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ABREVIATURAS

e ADN Acido desoxirmbonucleico

¢ ADV Adenovirus

o ARN Acido nbonucleico

¢ CDC Centers for Disease Control and Prevention (siglas en ingles de Centros
para ¢l Control y la Prevencién de Enfermedades)

e CNBI Comté Nacional de Bioética de la Investigaci6n

e CSS Caja de Seguro Social de Panamé

¢ Flu A virus Influenza A

¢ FluB virus Influenza B

e HMPV Human Metapneumovirus (siglas en inglés de Metapneumovirus
humano)

e HRV Human Rhinovirus (siglas en inglés de Rinovirus humano)

e ICGES Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud

e ICAM 1 Intercellular Adhesion Molecule 1 (siglas en inglés de Molécula
de Adhesi6n Intercelular 1)

o IRA Infeccién Respiratona Aguda

e MINSA Mimusteno de Salud de Panamé

s NCBI National Center for Biotechnology Information (siglas en inglés de Centro
Nacional para la Informacién Biotecnolégica)

e PCR Polimerase Chain Reaction (siglas en inglés de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa)

e PIV 1 Parainfluenza virus 1 (siglas en inglés de Virus Parainfluenza tipo 1)

¢ PIV 2 Parainfluenza virus 2 (siglas en inglés de Virus Parainfluenza tipo 2)

o PIV 3 Parainfluenza virus 3 (siglas en inglés de Virus Parainfluenza tipo 3)

¢ RT PCR Reaccién en Cadena de la Polumerasa con Transcriptasa Inversa

e ¢gRT PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa en
tiempo real



RSV Respiratory Sincitial Virus (siglas en inglés de Virus Sincitial Respiratorio)
VP1 Viral Protemn 1 (siglas en inglés de Proteina Viral 1)

VP2 Viral Protemn 2 (siglas en inglés de Proteina Viral 2)

VP3 Viral Protein 3 (siglas en inglés de Proteina Viral 3)

VP4 Viral Protein 4 (siglas en inglés de Proteina Viral 4)

USA United State of Aménca (siglas en inglés de Estados Umdos de Aménica)
WHO World Health Orgamization (siglas en inglés de Orgamzacién Mundial de
la Salud)



DEFINICIONES

Acido nucléico Los dcidos nucléicos son macromoléculas (polimeros) formados por la
repeticién de nucle6tdos umdos mediante enlaces fosfodiéster Estos polimeros
almacenan la iformaci6n genética de los organismos vivos y son los responsables de la
transmusién hereditana Existen dos tipos basicos el ADN y el ARN

ADN El é4cido desoxinbonucleico es un tipo de dcido nucléico que forma parte de
todas las células Contiene la informacién genética usada en el desarrollo y el
funcionamiento de los organismos vivos conocidos y de algunos virus y es responsable
de su transmisién hereditana

ARN El 4cido nbonucleico es un dcido nucléico formado por una cadena de
nbonucleotidos Esté presente tanto en las células procariotas como en las eucariotas y es
el umico matenal genético de ciertos virus

Andhsis filogenético es la determinacion de la histona evolutiva de los orgamismos
analizando sus secuenctas genéticas

P-distance es la proporcién (p) de los sitios de nucle6tidos en la que dos secuencias que
se comparan son diferentes Se obtiene dividiendo el numero de diferencias de
nucleétidos por el numero total de nuclestidos en comparacién

Secuenciacién Es un conjunto de métodos y técnicas bioquumicas cuya finalidad es la
determinacién del orden de los nucleétidos (A C G y T) en un ohigonucleétido de ADN

Serotipo clasificacién en las que se ubica un microorgamsmo infecciones segun los
antigenos de superficie que presentan



RESUMEN

FRANCO D 2013 BIODIVERSIDAD GENETICA DE RINOVIRUS HUMANO
EN NINOS HOSPITALIZADOS PANAMENOS MENORES DE 5 ANOS CON
INFECCION RESPIRATORIA AGUDA (2010 2011)

(Rmovu'us humano (l-[Ii‘ﬁ es ¢l patégeno que con mayor frecuencia prov ecciones
“del aparato respiratorio superior Se ha comprobado que més del 75% de los mfios han
“tenido contacto con este virus antes de los 2 primeros afios de vida En la ultima década
se ha reportado al HRV como agente causal de enfermedades respiratonas severas como
Neumonia viral Resuello agudo relactonado con bronquitis y Asma agudo en mifios Las
infecciones | por HRV ocurren en personas de todas las edades en una proporcién 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 descnita, asociada con infecciones respiratonas agudas y ha temdo una
ripida diseminacién en todo el mundo En este estudio se investiga la vanabilidad
genética de HRV circulantes en Panamé durante 2010 2011 a partir de muestras de
lisopados nasofaningeos colectados de miios hospitalizados con nfeccién respiratona a
los cuales se les extrajo el ARN total Se amphficé un fragmento de 542 pb del gen
VP4/VP2 y el producto de PCR fue secuenciado Para el andlisis filogenétco se
utilizaron los softwares Sequencher BioEdit y PhyML Para este estudio se utlizaron 62
muestras de hisopados nasofaringeos positivos por r HRV por RT PCR en tiempo real de
un total de 118 muestras positivas El drbol filogenético onginado nos muestra que 37
(59 7%) 20 (32 3%) y 5 (8 0%) corresponden a los grupos A C y B respectivamente A
su vez dentro de cada especie las muestras panameflas fueron agrupadas con vanos
serotipos Todas las vanantes encontradas son muy heterogéneas y la mayoria de ellas
son asignadas a los serotipos descntos anteriormente aunque_vanas cepas se han
establecido provisoriamente a nuevos serotipos Este estudio demuestra la alta diversidad

genética de HRV circulantes en Panamd.




SUMMARY

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

Human Rhinovirus (HRV) 1s the most common pathogen that causes upper respiratory
tract infections It has been found that over 75 % of children have had contact with this
virus before the first 2 years of life in the last decade has been reported to HRV as a
causative agent of severe respiratory diseases such as viral pneumoma, acute wheezing
related acute bronchitis and asthma in children HRV infections occur 1n people of all
ages 1n 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 acute respiratory infections and rapid dissemination
worldwide Thus 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 which were extracted total RNA Was
amplified gene fragment VP4/VP2 542pb and the PCR product was sequenced For
phylogenetic analysis software was used Sequencher software BioEdit 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 phylogenetic tree shows that onginated
37 (597 %) 20 (323 %) and S (80 %) correspond to the groups A C and B
respectively In turn withuin species Panamaman samples were grouped with several
serotypes All vanants found were very heterogeneous and most of them were assigned
to serotypes described above although several strains have been set temporanly to new
serotypes This study demonstrates the lhugh genetic diversity of HRV circulating 1n
Panama



1 INTRODUCCION

Los Virus Respiratonios son los causantes del mayor numero de Infecciones
Respiratonas Agudas (IRA) a mvel mundial (Mlynarczyk e o/ 2001 Hall, 2001
Greenberg, 2002) Las IRA constituyen el principal motivo de consulta médica en nifios y
adultos de ambos sexos especialmente durante los meses de temporada lluviosa para los
paises tropicales o subtropicales y de frio en los paises de clima templado (Jain et al
2001)

Los pnincipales virus respiratonios son Rinovirus humano (HRV) Influenza A
(Flu A) Influenza B (Flu B) Metapneumovirus humano (HMPV) virus Parainfluenza 1
(PIV 1) wvirus Parainfluenza 2 (PIV 2) wvirus Parainfluenza 3 (PIV 3) wvirus Sincitial
Respiratonio (RSV) y Adenovirus (ADV) Estos virus comparten los pnincipales
mecanismos de contagio que son la inhalacién de aerosoles o microgotas con génnen:s e
moculacién en las mucosas nasal ocular o cavidad oral de secreciones infectadas

transportadas por las manos (Denny ef al 1995)

Rinovirus humano estd cldsicamente descnto como el responsable del resfrio

comun con una marcada preponderancia por la via aérea supenor y se pensaba que era



incapaz de reproducirse en la via aérea baja, ya que sélo se reproducia a temperaturas
bajas de 33 C y no a 37°C (Tyrrell y Channock 1963) Sin embargo ya desde 1965 se
describid que era capaz de producir una traqueobronquitis en voluntarios sanos en los
que se indujo la infecci6n por HRV En el afio 1969 se descrnibié 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 er al 1969) Posteniormente se describié
cultivos de células epiteliales bronquiales infectadas luego de la exposictén por HRV En
1999 en culuvos expenmentales se descnbié que los 37° C de la via aérea baja no son
protectores de replicacién del virus En el afio 2000 por hibndacién iz situ se logrd una
prueba fehaciente de que el virus infecta el pulmén humano y que no era recogido de la
via aérea superior cuando se tomaba la muestra en voluntanos sanos e infectados por

HRYV alos cuales se les tomé después biopsias bronquiales (Papadopoulos e al  2000)

Aunque HRV es uno de los agentes causales mis comunes de enfermedad
respiratornia, su epidemiologia molecular ha sido poco investigada A pesar de los
recientes descubnmientos de nuevos genotipos de HRV su espectro de enfermedad

clinica y posiciones filogenéticas no se entienden completamente

En los ultimos afios el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud
ha adquindo nuevas tecnologias que le permiten detectar HRV en muestras clinicas de
hisopados nasofaringeos obtemdos por el Sistema de Vigilancia Nacional para
Influenza y Otros Virus Respiratorios Segun datos del Sistema de Vigilancia, para el
afio 2011 la incidencia de HRV fue del 35 2% en toda la poblacién sélo por debajo de la



No. de Casos

infeccion por RSV, la cual obtuvo una incidencia del 41.3% (Figura 1). De los casos

positivos por HRV, el 75.5% pertenecié a la poblacion infantil <5 afios siendo la mas

vulnerable, cabe resaltar que 60% de estos pacientes necesit6 hospitalizacion (Figura 2)

(ICGES et al,, 2012).

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

respiratorios en América Central y Panama, y mds especificamente, de los Rinovirus. En

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

afios, hospitalizados en Panama con IRA.

Figura 1: Distribucion por estacionalidad de los diferentes virus
respiratorios en Panama durante el 2011
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Figura 2: Virus respiratorios detectados en nifios menores de 5 aiios por el
Instituto Commemorativo Gorgas de Estudios de la Salud distribuidos por

gravedad durante el 2011
350
g 250
§ 200
'B' 150
(~] 100 : -
- "o | | 4
0 |- L —
Hospitalizado Ambulatorio Sin Especificar
®Flu A /HINI pandémico 10 12 0
® Flu A / H3N2 Estacional 0 0 0
® Metapneumovirus Humano 0
® Parainfluenza | 0
® Parainfluenza 2 0 0 0
® Parainfluenza 3 48 36 3
B Adenovirus 34 39 1
& Rinovirus 182 120 3
Virus Sincitial Respiratorio 325 102 3

Fuente: BDVE — ICGES / Epidemiologia MINSA



2 FUNDAMENTO TEORICO

21 Generahdades

El Rmovirus humano fue aslado por pnmera vez a partir de personas con
resfniados comunes por Pelon (Pelon ef al 1957) y Price (Price et al  1956) En cas1 60
afios transcurndos desde este descubnmiento se han descnto més de 100 serotipos de
HRV se ha defimdo la estructura cnstalogrifica de la cépside y se ha secuenciado el
genoma completo No obstante el conocimiento del espectro clinico de las enfermedades
por HRV sigue evolucionando Los HRV se vincularon principalmente con el resfriado
comun y durante muchos afios después de su descubnmiento se pensé que temian una
importancia médica escasa M4s recientemente estos virus se han implicado en vanas
enfermedades importantes desde el punto de vista médico las infecciones por HRV
ocurren en personas de todas las edades en una proporcién del 25% al 50% de todas las
infecciones respiratonas tipo influenza (Nicholson ef al  1997) Esta nueva valoracién se
ha visto impulsada en gran parte por la mayor sensibilidad diagndstica que ofrecen los
andlisis por biologia molecular Es posible que el desarrollo reciente de estos métodos
moleculares permita completar la serotipificacién de los HRV y haga avanzar aun més los

intentos de definir la epidemiologia de estos virus



2 2 Clasificacién y Estructura

Los HRV han sido clasificados dentro del gémero Enferovirus famihia
Picornaviridae Similar a otros picornavirus son pequefios no envueltos con un
didmetro de cerca de 30 nm Tienen una cadena simple de ARN en sentido positivo y un
marco de lectura abterto que codifica cuatro protemnas de la cdpside VP4 VP2 VP3 y
VP1 vy siete proteinas no estructurales 2A 2B 2C 3A 3B 3C y 3D (Figura 3 A) Sise
observa la estructura de la cépside viral podemos visualizar un arreglo de 60 protémeros
en una estructura icosaédnca altamente empaquetada, estos protémeros forman doce
pentones uno en cada vértice del virus (Figura 3 B) Cada pentdn estd en contacto con
otras cinco proteinas que lo rodean Cada cara del virus tiene un complejo proteico que se
asemeja a un trisquel o tnnacnas celta (estructura de tres piernas) Puesto que el
1cosaedro tiene 20 caras hay 20 trinacnias estas estructuras son muy importantes en la

unién del virus a la célula (ver seccién 2 32) (Hunt etal 2007)

Los HRV tienen una alta diversidad genética, se han descnto mas de 100 serotipos
diferentes todos agrupados dentro de tres especies HRV A HRV B y el recientemente
reconocido HRV C que ha sido rdpidamente 1dentificado a mvel mundial (Stmmonds et
al 2010)



Figura 3: A- Genoma del HRV y proteinas que codifica. B- La capside, consiste en
60 protémeros, cada protomero contiene 4 polipéptidos: VP1, VP2, VP3 yVP4. Extraido
de: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html

2.3 Replicacién viral

2.3.1 Unién a la Célula Hospedero

La mayoria de los HRV se unen a un miembro de las proteinas de la superfamilia
de inmunoglobulinas llamada molécula de adhesion intercelular de tipo 1 (ICAM-1), que
se encuentra en las superficies de las células epiteliales y otras células. Esta molécula
media la adhesion entre células en diversas células epiteliales. La expresion de ICAM-1

se eleva en condiciones inflamatorias tales como las que ocurren en una infeccion por
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HRV y esto puede llevar a diseminacién del virus puesto que hay mas moléculas

receptoras disponibles (ciclo de realimentacion positiva). (Greve ef al., 1989)

La ICAM-1 interviene en la unioén 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 fibrindgeno y Mac-1 (de Macrophage-1 antigen), se
encuentra implicada en la respuesta inmunitaria e inflamatoria (Figura 4); se le asocia la
acumulacion 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
glicoproteina de membrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig). Consta de
una region extracelular formada por cinco dominios, que presentan un plegamiento de
inmunoglobulina (D1-D5), seguida de un dominio hidrofobico transmembrana y un
pequefio dominio citoplasmatico. 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 aminoacidos responsables

del reconocimiento del virus.

Figura 4: Interacciéon entre la ICAM-1 y su ligando natural LFA-1. [CAM-1 tiene la
funcion de mediar la adhesion leucocitaria al endotelio durante la respuesta inflamatoria
mediante su union a LFA-1. Extraido de: http://www.drugdiscoveryonline.com/doc/isis-
abbott-establish-antisense-manufacturing-0002
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Los estudios de microscopia electrénica muestran que ICAM 1 se une a los HRV
por una regién distinta de la que utiliza para hacerlo con otros higandos 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
digitsiformes interaccionan con la base del cafién de los HRV del grupo mayor mostrando
una superficie de contacto perfectamente complementaria en cuanto a la forma y a la
distribucién de cargas La secuencia y conformacién de esos bucles es distinta de la de
otros tipos ICAM de amimales diferentes excepto la molécula ICAM de chimpancé Por
eso solo los humanos y los chimpancés se encuentran expuestos a la infeccién por
nnovirus El hecho de que el virus se una a un lugar distinto del que se unen los
lencocitos abre una puerta al desarrollo de metodos para el bloqueo especifico de la
nteraccién S1 se logra impedir mediante firmacos o ingemierfa genética, la interaccién
virus receptor podnamos eliminar un porcentaje sustantivo de resfnados sin entorpecer

la funcién normal del receptor ICAM 1 (Figura 5)

Figura5 Estructura de ICAM 1 unida a la membrana celular Es una proteina de
transmembrana que posee un extremo amino termunal en ef dormnio extracelular (DEC)
un solo dominio transmembrana, y un extremo carboxi terminal de dominio citoplésmico
(DC) El DEC esta formado a su vez por cinco domunmios o bucles creados por puentes
disulfuro que presentan un plegamiento de inmunoglobulina (D1 D5) el domimo amino
terminal D1 contiene los aminoécidos responsables del reconocimiento del virus La
estructura de la ICAM 1 se caractenza por una fuerte ghicosilactén
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El grupo menor de HRV unliza diversos miembros de la familia de receptores de
las hipoproteinas de baja densidad (LDL de low density lipoprotein) para unirse a la
célula En particular se une a los receptores de LDL VLDL (very low density
lipoprotein) y LRP (LDL related protein) Se trata de proteinas modulares transmembrana
que se unen a una gran variedad de higandos de funcién y estructura vanadas para
introducirlos asf en la célula Ademés de desarrollar una funcién clave en el metabolismo
del colesterol los miembros de esta familia protemica participan en la sefiahzacién

celular operan como transductores de sefiales externas

2.3 2 Entrada a la célula hospedero

Entre los pentones y las trinacnas hay una hendidura (Figura 6A) el receptoren la
superficie celular ICAM 1 se une en la hendidura (figura 6B) y precipita un cambio
conformacional en algunas protewnas virales (VP4) La interaccién de una célula y una
protema viral no es muy estable En el caso de los nnovirus la entrada al citoplasma
parece seguir una endocitosis lo que sugiere que se requere de un pH 4cido para el

cambio conformacional (Hoover Litty eral 1993)
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Figura 6: A. Sitio de unién a la ICAM-1 de la particula viral. B. Unién del virus a
los receptores ICAM-1 en la membrana celular Extraido de:
http://yasalud.com/rinovirus/

Cuando el virus se une a su receptor, la proteina VP4 es liberada del protomero.
Esto permite el escape del ARN viral de la nucleocépside cuando el virus es internalizado
en la via endocitica. En el endosoma, la nucleocdpside se desensambla en el ambiente

acido.

2.3.3 Traduccion

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 pequefia
proteina viral llamada VPg. Regularmente, cuando un ARNm celular es traducido, la
subunidad ribosémica menor reconoce la estructura metilada en el extremo 5’ y luego el

ribosoma se ensambla después de la union de la subunidad mayor. Sin embargo, no hay
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ninguna estructura metilada en el ARN de los HRV puesto que la metilacién se da en el
nucleo (por enzimas celulares) y el ciclo vital completo de los HRV sucede en el
citoplasma. No obstante la maqunana celular de sintesis proteica s1 traduce el ARN
viral En el ARN del HRV hay una regién de estructura secundana llamada sitio interno
de entrada al nbosoma (IRES por sus siglas en inglés) (Figura 7) El cual es reconocido
por el complejo de protemnas de la célula hospedera que normalmente reconocen la

estructura metilada (Hunt eral 2007)

En otras palabras La mayona de los RNAm de los eucariotas son funcionalmente
monocistrénicos esto es cada RNAm codifica una proteina Desde el punto de vista
estructural contienen en su extremo 5 termunal una guanina metlada o estructura cap
que es el sitio en donde inicialmente se une el nbosoma. Para el afio de 1988 se descnbié
por prumera vez la existencia de un mecanismo de micio de la traduccidn alternativo en
el que el nbosoma interactua con el RNA s la participacién de la estructura cap
(Pelletier et al 1988) Este mecamismo denominado mmcialmente como independiente de
cap requere de la presencia de un IRES y fue 1dentificado por pnmera vez en la RNT 5
del RNA del virus de la poho (PV) y de la encefalomiocarditis (EMCV) (Kozak 1989)
Esta regi6n funciona de manera andloga al cap ya que permite que el nbosoma se reclute
para ¢l micio de la sintesis de proteinas Sin embargo a diferencia del cap el IRES
permite la umén del nbosoma una secuencia interna del RNAm Jlocalizada
comunmente en la RNT 5 y en algunas ocasiones dentro de los pnnmeros nucleétidos de

la regi6n codificante y no en el extremo 5 termunal
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Actualmente se han identificado elementos IRES en todos los picornavirus 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. Mas aun los elementos IRES también han
sido identificados en las RNT 5' de un gran nimero de RNAm celulares, lo que apoya la

idea de su relevancia en la traduccién (Macejak ef al., 1991)

Sitio Interno de Entrada al Ribosoma

(IRES)
IRES
l ARN viral en sentido positive
—AAAAA
T Poliproteina "
Codon de inicio Codon de terminacion
Traslacion

Figura 7: Sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), necesario para que inicie la
traduccion 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 traduccion; o sea, que solo puede sintetizarse una sola proteina. Esta proteina sera
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eventualmente dividida en vanas proteinas en el virus maduro y por ello a esta proteina

prnimana se le llama pohcistrénica puesto que codifica més de un gen (cistrén)

2.3 4 Replicacién del acido nucléico

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 s1 mismo es
infeccioso aunque en menor medida que la particula virnica completa Esto es porque el
virus tiene protefnas que se fijan a la superficie celular como se descnbié antenormente
La replicacién se micia con la codificacién de una polimerasa (replicasa) sintetizada de la
cadena de sentido del virus infectante La polimerasa 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 replicacién de ARN parece ocurnr en la superficie
citoplasmdtica de las vesiculas membranosas a las que se une la ARN polimerasa Estas
aparentemente salen del reticulo endoplasmico tal como las vesiculas de transporte en las
células no infectadas y las proteinas de membrana del cuerpo de Golgi Sin embargo
cuando la célula es infectada por un HRV las vesiculas no se funden con la fase cis del
cuerpo de Golg:1 como lo hacen las vesiculas de transporte (Figura 8) Estas vesiculas
tienen protefnas dianas especificas en sus superficies citopldsmcas (llamadas proteinas
COP) y es posible que se involucren en la respuesta a la infeccién viral Recordemos que
los picomavirus en general no tienen una envoltura hpidica y no tienen una glicoproteina
de superficie Por tanto la produccién del virus no es imhibida con el compromuso de la

funci6n del cuerpo de Golg: como sena el caso con un virus envuelto (Hunt eral 2007)
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Se desconoce la razon de esta asociacién a membrana de la replicacion del ARN
del HRV pero se pueden concentrar varios sustratos en la vecindad de la polimerasa
(recuérdese que en las bacterias, la replicacion del ADN estd asociada a membrana). El
ARN de HRV es poliadenilado en el extremo 3°, al igual que los ARNs mensajeros pero
esta poliadenilacion ocurre de diversas maneras. En la sintesis d¢ ARNm de la célula
huésped, la secuencia poliA no esté codificada en la copia de ADN de este gen sino que
es afiadida 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).

ON® O
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OO et

Reticulo endoplasmatico  Transporte de vesiculas Aparato de Golgi
Cis Trans

Adapied from 51 Fliot o1 o Principles
of Viralogy @0B4)
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M oo ¥

Célula Infectada

Figura 8: Evasién al Aparato de Golgi. Las proteinas de HRV no necesitan
glicosilacion por el Aparato de Golgi, por lo tanto las vesiculas no se unen a la cara Cis.
Extraido de: http://pathmicro.med.sc.edu/virol/pol32.gif
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2.3 5 Ensamblaje

Las protemnas de los HRV son policistrénicas porque solo hay un sitio interno de
unién de nbosoma Esto significa que el virus puede ser ensamblado al iempo que las
diversas proteinas son fragmentadas de la poliproteina. La poliproteina primero es

dividida en tres proteinas (P1 P2 P3) (Hunteral 2007)

P1 es luego dividida en tres proteinas (VPO VP1 VP3) que son las subumdades
de la envoltura viral Esto se lleva a cabo por proteasas virus especificas que son parte de
la poliproteina y son cataliticas como parte del producto pnmano de traduccién VPO
VP1 y VP3 se ensamblan en la subunidad estructural 5S (protémero) VPO solo se denva
en VP2 y VP4 cuando ¢l virus es ensamblado Cinco de estos protémeros ensamblan en
un pentimero 148 y doce pentdmeros forman la procdpside El ARN es encapsulado en la
procépside para formar un provinén En esta etapa la VPO es denvada en VP2 y VP4 y el

vinoén estd maduro una particula vinca infecciosa (Figura 9)

Las otras dos partes del producto pnmano de traduccién (P2 y P3) son
fragmentadas para formar un numero de protefnas no estructurales Estas incluyen la
replicasa y proteinas que alteran el metabolismo de la célula huésped (Rossmann et al

1985)

Por ulumo Muchas particulas de HRV se acumulan en el citoplasma y la célula

muere resultando en lisis celular y liberacién de nuevas particulas infecciosas
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Figura 9: Replicacion viral. El HRV se une al receptor en la superficie celular (A). El
ARN con la VPg en el terminal §' se traduce en un producto primario de traduccion (B)
que luego es segmentado (C). El ARN genémico de sentido positivo también se asocia
con la polimerasa de ARN que esta unida a la superficie citoplasmica de las vesiculas,
probablemente del reticulo endoplasmico, y es copiado a un ARN de sentido negativo.
VPg esta también en la terminal 5' de la cadena negativa (el final poliU) (D). La cadena
de sentido negativo es copiada a ARN gendmico de sentido positivo (E) que se asocia con
la procépside para formar un virus 150S (G) que es liberado con la lisis celular. Extraido
de: http://pathmicro.med.sc.edu/spanish-virology/spanish-chapter10-3.htm

2.4 Patogénesis

Los sintomas de una infeccion por HRV son bien conocidos: descarga o
congestion nasal usualmente acompafiado de estornudos, fiebre y dolor de garganta
(Arruda et al., 1997). Los sintomas caracteristicos ocurren de uno a cuatro dias después
de la infeccion y en esta etapa los titulos de HRV encontradas en las secreciones nasales

son extremadamente altas. El virus se replica primordialmente en las células epiteliales de
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la mucosa nasal no obstante no hay cas:1 dafio a la mucosa aunque las células infectadas

pueden descamarse Puede haber edema del tejido conectivo

Los sintomas experimentados dependen del numero de particulas vincas
replicadas Las células infectadas producen una variedad de moléculas tales como la
histamina que resulta en un mmcremento de las secreciones nasales Es la produccién de
este tipo de moléculas lo que dinge la destruccién celular responsable de los sintomas
que sufre el paciente Estas moléculas causan cambios en la permeabilidad vascular

(Hosoda et al 2002)

La mnfeccién primana tiene una respuesta de IgA en secreciones nasales e IgG en
la circulacién sanguinea Como hipotéticamente estos virus no entran en la circulacién, la
respuesta de IgA de la mucosa es la mas importante Esto lleva a la inmumdad y
resolucién de la enfermedad aunque los mveles nasales de IgA son rdpidamente
dismumudos Al 1gual que con otras infecciones virales la produccién de interferén es el
primer medio de defensa, precediendo a la respuesta de anticuerpos La produccién de
mnterferén puede dar cuenta de los sintomas expenmentados por el paciente Muchas
personas infectadas (cerca de 50%) no muestran sintomas de infeccién por HRV pero
como quiera son capaces de transmutir la infeccién Aunque el tracto respiratorio inferior
no es usualmente afectado puede ocurnr bronconecumoma en las infecciones por
nnovirus particularmente en nifios (Doyle y Alper 2007)
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2 4 1 Infecciones de las vias respiratorias superiores

El resfriado es el prototipo de enfermedad relacionada con la infeccién por HRV y
estos virus son la causa de la mitad de estas enfermedades Aunque el resfrniado es una
enfermedad de resolucién esponténea con escasa importancia médica, un estudio reciente
(Revai er al  2007) ha revelado la aparicién de Otitis Media Aguda en asociacién con el
30% de las infecciones virales de las vias respiratonias superiores El 8% de estas
infecciones se acompafiaron de Sinusihs La otitis media y la sinusitis relacionada con la
infeccién por HRV podnan ser debidas a una sobreinfeccién bactenana, pero también
existen ndicios considerables de una infeccién directa por HRV Se detectaron HRV
mediante PCR en el liqudo del oido medio en 22 (24%) de 91 pacientes con una otitis
media aguda (Pitkaranta et a/ 1998) En 11 (50%) de ellos se aislé un patégeno
bactenano simultdneamente en el hquido del oido medio De manera aniloga, se
detectaron HRV en cepillados sinusales de ocho (40%) de 20 adultos finlandeses con
sinusitis (Pitkaranta et a/  1997) En tres de los ocho pacientes se obtuvo un aislamiento
simultdneo de un patégeno bactenano Estos datos son coherentes con un estudio previo
en el que se detectaron anomalias frecuentes de los senos maxilares mediante tomografia
computarizada durante resfnados llevado a cabo en Cincinnati USA (Gwaltney et al
1994) Estos datos indican que muchas de las infecciones del oado medio y sinusales
diagnosticadas como complicaciones bactenanas de una infeccién por HRV son en
realided directamente atmbuibles a la infeccién viral y es posible que no precisen

tratamiento antihético
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2 4 2 Infecciones de las vias respiratorias inferiores

El mayor cambio en el conocimento del espectro clinico de las infecciones por
HRYV durante los ultimos afios ha consistido en el reconocimiento cada vez mayor de la
funci6n de este virus en las enfermedades de las vias respiratonas inferiores (lannge
tréquea, bronquios y los pulmones) Los HRV crecen mejor en cultivo celular a unos
33 C y durante mucho tiempo se ha citado que este crecimiento preferencial a una
temperatura més baja sefiala la posibihdad de que los HRV no infecten las wias
respiratorias inferiores Este concepto también se vio respaldado por estudios imciales
que constataron que la infeccién se produjo con mayor faciidad cuando el virus se
admimstré por medio de gotas intranasales que mediante aerosol (Couch et al 1996) No
obstante en estudios més recientes (Mosser ef al 2002 Papadopoulos et al 1999) se ha
comprobado que los HRV pueden replicarse las wias respiratonias inferiores La
frecuencia de afectacién de las vias inferiores durante la infeccién natural sigue siendo
desconocida. Tampoco estd clara la importancia de la infeccién de las vias respiratonias
infertores en la patogema de la enfermedad Los sintomas de las vias respiratonas
inferiores podnan ser consecuencia de una infeccién directa de estas vias o ser

desencadenados por la respuesta inflamatona a los HRV en ellas

A pesar de las dudas acerca de la patogenia, varios sindromes de vias respiratonias
inferiores se han vinculado con una infeccién por rmnovirus Esta infeccidn es un
desencadenante importante de exacerbaciones asméticas en los mifios en edad escolar y
se ha comunicado que tiene que ver con el 60%-70% de las exacerbaciones asméticas en

este grupo de edad (Johnston ef al 1995 Rakes ef al 1999) En asociacién con el
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comienzo del afio escolar se ha descnito tanto una incidencia méxima de exacerbaciones
asméanticas durante el otofio como el aumento de la incidencia de infeccié6n por HRV
durante esta estaci6n (Johnston er al 2006 Gwaltney et a/ 1984) El momento de
aparicién del pico asmético podria deberse a una convergencia de la disemunacién de la
infecci6n por HRV entre los escolares y la exposici6n estacional a alergenos (Johnston et
al 1995 Heyman et al 2004) La asociacién intensa entre infeccién por HRV y
exacerbaciones asméticas indica que la prevencién o el tratamiento de estas infecciones
podna ser un abordaje eficaz para prevenir dichas exacerbaciones Aunque atractiva, aun
ha de probarse esta hiptesis

Las exacerbaciones agudas de la fibrosis quistica también se han relacionado
con diversos patégenos respiratorios virales inclmdos HRV (Collinson er al 1996
Smyth er al 1995) Las exacerbaciones asociadas a infecciones por HRV fueron
clinicamente semejantes a las provocadas por otros patégenos virales También hay
indicios de que las infecciones respiratorias virales frecuentes conllevaran un descenso
més ripido de la funcién respiratona en las personas con fibrosis quistica. Los HRV
quizd tengan una mayor umportancia en estos pacientes debido a la incidencia
relativamente mayor de infeccién por ellos en la poblacién

La intervencién de los HRV en otros sindromes de vias respiratonas mfeniores en
nfios nmunocompetentes estd pobremente defimda. En muchos estudios basados en el
arslamiento de virus en cultivo celular se ha comumcado que los HRV pueden aislarse a
partir de una pequefia fraccidn de la poblacién de los milos ingresados en hospitales con
el diagnéstico de bronquiohitis o neumonia (El Sahly ef a/ 2000 McMillan ef al 1993

Paisley et al 1984) Se han comumcado datos parecidos en estudios en que se han
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utihizado técnicas de PCR para detectar nnovirus En un estudio reciente los HRV fueron
el umco patégeno detectado en 12 (10%) de 119 mfios menores de un afio con
bronquiohitis aguda en Grecia (Papadopoulos et al 2002) En un estudio similar sobre
la bronquohtis en mifios menores de 3 afios en Francia (Jacques et al 2006) se
identificaron HRV en el 21% de los pacientes aunque tan sélo en dos (2%) de 192 como
unico patégeno aislado También se han detectado HRV en las vias respiratonas
supeniores de pacientes con neumonia Hace poco se ha publicado que en 58 (24%) de
254 nifios con neumonia se detectaron HRV en las vias respiratorias supenores por medio
de PCR en un estudio realizado en Finlandia (Juven ef a/ 2000) Treinta (52%) de ellos
tuvieron datos de una nfeccidn bactenana coexistente Otras 1nvestigaciones
comunicaron que al 27% de los neonatos pequefios ingresados en el hospatales de USA
estaban infectados por HRV se les ingres6é por bronquiohiis 0 neumoma (Miller et al

2007) Estos datos ponen de reheve una asociacién entre HRV y enfermedad de las vias
respiratonias inferiores en los mfios inmunocompetentes aunque la frecuencia de la
infeccién por estos virus en la poblacién general dificulta la evaluacién de una funcién
etiolégica de los HRV en la enfermedad de las wvias respiratonas inferiores Parece
probable que los HRV causen enfermedad de las vias respiratonas mferiores en algunos
nifios pero que estos sindromes representen una fracci6on muy pequefia de todas las
infecciones por nnovirus Existe un numero limitado de estudios en los que se hayan
evaluado las consecuencias de las infecciones por HRV en huéspedes inmunodeprnmidos
Se han aislado HRV de las vias respiratonas infertiores de un pequefio numero de
pacientes inmunodeprimidos (Ghosh ef al 1999 Ison er a/ 2003) La importancia de

estas cepas aisladas se ha puesto en duda dada la prevalencia de HRV la posibihdad de
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contammnacién de las muestras de wvias respiratonias inferiores por secreciones
respiratonas superiores durante su obtencién y el hecho de que la mayona de las cepas
aisladas de HRV se acompafiaron del aislamiento simultdneo de patégenos més
habituales de las vias respiratonias inferiores No obstante un estudio reciente (Kaiser ef
al 2006) ha aportado pruebas defimtivas de una infeccién activa y persistente de las vias
respiratonas inferiores en pacientes que han recibido un trasplante de pulmén Esta
observacion se suma al conjunto cada vez mayor de pruebas de que los HRV infectan
realmente las vias respiratorias inferiores y es coherente con la conclusién de que los
HRYV son una causa real aunque infrecuente de enfermedad de las vias respiratonas

inferiores en esta poblacién de pacientes

2 4.3 Infecc16n por HRV y enfermedad sistémica

La replicacién de los HRV se encuentra limitada a las vias respiratorias y rara vez
se han descnto datos de una enfermedad invasora Sin embargo en un estudio reciente
(Xatzipsalt et ol 2005) se ha descnto la deteccién de ARN de HRV en el plasma de 10
(1196) de 88 mifios con infecciones por nnovirus La deteccién de HRV en el plasma fue
més probable en caso de asma subyacente Los pacientes con exacerbaciones asméticas
asociadas a deteccién de virus en el plasma presentaron enfermedades mds intensas que
aquellos con exacerbaciones pero sin deteccién de virus La deteccién de ARN de HRV
en el plasma no se acompafi6é de signos de enfermedad sistémica y no est4 claro que esta

observacion refleje una infecci6n sistémica real por el virus
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La enfermedad sistémica también es infrecuente en los sujetos con infeccién por
nnovirus Las malgas y la fiebre son infrecuentes en los adultos infectados
expenmentalmente por nnovirus aunque se ha descnto fiebre en neonatos pequeiios con
una infeccién por nnovirus Otros estudios han publicado ultimamente un trabajo sobre la
detecci6bn de HRV en miios pequefios mgresados en hospitales de USA en los cuales
ademds de los sindromes respiratonios esperados a estos mifios se les ingres6 con
diagnésticos de vémitos, diarrea, sepsis y convulsiones febnles (Miller er al 2007)
Ya se han comunicado resultados semejantes en otros estudios (El Sahly et al 2000
McMillan et al  1993) en que se utthzd aislamiento en cultivo celular para la deteccién

del virus

2 5 Epxdemiologia de las infecciones por Rinovirus

La epidemiologia de las infecciones por HRV se describié mcialmente hace
varios decenios en una sere de estudios basados en el aislamiento en cultivo celular para
la deteccién de virus En estos estudios se defimdé que el otofio y la pnmavera
representaban los picos estacionales de la infeccién por HRV (Gwaltney el at 1966) En
un estudio longitudinal reciente que supuso la obtencién semanal de muestras de un
pequefio grupo de mifios durante un periodo de 3 afios se ha confirmado esta
epidemiologia estacional aunque también ha revelado una incidencia considerable de

esta infeccién en los meses de verano e invierno (Winther et al  2006)
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La incidencia de infecciones por HRV no se ha estudiado de manera sistemética
por medio de métodos de PCR para deteccion de virus En dos estudios (Blomqvist ef al
2002 Van Bensten et al 2003) se ha evaluado la incidencia de infeccién durante
enfermedades respiratonas y en wisitas intermutentes con fines de asistencia habitual
durante los dos primeros afios de vida En estos estudios se comunicd que la incidencia de
infeccién en este grupo de edad fue de 0 7 0 8 infecciones por persona y afio Un trabajo
semejante pero més reciente (Kusel ef al 2006) en neonatos (menores de un afio) reveld
una incidencia de dos infecciones por neonato y afio De manera sorprendente estos
resultados son parecidos a cdlculos de incidencia previos determinados por el aislamiento
de virus en cultivo celular En cambio otro estudio (Winther et al 2006) descnbié una
incidencia media de seis infecciones por picornavirus (que engloban a HRV y
enterovirus) por mifio al afio en una pequefia cohorte de mifios de entre 3 meses y 15 afios
de edad Es evidente que las infecciones por HRV son frecuentes a todas las edades si
bien, para obtener unos célculos exactos de la mcidencia especifica por edades se
precisan estudios sisteméticos en que se utilicen andlisis diagnésticos sensibles

El uso generalizado de la PCR para detectar HRV ha revelado una incidencia
sorprendentemente alta de infecciones asintomaticas Vanos estudios han puesto de
manifiesto que entre el 12%-22% de las muestras procedentes de sujetos asintométicos
fueron positivas para HRV (Van Bensten ef a/ 2003 Johnston et al 1993 Nokso-
Kovisto ef al 2002 Wnght ef a/ 2007) En un estudio longitudinal de la infeccién por
HRV se comumcd que una proporcién semejante (20%) de todas las infecciones por
HRYV detectadas por PCR fueron asintométicas (Winther ef al 2006) Estas observaciones

en el entorno natural son coherentes con las obtemdas en el modelo de provocacién
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expenmental de la infeccién en el que el 20%-30% de los voluntanos infectados se
mantienen asintométicos La deteccidon frecuente de HRV en personas asintométicas
podria representar una diseminacién prolongada del ARN wviral en el entorno de una
enfermedad sintomética Aparentemente el ARN wviral es detectable en las secreciones
nasales durante 2 3 semanas antes de la enfermedad y 4 5 semanas después de la
infeccién (Winther er al 2006 Jartt et a/ 2004) Aunque la diseminacién prolongada
tras la enfermedad es coherente con los estudios precedentes basados en el aislamiento de
virus la observacién de un penodo de incubacién prolongado esté en desacuerdo con el
periodo de incubacién bien determinado de 2 3 dias para la enfermedad provocada en las
condiciones cuidadosamente controladas del modelo expennmental Por tanto sigue sin
estar clara la importancia de los virus detectados en las secreciones nasales semanas antes
del micio de la enfermedad Las técnicas nuevas que permiten wdentificar serotipos
especificos de virus por medio de métodos de PCR podnan revelar s1 esto representa
infecciones secuenciales por diferentes HRV o s1 en reahdad existe un periodo de

incubacién prolongado en algunos sujetos

2 6 Especies/Serotipos de HRV y sus sindromes clinicos

Como se mencioné anteriormente los HRV tienen una alta diversidad genética,
existen més de 100 serotipos diferentes todos agrupados dentro de tres especies HRV A
HRV B Yy el recientemente reconocido HRV C (también llamada HRV A2) que ha sido
ripidamente 1dentificado a mivel mundial (Stmmonds er a/ 2010) Onginalmente las

especies A y B han sido clasificadas en 75 y 25 serotipos distintos respectivamente por
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métodos de neutralizaci6n (Hampanan et o/ 1987 Kapikian ef al 1967 1971) Sin
embargo la dificultad de crecimiento del HRV C en cultivo celulares ha llevado a
Simmonds y colaboradores a proponer una clasificacién basada en >10% de divergencia
genética en base al gen VP4 y fragmento del gen VP2 la cual resulté en 28 prototipos

diferentes (Simmonds ef ol 2010)

Estudios moleculares detectaron las especiesde HRVA ByCen 14% 18% y
6 8% respectivamente en mifios menores de 10 afios con IRA en ¢l Reino Umdo ademsds
encontraron dos nuevos serotipos de HRV A NS1 el cual presenta un prototipo cercano a
HRYV A46 pero con una divergencia de 17 6% y NS2 con un prototipo sumlar 8 HRV

A77 y divergencia del 14% (Wisdom et al 2009)

Se han realizado numerosos estudios para encontrar cual de las especies tiene
mayor importancia clinica, en Brasil se ha encontrado una incidencia de 27 4% de HRV
en pacientes con IRA de las cuales 60 7% cormrespondié a HRV A mostrando una alta
predomtnancia con respecto al 17 2% de HRV B y 22 1% de HRV C (Watanabe ef al
2010) otro estudio realizado en China mostré una predominancia de HRV A (51 52%) y
HRV C (38 38%) sobre HRV B (10 10%) (Xiang et a! 2010) otro estudio con resultado
diferente a los anteriores dio mayor importancia al HRV C en las IRA encontrando una
alta predominancia de HRV C (58%) con respecto a HRV A (33%) y HRV B (9%) en

panentes pediétricos hospitalizados (Linsuwanon ef ol  2009)

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

asociadas pnincipalmente con infecciones respiratonas agudas y asma inducida por virus



mientras que la HRV B ha sido detectado en un numero relativamente pequefio de
pactentes con IRA (Linsuwanon ef a/ 2009 Smuts e a/ 2011) En particular la
especie HRV C pueden ser detectados en la mayona de los paises y pueden estar
asociados con diversas infecciones respiratonas agudas incluyendo la infeccidn del tracto
respiratono supenor bronquitis bronquiohtis y la neumoma sibilante todo esto a pesar
que su eprdemiologia no se conoce con exactitud (Smuts ef al 2011 Watanabe et al

2010) La importancia de HRV C en la enfermedad respiratonia todavia no estd muy
clara, ya que su prevalencia en la poblacién y la parte clhinica no se han investigado en
detalle pero la reciente deteccién de HRV C en mifios hospitalizados ha llevado a la

sugerencia de que esta especie puede ser la mis patégena de todas (Miller ef o/  2009)

HRV A y HRV C tienen la mayor diversidad genética (Mizuta et al 2010
Wisdom ef al 2009) Estudios japoneses demostraron que HRV A de cepas asladas
mostraron >30% de divergencia sobre la base de secuencias que codifican una regén del
gen VP4/VP2 y se clasificaron en muchos de estos grupos mediante el andhsis
filogenético (Mizuta et al 2010) Se ha sugendo recientemente que HRV tienen una
diversidad genética unica entre los virus respiratonios (McIntyre er al 2010 Simmonds

etal 2010)

Algunos estudios no muestran ninguna diferencia en los resultados clinicos entre
las especies HRV (Lau et al/ 2007 Piotrowska er al 2009) muentras que otros
proporcionan alta relevancia de HRV C en las IRAs sibilancias fiebre en los bebés y los
milos y las exacerbaciones de asma en mifios mayores (Lau ef al 2007 Khetsuriam et

al 2008 Miller eral 2009 Wisdom et al 2009) Investigaciones posteriores revelaron
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una prolongacién en los sintomas de asma y tos en miios infectados por HRV C (Arden ef
al 2010)

2 7 Tratanuento

No hay un tratamiento especifico para la infeccién por HRV Se recomienda la
rehudratacién y manutencién de la permeabilidad de las vias aéreas Los médicos
usualmente prescriben aspinna para el alivio de sintomas febnles (Hsia er al 1989) pero
esto puede exacerbar la prohiferacién viral s1 se disminuye la temperatura corporal puesto
que como se mencioné anteriormente el virus es particularmente sensible a la
temperatura (Tyrrell y Channock 1963) Los aerosoles de interferén nasal tienen muy
poco efecto El Pleconaril es ampliamente activo contra los HRV (Hayden er al 2003)
La mejor manera de evatar la disemnacién del virus es mnterrumpiendo la cadena de

infeccién con el lavado de manos
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3 HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe una alta biodiversidad genética de HRV aislados de mifios hospitalizados

menores de 5 afios con infecci6n respiratona aguda en Panamé

4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Conocer la biodiversidad genética de Rinovirus humano en mifios hospitalizados
menores de 5 afios con infeccién respiratona aguda en Panama, que circularon durante

los afios 2010 y 2011

4 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la eprdemiologia molecular de HRV en Panaméa

Implementar técmcas de andlisis molecular y biomnforméticas para el andhisis de
HRYV y otros virus respiratonos

Comparar la diversidad encontrada de HRV en relacién con otras regiones del
mundo

Utilizar la informacién adquinda para plamficar estrategias de diagnéstico

prevencién y control de estas enfermedades
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5§ METODOLOGIA

$ 1 Tipo de Investigaciém Observacional

52 Disefio Retrospectivo Descriptivo

5.3 Universo

Muestras posttivas por HRV recolectadas entre junio 2010 y agosto 2011 Son
muestras de Hisopados Nasofaringeos (HNF) pertenecientes a pacientes que presentaron
una wnfeccién respiratona aguda, las cuales fueron enviadas al Departamento de
Inveshgaciones Virologia y Biotecnologia del ICGES cadena de fno
(aproximadamente 4 °C) sin congelacién como parte del Sistema de Vigilancia
Nacional para Influenza y otros virus respiratoros, este Sistema de Vigilancia estd
conformado por 18 sitios centinelas distnbwidos a lo largo del terntonio nacional Los
HNF se procesaron (almacenamiento de alicuota a 80°C para investigacién) y
anahizaron para detectar el agente causal viral mediante los estdndares de biosegunidad
del laboratono mivel 2
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5.4 Tamaiio de la Muestra

Sesenta y dos de 118 hisopados nasofaringeos positivos por HRV mediante
gRT-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 pais. (Cuadro I)

Coclé

' Chiriqui
Colon
Darién

| Herrera

Los Santos
Panama Este
' Panamé Metro
- Panama Oeste
San Miguelito
Veraguas
Ngobe Bugle
Kuna Yala
_Total 62
Fuente: BDVE — ICGES / Epidemiologia MINSA

Cuadro I: Cantidad de muestras seleccionadas por region de salud. Se obtuvieron

muestras de las diferentes regiones de salud buscando una representatividad de todo el

territorio nacional.

——poowWwNapRDLwLN -~

5.5 Criterios de Inclusién:

* Muestras clinicas positivas por HRV tomadas a nifios menores de 5 aflos
hospitalizados con IRA, obtenidas por el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica
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 mas de 1

vez para otros analisis.
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5.6 Criterios de Exclusién:
* Muestras clinicas de pacientes sin cuadro clinico respiratorio.
* Muestras clinicas de pacientes ambulatorios.
* Muestras clinicas de pacientes con 6 aflos o mas.
* Muestras clinicas negativas a HRV.

* Muestras mal preservadas.

3.7 Instrumento de recoleccién de la informacién:

La informacién clinica-epidemiolégica del paciente se obtiene del Sistema Nacional de
Vigilancia de la Influenza- Sindrome Gripal, Infecciones Respiratorias Agudas Graves-
Bronconeumonias-Neumonfas Virales y Bacterianas-Bronquiolitis, ICGES-MINSA
donde no se comprometa la confidencialidad.

Aprobacién del CNBI N°084/CBI/ICGES/12

5.8 Extraccién de ARN
La extraccién del ARN viral se realizé utilizando el kit QLAamp 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 degradacién hasta su posterior uso.

SISTEMA. DE RIBLUOTECAS DE LA
UMIVERSITAD DE PANAMA
(SIBIJMm
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U0 .
Membrana
Figura 10: Extraccion de ARN viral utilizando el kit QIAgen. Columnas con

membrana de silica que permiten el aislamiento y la purificacion de ARN viral
procedente de muestras biolégicas.

Elucion

5.9 RT-PCR semi-anidada

Amplificacion de 542 pb pertenecientes al gen VP4 y fragmento VP2 (figura 11)
mediante RT-PCR semi-anidada utilizando un cebador anti-sentido (Savolainen et al.,
2002) y cebadores sentido externo y semi-anidado disefiados por Xiaoyan Lu y Erdman
Dean en el CDC (data no publicada). La sintesis de ¢cDNA y la RT-PCR se realizé
utilizando el kit QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), y
para la PCR semi anidada se utiliz6 Taq PCR Master Mix Kit (QIAGEN GmbH,

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

IRES 3
‘-'--- Ll
on

msanht AN 3!
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Figura 11: Regién VP4/VP2 del genoma de HRV. Amplificacion de la region
VP4/VP2 parcial utilizada para conocer la divergencia entre las cepas de HRV.
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5 10 Secuenciacién

Los producto de la semu nested VP4/VP2 son evidenciados mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1 5% con 0 5 ug/mL de bromuro de ehdio (Promega Corporation
Madison WI 53711 USA) el fragmento amplificado se punfica mediante kit Wizard ®
SV Gel y PCR System Clean Up (Promega Corporahion Madison WI 53711 USA)
para posteriormente secuenciarlo en ambas direcciones utilizando los mismos cebadores
empleados de la PCR con el kit comercial ABI Pnsm BigDye Terminator 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 Andhsis de Secuencias

La relacién entre las cepas secuenciadas y las de referencia del GenBank se reahizaron
mediante el uso del software especializados para el andlisis y alineamuentos de las
secuencias como Sequencher (Gene Codes Corp Ann Arbor USA) y BioEdit (Hall
1999) Los éarboles filogenéticos se elaboraron por el método de Neighbor Jomng con
Méxima Verosimlitud como el modelo de sustitucién de nucleétidos utihzando el
software PhyML (Gundon ef @l 2010) Los valores bootstrap se determinaron con 2000
réphcas de los conjuntos de datos Cincuenta y tres secuencias VP4/VP2 de HRV
publicadas se obtuvieron de la base de datos GenBank database (NCBI) para acomodar y

conocer la vanabilidad dentro de los datos obtenidos en el estudio
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6 RESULTADOS

Al 1gual que en otros paises en Panamd HRV ha ganado importancia climca
epidenuolégica debido a la cantidad de casos reportados Segun datos del Sistema de
Vigilancia Nacional para Influenza y otros virus respiratorios para el afio 2011 la
ncidencia de HRV fue del 35 2% en toda la poblacién sélo por debajo de la infeccién
por Virus Respiratono Sincitial (RSV) la cual obtuvo una incidencia del 41 3% (figura 1)
De los casos positivos por HRV el 75 5% pertenecié a la poblacién infantil <5 afios
siendo la més vulnerable cabe resaltar que 60% de estos pacientes requné
hospitahizacién (ICGES etal 2012)

Con el fin de amplificar un fragmento de 542pb del gen VP2/VP4 se utilizé una RT PCR
sem1 amdada utihzando un cebador anti sentido (Savolamnen et al 2002) y cebadores
sentido externo y semn amidado disefiados por Xiaoyan Lu y Erdman Dean en el CDC
(data no pubhcada) segun fue descrito en la metodologia acépite 59 Una vez
amplificados los productos de la sema nested VP4/VP2 son evidenciados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 5% con 0 5 pg/mL de bromuro de etidio (Promega
Corporation Madison W1 53711 USA ) (Figura 12)
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Figura 12 Electroforess de productos de 542pb amphficados en un gel de agarosa
al 1 5% Mediante un foto documentador y utilizando un marcador de peso molecular de
100 pb podemos evidenciar la banda de ADN esperada

El fragmento amphficado se punficé mediante kit Wizard ® SV Gel y PCR
System Clean Up (Promega Corporation Madison WI 53711 USA) y postenormente
se secuenci6 en ambas direcciones utihizando los mismos cebadores empleados de la PCR
con el kit comercial ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit, de acuerdo a las recomendaciones del manufactor y usando el 3130XL Genetic

Analyzer (Apphed Biosystems Foster City CA USA)

El andlisis de los datos obtenidos por secuenciacién revel6 la presencia de las tres
especies en la poblacién estudiada, con las sigusentes frecuencias HRV A (60% n=37)
HRV C (32% n=20) y HRV B (8% n=5) (figura 13)



Especie A

Especie B

—Especie C

Figura 13 Andhss filogenético del gen VP4/VP2 de los 62 HRV estudiados
y cepas de referencia para cada especie obtemidas del GenBank database (NCBI) Se
construyeron érboles filogenéticos por Méxima Verosimilitud mediante el uso de PhyML
El modelo de sustitucién de nucleétidos fue HKY + 1+ G 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 accesién entre paréntesis Los
numeros de accesin asignados a las muestras panamefias en el GenBank van de
JN797533 a IN797594
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La misma regién de VP4/VP2 de cada muestra positiva amplificada y secuenciada y se
utiliz6 para identificar los serotipos dentro de cada especie Para hacer esto se elaboraron
arboles filogenéticos comparando las secuencias publicadas que pertenecen a todos los
serotipos de HRVA HRV B y también de las vanantes de especies HRV C

recientemente descritos (Figura 14)
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Especie A Especie B

Especie C

J =

L =

Figura 14 ver leyenda en la siguente pagina
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(Ver figura en pAgina previa)

Figura 14 Filogenia de las secuencias VP4/VP2 amplficadas de las vanantes de
HRV detectados en el estudio en comparacién con los serotipos de las cepas de
referencia de las especies A y B y los asignados provisionalmente para la especie C
Cada érbol filogenético se construyé segun el criterio de maxima verosimilitud (software
de PhyML) con los siguientes modelos de sustitucién de nuclebdos GTR + I + G para
las especies A y B y HKY + [ + G para las especies C Como raiz de los drboles de las
espectes B y C se utlizd HRV A (numero de accesién en GenBank DQ473509)
mientras que para el 4rbol de HRV A se utilizd secuencia de HRV B14 (numero de
acceso GenBank NC_001490)
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Figura 15  Andhsis de p-Distance Mediante el software MEGA 4 logramos conocer
el porcentaje de divergencia entre cada una de las cepas secuenciadas y las cepas de
referencia. Notese el porcentaje inferior al 10% de la cepa 308639 con respecto a los
serotipos A-44 y A 29



Especte y Serotipo No de muestras identificadas

Especie A

Al2

A57

A24

A7l

AS8

A9

Ad0

A9

NS1

NS2

A60

A32

AT?

A59

A20

No tipificable (308639)
No tipificable (308868)

Especie B

B3
Bé
B52
B97

- D e

Especie C

Pat8

Patll

Pat24

Pat9

Pat7

Pat22

Patl8

Pat3

Pat19

Pat25

Patl5

No tipificable (308526)
No tipificable (308759)
No tipificable (308709)
No tipificable (308595)
No tipsficable (308623)
No tipificable (308248)

s————————u———w———“

Total

Cuadro I1 ver leyenda en la siguente pagina
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(Ver cuadro en pégina previa)

Cuadro I Total de muestras analizadas e identificadas en base a las distintas
especies y serotipos de HRV Notese que 2/37 y 6/20 muestras de las especies Ay C
respectivamente no son asignadas a serotipos descnitos anteriormente se identificaron
como serotipos no tipificable potencialmente serotipos nuevos



46

7 DISCUSION

En los ultimos afios los HRV han ganado gran reconocimuento como patdgenos
climicamente relevantes no sélo como causantes de infecciones respiratorias leves smno
también se han visto asociados con episodios recurrentes de broncoespasmo asma y
enfermedad respiratonia severa infenor (Jackson et a/ 2008 Juven er al 2000
Lemanske er al 2005)

Por muchos afios en nuestro pais las infecciones por HRV pasaron desapercibidas al no
contar con una prueba de laboratono capaz de detectar la infecci6n causada por el virus
La implementacién de pruebas moleculares ha permutido conocer el comportamiento del
virus en nuestra poblacién y ademds ha mmpulsado el desarrollo de nuevos hallazgos

mediante investigaciones de este tipo

La evidencia de circulacién de las tres especies de HRV reportadas antenormente HRV

A HRV B y HRV C demuestra que nuestros resultados son similares a los obtemidos en
estudios anteriores (Wisdom er @/ 2009 Watanabe et g/ 2010 Xiang ef al 2010) En
cuanto a la distnbucién de las especies nuestros resuitados poco difieren a los obtenidos
por Watanabe y col en Brasil donde el HRV A muestra una alta predomnancia sobre el

resto de las especies
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De 37 muestras de HRV A 35 fueron asignados a los serotipos reportados previamente
incluyendo 7 muestras con los nuevos serotipos de HRV A recientemente asignados
postulados como NS1 y NS2 (Wislom et al 2009) Dos muestras (308639 y 308868) no
se lograron asignar correctamente a los serotpos defimdos en la actualidad La secuencia
308639 muestra una p-distance >10% con respecto a todos los serotipos de HRV A a
excepcién de los serotipos 29 y 44 (Figura 15) Debido a esto y siguendo el cniteno
postulado para HRV C (> 10% de la divergencia entre los tipos) (Ssmmonds et al 2010)
esta cepa no debe asignarse a un nuevo serotipo De manera simlar la secuencia 308868
muestra un p-distancia mayor de 10% con respecto a otros serotipos Por lo tanto
siguendo el mismo cnteno esta cepa podna ser asignada provisionalmente a un nuevo

serotipo

Cinco muestras 1dentificadas como HRV B se agruparon en cuatro serotipos de HRV B
reportados anternormente (Figura 12) Podemos confirmar y en base a anteriores estudios
realizados en Brasil Remo Umdo y China que HRV B es la menos patégena de todas

(Wisdom et al 2009 Watanabe efal 2010 Xiang et al 2010)

Las varantes en especies de HRV C no estén asignadas a los serotipos Sin embargo se
han realizado algunos ntentos para asignar tipos con nombres temporales basados en la
posicién del drbol (Wisdom et al 2009) y més recientemente una propuesta para la
designacién de HRV C tipos provisionales 1 28 se ha publicado baséndose unicamente

en las secuencias de VP4/VP2 (Simmonds et a/ 2010) Después de la ultma



clasificacion las 28 secuencias publicadas se utilizaron para construir un érbol
filogenétco con las 20 muestras de HRV C 1dentificados 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 sigwendo el
cnteno propuesto por Simmonds (Simmonds et al 2010) (> 10% de divergencia en

VP1 VP4 regién 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 andlisis 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 anahizados

Una Marcada diversidad genética en HRV A y HRV C sobre especies HRV B se ha
demostrado en este estudio las especies de HRV B son las més homogéneas mostrando
una p-distancia entre especies de 0 19 segurdo por HRV A con 020 El més heterogéneo

era la especie C con un p-distancia de 0 25

La apanci6n de serotipos no tipificados de HRV en este estudio representa un desafio
para los investigadores en desarrollar las herramientas necesanias para establecer

clasificaciones fiables
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8 CONCLUSIONES

Este es el pnmer estudio sobre epidemiologia molecular en Panam4 de los HRV
el cual nos ha permitido conocer que especies y serotipos son los imphcados en estas
infecciones Nuestros datos muestran la alta predominancia de HRV A y HRV C en una
muestra poblacional de mifios menores de 5 afios de edad, que presentaron una IRA la

cual requiné hospitalizacién

Se evidencia la alta biodiversidad genética de HRV en nuestro pais Se pudo
observar como las especies A y C muestran un alto grado de divergencia y predominancia
con respeto a la especiec B Ademés se pudo detectar la circulacién en nuestro pais de la
especie C una especie recientemente descrita, y de nuevos serotipos de la especie A

reportados durante el afio 2009 en ¢l Reino Umdo

El desarrollo y uso generalizado de técrucas moleculares para detectar HRV ha
tensdo una repercusién considerable en el conocimuiento de la epidemuologia y las
manifestaciones clinicas de este patégeno No obstante la frecuencia con que se detectan
HRV en miios sintométicos y asintomdticos por medio de estas técnucas obhiga a adoptar

una actitud prudente a la hora de asignar una functén etiolégica a los HRV en sindromes



clinicos nuevos o mnusuales Un conocimiento claro de la funcién de los HRV en estos
sindromes diversos serd esencial a medida que se disponga de intervenciones nuevas

contra la infeccién por HRV

Nuevos hallazgos de investigaciones chimcas indican que las mnfecciones de fa
HRV son una de las causas mas comunes de IRA en mitos Los datos de este trabajo
establecen una base para la realizaci6n de nuevos estudios con syjetos de todas las edades
hospitalizados y ambulatorios orientados a dilucidar las relaciones entre las especies de

HRYV el perfil eprdemiolégico observado y las caractenisticas genéticas de cada especie



9. ANEXOS

9.1 Equipes Utilizados

Centrifugas

Camara de PCR
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Termociclador

Fotodocumentador
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Secuenciador 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
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9.2 Reactivos Utilizados:

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

Kit de extraccion de ARN QIAamp Viral Kit de Secuenciaciéon Prism BigDye
mini kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Terminator Cycle Sequencing Ready
Germany) Reaction Kit
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9.3 Procedimientos:

Extraccion 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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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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