad genética de ~virus humano en niños hospitalizados 

menores de 5 años con infección respiratona aguda en Panamá, que circularon durante 

los años 2010 y 2011 

42 OBJETIVOS 

Estudiar la epidemiología molecular de HRV en Panamá 

Implementar técnicas de análisis molecular y biomformáticas para el análisis de 

HRV y otros virus respiratonos 

Comparar la diversidad encontrada de IIRV en relación con otras regiones del 

mundo 

Utilizar la información adquirida para planificar estrategias de diagnóstico 

prevención y control de estas enfermedades 



5 METODOLOGÍA 

51 Tipo de Investigación Observacional 

52 Diseño Retrospectivo Descnptwo 

5.3 Universo 

Muestras positivas por HRV recolectadas entre junio 2010 y agosto 2011 Son 

muestras de Hoopados Nasofaríngeos (HNF) pertenecientes a pacientes que presentaron 

una infección respiratoria aguda, las cuales fueron enviadas al Departamento de 

Investigaciones en Virología y Biotecnologia del ICGES en cadena de fno 

(aproximadamente 4 °C) sin congelación como parte del Sistema de Vigilancia 

Nacional para Influenza y otros virus respiratonos, este Sistema de Vigilancia está 

conformado por 18 sitios centinelas distribuidos a lo largo del territorio nacional Los 

HNF se procesaron (almacenamiento de tdicuota a 80°C para investigación) y 

analizaron para detectar el agente causal varal mediante los estándares de biosegundad 

del laboratorio nivel 2 

33 
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5.4 Tamaño de la Muestra 

Sesenta y dos de 118 hisopados nasofaríngeos positivos por HRV mediante 

qRT-PCR fueron analizadas. Cabe destacar que representan el 28% de las IRAs virales 

colectadas entre Agosto 2010 (n: 178) a Junio 2011 (n: 242). Las muestras 

seleccionadas son provenientes de distintas regiones del país. (Cuadro I) 

Coclé 	 1 
Chiriquí 	2 
Colón 	 3 
Darién 	5 
Herrera 	2 

Los Santos 	2 
Panamá Este 	7 

Panamá Metro 	23 
Panamá Oeste 	3 
San Miguelito 	8 

Veraguas 	4 
Ngobe Bugle 	1 

Kuna Yala 	1 	 , 

Total 	62 
Fuente: BDVE — ICGES / Epidemiología MINSA 

Cuadro I: 	Cantidad de muestras seleccionadas por región de salud. Se obtuvieron 
muestras de las diferentes regiones de salud buscando una representatividad de todo el 
territorio nacional. 

5.5 Criterios de Inclusión: 

• Muestras clínicas positivas por HRV tomadas a niños menores de 5 años 

hospitalizados con IRA, obtenidas por el Sistema de Vigilancia Epidemiológica 

Nacional. 

• Las muestras fueron almacenadas a una temperatura constante de -70°C a -80°C y 

mantuvieron su viabilidad, es decir que no debieron ser descongelados más de 1 

vez para otros análisis. 
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5.6 Criterios de Exclusión: 

• Muestras clínicas de pacientes sin cuadro clínico respiratorio. 

• Muestras clínicas de pacientes ambulatorios. 

• Muestras clínicas de pacientes con 6 años o más. 

• Muestras clínicas negativas a HRV. 

• Muestras mal preservadas. 

5.7 Instrumento de recolección de la información: 

La información clínica-epidemiológica del paciente se obtiene del Sistema Nacional de 

Vigilancia de la Influenza- Síndrome Gripal, Infecciones Respiratorias Agudas Graves-

Bronconeumonías-Neumonías Virales y Bacterianas-Bronquiolitis. ICGES-MINSA 

donde no se comprometa la confidencialidad. 

Aprobación del CNBI N°084/CBIACGES/12 

5.8 Extracción de ARN 

La extracción del ARN viral se realizó utilizando el kit QIAamp Viral mini kit (Qiagen, 

GmbH, Hilden, Germany) (Figura 10), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 

El producto es almacenado a -80°C para evitar su degradación hasta su posterior uso. 

SISTEMA'. DE BilluOTECAS DE LA 

UNIVERSIDAD DE PA.NAMA 

(SIISIU) 
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Figura 10: Extracción de ARN viral utilizando el kit QIAgen. Columnas con 
membrana de sílica que permiten el aislamiento y la purificación de ARN viral 
procedente de muestras biológicas. 

5.9 RT-PCR semi-anidada 

Amplificación de 542 pb pertenecientes al gen VP4 y fragmento VP2 (figura 11) 

mediante RT-PCR semi-anidada utilizando un cebador anti-sentido (Savolainen el al., 

2002) y cebadores sentido externo y semi-anidado diseñados por Xiaoyan Lu y Erdman 

Dean en el CDC (data no publicada). La síntesis de cDNA y la RT-PCR se realizó 

utilizando el kit QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), y 

para la PCR semi anidada se utilizó Taq PCR Master Mix Kit (QIAGEN GmbH, 

Hilden, Germany), de acuerdo a las recomendaciones del manufacturador. 

P1 	 P2 	 P3 IRES 	  >t 	 )14 	 / 

R 	 4daPL . 	 3' 

Figura 11: Región VP4NP2 del genoma de HRV. Amplificación de la región 
VP4NP2 parcial utilizada para conocer la divergencia entre las cepas de HRV. 
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5 10 Secuenciación 

Los producto de la semi nested VP4/VP2 son evidenciados mediante una electroforesis 

en gel de agarosa al 1 5% con 05 jig/mL de bromuro de etidio (Promega Corporation 

Madison WI 53711 USA) el fragmento amplificado se punfica mediante kit Wizard ID 

SV Gel y PCR System Clean Up (Promega Corporation Madison WI 53711 USA) 

para posteriormente secuenciarlo en ambas direcciones utilizando los mismos cebadores 

empleados de la PCR con el lut comercial AB! Pnsm BigDye Temunator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit, de acuerdo a las recomendaciones del manufactor y 

usando el 3130XL Genetic Analyzer (Apphed Biosystems Foster City CA USA) 

5 11 Análisis de Secuencias 

La relación entre las cepas secuenciadas y las de referencia del GenBank se realizaron 

mediante el uso del software especializados para el análisis y alineamientos de las 

secuencias como Sequencher (Gene Codes Corp Ami Arbor USA) y BmEdit (Hall 

1999) Los árboles filogenéticos se elaboraron por el método de Neighbor Jouung con 

Máxima Verosimilitud como el modelo de sustitución de nucleóndos utilizando el 

software PhyML (Gtundon et al 2010) Los valores bootstrap se determinaron con 2000 

réplicas de los conjuntos de datos Cmcuenta y tres secuencias VP4/VP2 de HRV 

publicadas se obtuvieron de la base de datos GenBank database (NCBI) para acomodar y 

conocer la variabilidad dentro de los datos obtenidos en el estudio 



6 RESULTADOS 

Al igual que en otros paises en Panamá HRV ha ganado importancia chruca 

epidemiológica debido a la cantidad de casos reportados Segun datos del Sistema de 

Vigilancia Nacional para Influenza y otros virus respiratonos para el año 2011 la 

incidencia de HRV fue del 352% en toda la población sólo por debajo de la infección 

por Virus Respiratorio Smcitial (RSV) la cual obtuvo una incidencia del 41 3% (figura 1) 

De los casos positivos por HRV el 75 5% perteneció a la población infantil <5 años 

siendo la más vulnerable cabe resaltar que 60% de estos pacientes requirió 

hospitalización (1CGES eta! 2012) 

Con el fin de amplificar un fragmento de 542pb del gen VP2/VP4 se utilizó una RT PCR 

semi anidada utilizando un cebador anti sentido (Savolamen et al 2002) y cebadores 

sentado externo y semi anidado diseñados por Xatoyan Lu y Erdman Dean en el CDC 

(data no publicada) segun fue descrito en la metodologia acápite 59 Una vez 

amplificados los productos de la semi nested VP4NP2 son evidenciados mediante una 

electroforesis en gel de ap,arosa al 1 5% con 05 gg/mL de bromuro de audio (Promega 

Cozporation Madison W1 53711 USA) (Figura 12) 

38 
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Figura 12 Electrotoresu de productos de 542pb amplificados en un gel de agarosa 
al 15% Mediante un foto documento:for y utilizando un marcador de peso molecular de 
100 pb podemos evidenciar la banda de ADN esperada 

El fragmento amplificado se punficó mediante lut Waard O SV Gel y PCR 

System Clean Up (Promega Corporation Madison WI 53711 USA) y posteriormente 

se secuenció en ambas direcciones utilizando los mismos cebadores empleados de la PCR 

con el lut comercial ABI Pnsm BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 

1Cit, de acuerdo a las recomendaciones del manufactor y usando el 3130XL Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems Foster Cuy CA USA) 

El análisis de los datos obtemdos por secuenatición reveló la presencia de las tres 

especies en la población estudiada, con las siguientes frecuencias HRV A (60% n = 37) 

FIRV C (32% n = 20) y HRV B (8% n = 5) (figura 13) 
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Figura 13 Análisis rdogenético del gen VP4/VP2 de los 62 HRV estudiados 
y cepas de referencia para cada especie obtenidas del GenBank database (NC131) Se 
construyeron árboles Elogenéticos por Máxima Verosimilitud mediante el uso de PhyML 
El modelo de sustitución de nucleótidos fue HKY +1+0 los soportes aLRT se muestran 
por encima de los nodos Las secuencias de referencias de cada especie utilizadas para 
agrupar las muestras estudiadas aparecen con su numero de accesión entre paréntesis Los 
numeros de accesión asignados a las muestras panameñas en el GenBank van de 
JN797533 a »1797594 
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La misma región de VP4/VP2 de cada muestra positiva amphficada y secuenciada y se 

utilizó para identificar los serotipos dentro de cada especie Para hacer esto se elaboraron 

árboles filogenéticos comparando las secuencias publicadas que pertenecen a todos los 

seroupos de HRV A HRV B y también de las variantes de especies HRV C 

recientemente descritos (Figura 14) 
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Especie B 

Esi 

—.—. 
Figura 14 ver leyenda en la siguiente página 
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(Ver figura en página previa) 

Figura 14 Fdogema de las secuencias VP4/VP2 amphlicadas de las vanantes de 
IHRV detectados en el estudio en comparación con los serohpos de las cepas de 
referencia de las especies A ylly los asignados provisionalmente para la especie C 
Cada árbol filogenético se construyó segun el cnteno de máxima verosimilitud (software 
de PhyML) con los siguientes modelos de sustitución de nucleótidos GTR + 1 + G para 
las especies A yBy HKY + + G para las especies C Como raiz de los árboles de las 
especies 8 y C se utilizó HRV A (numero de accesión en GenBank 0Q473509) 
mientras que para el árbol de HRV A se utilizó secuencia de HRV 814 (numero de 
acceso GenBank NC001490) 
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Figura 15 Análisis de p-Datance Mediante el software MEGA 4 logramos conocer 
el porcentaje de divergencia entre cada una de las cepas secuenciadas y las cepas de 
referencia. Nótese el porcentaje mfenor al 10% de la cepa 308639 con respecto a los 
serotmos A-44 y A 29 
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Especie y Serotmo No de maestras identificadas 

Especie A 

Al2 4 
A57 1 
A24 5 
A71 4 
A58 1 
A9 1 
A40 4 
A96 2 
NSI 4 
NS2 3 
A60 1 
A32 2 
Al? I 
A59 1 
A20 1 
No twificable (308639) 1 
No tiptficable (308868) 1 

Especie II 

B3 1 
B6 1 
B52 2 
B97 I 

Especie C 

Pat8 2 
Patl I 1 
Pat24 I 
Pat9 1 
Pat7 2 
Pat22 I 
Patl 8 I 
Pat3 I 
Pat19 2 
Pat25 I 
Pat15 I 
No tqmficable (308526) I 
No tipificable (308759) I 
No tipaficable (308709) I 
No Uputicable (308595) 1 
No tipificable (308623) I 
No tipificable (308248) I 
Total 62 

Cuadro II ver leyenda en la siguiente páguia 
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(Ver cuadro en página previa) 

Cuadro II Total de muestras analizadas e identificadas en base a las distintas 
especies y serotipos de HRV Nótese que 2/37 y 6/20 muestras de las especies A y C 
respectivamente no son asignadas a serotipos descntos anteriormente se identificaron 
como seronpos no tmificable potencialmente serotipos nuevos 



7 DISCUSIÓN 

En los ultnnos aftos los IIRV han ganado gran reconocimiento como patógenos 

clmicamente relevantes no sólo como causantes de mfecciones respiratorias leves sino 

también se han visto asociados con episodios recurrentes de broncoespasmo asma y 

enfermedad respiratoria severa mfenor (Jackson el al 2008 Juven el al 2000 

Lernanske el al 2005) 

Por muchos dios en nuestro pais las infecciones por HRV pasaron desapercibidas al no 

contar con una prueba de laboratono capaz de detectar la infección causada por el virus 

La implementación de pruebas moleculares ha permitido conocer el comportamiento del 

virus en nuestra población y además ha impulsado el desarrollo de nuevos hallazgos 

mediante investigaciones de este tipo 

La evidencia de circulación de las tres especies de HRV reportadas anteriormente HRV 

A HRV B y HRV C demuestra que nuestros resultados son similares a los obtenidos en 

estudios anteriores (Wisdom et al 2009 Watanabe el al 2010 Xiang el al 2010) En 

cuanto a la distribución de las especies nuestros resultados poco difieren a los obteindos 

por Watanabe y col en Brasil donde el HRV A muestra una alta predominancia sobre el 

resto de las especies 
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De 37 muestras de HRV A 35 fueron asignados a los serotpos reportados previamente 

mcluyendo 7 muestras con los nuevos serotipos de HRV A recientemente asignados 

postulados como NS1 y NS2 (Wislom el al 2009) Dos muestras (308639 y 308868) no 

se lograron asignar correctamente a los serotpos definidos en la actualidad La secuencia 

308639 muestra una p-distance >10% con respecto a todos los serotmos de HRV A a 

excepción de los serotipos 29 y 44 (Figura 15) Debido a esto y siguiendo el criterio 

postulado para HRV C (> 10% de la divergencia entre los tipos) (Simmonds eta! 2010) 

esta cepa no debe asignarse a un nuevo serotipo De manera sum lar la secuencia 308868 

muestra un 1i-distancia mayor de 10% con respecto a otros serotmos Por lo tanto 

siguiendo el mismo criterio esta cepa podna ser asignada provisionalmente a un nuevo 

serotipo 

Cmco muestras identificadas como HRV B se agruparon en cuatro serotipos de HRV B 

reportados anteriormente (Figura 12) Podemos confirmar y en base a anteriores estudios 

realizados en Brasil Remo Unido y China que HRV B es la menos patógena de todas 

(Wadom et al 2009 Watanabe et al 2010 Xiang et al 2010) 

Las variantes en especies de HRV C no están asignadas a los serotmos Sin embargo se 

han realizado algunos intentos para asignar tipos con nombres temporales basados en la 

posición del árbol (Wisdom et al 2009) y más recientemente una propuesta para la 

designación de HRV C tipos provisionales 1 28 se ha publicado basándose utucamente 

en las secuencias de VP4/VP2 (Simmonds el al 2010) Después de la ultima 
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clasificación las 28 secuencias publicadas se utilizaron para construir un árbol 

filogenénco con las 20 muestras de HRV C identificados en este trabajo Catorce 

secuencias fueron asignadas a tipos reportados antenormente sin embargo seis muestras 

(308526 308759 308769 308595 308623 y 308248) podrian no ser asignados a 

cualquiera de los 28 tipos provisionales Estas muestras mostraron un porcentaje de p-

distancie mayor que 10% con respecto a los 28 tipos HRV C Por lo tanto siguiendo el 

criterio propuesto por Simmonds (Smumonds et al 2010) (> 10% de divergencia en 

VP1 VP4 región entre diferentes tipos) las cepas sin tipo podna ser asignado a nuevos 

tipos 

Las cepas de la HRV C analizadas mostraron una diversidad genética importante un 

hecho que se apoya en un análisis de la entropia de Shannon realizado con las secuencias 

de la figura 13 que muestra valores entre 0 6 y 1 para la mayona de los sitios analizados 

Una Marcada diversidad genética en 14IW Ay 111W C sobre especies HRV B se ha 

demostrado en este estudio las especies de HRV B son las más homogéneas mostrando 

una p-distancia entre especies de 019 seguido por HRV A con 020 El más heterogéneo 

era la especie C con un p-distancia de 025 

La aparición de serotipos no tipificados de HRV en este estudio representa un desafio 

para los investigadores en desarrollar las herramientas necesarias para establecer 

clasificaciones fiables 



8 CONCLUSIONES 

Este es el primer estudio sobre epidemiología molecular en Panamá de los HRV 

el cual nos ha permitido conocer que especies y serotipos son los implicados en estas 

infecciones Nuestros datos muestran la alta predominancia de HRV A y FIRV C en una 

muestra poblacional de niños menores de 5 años de edad, que presentaron una IRA la 

cual requirió hospitalización 

Se evidencia la alta biodiversidad genética de HRV en nuestro pan Se pudo 

observar como las especies A y C muestran un alto grado de divergencia y predominancia 

con respeto a la especie B Además se pudo detectar la circulación en nuestro píus de la 

especie C una especie recientemente descnta, y de nuevos serotipos de la especie A 

reportados durante el año 2009 en el Remo Unido 

El desarrollo y uso generalizado de técnicas moleculares para detectar HRV ha 

temido una repercusión considerable en el conocimiento de la epidemiologia y las 

manifestaciones clínicas de este patógeno No obstante la frecuencia con que se detectan 

HRV en niños sintomáticos y asintomáticos por medio de estas técnicas obliga a adoptar 

una actitud prudente a la hora de asignar una función etiológica a los HRV en smdromes 
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clnucos nuevos o inusuales Un conocimiento claro de la función de los HRV en estos 

smdromes diversos será esencial a medida que se disponga de intervenciones nuevas 

contra la infección por HRV 

Nuevos hallazgos de investigaciones cluucas indican que las infecciones de la 

HRV son una de las causas más comunes de IRA en nulos Los datos de este trabajo 

establecen una base para la realización de nuevos estudios con sujetos de todas las edades 

hospitalizados y ambulatorios orientados a dilucidar las relaciones entre las especies de 

HRV el perfil epidemiológico observado y las caractensticas genéticas de cada especie 



9. ANEXOS 

9.1 Equipos Utilizados 
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Centrífugas 

MEI 

Cámara de PCR Congelador -80°C 
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Termociclador Cámara de Electroforesis 

Fotodocumentador 
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Secuenciador 3130XL Genetic Anatyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) 



9.2 Reactivos Utilizados: 

111-Pal «if 
SC1 

1114 

Reactivo de Amplificación Q1AGEN OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN GmbH, 
Hilden, Germany) 

Kit de extracción de ARN QIAamp Viral 
	

Kit de Secuenciación Prism BigDye 
mini kit (Qiagen, GmbH, Hilden, 	 Terminator Cycle Sequencing Ready 

Germany) 
	

Reaction Kit 
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9.3 Procedimientos: 
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Extracción de ARN viral utilizando el kit QIAgen viral mini kit 
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Muestras Amplificadas por RT-PCR y Seminested 
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Preparación del gel de agarosa al 1.5% 

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (montaje de muestras) 
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Secuenciamiento de muestras amplificadas en el 3130XL Genetic Analyzer 
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