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“Epidemiology is like a bikini:
What is revealed is interesting,

what is concealed is crucial”

Peter H. Duesberg.
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Resumen.

Las enfermedades respiratorias segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
son la principal causa de muerte en pacientes pediatricos menores de 5 afios de
edad. Los virus respiratorios son considerados importantes agentes etiologicos de
este tipo de enfermedades, dentro de los agentes virales se encuentran el Virus
Sincitial Respiratorio Humano (hRSV) y el Metaneumovirus humano (hMPV) como
primera y segunda causa de bronquiolitis respectivamente, asi como, el virus de
Parainfluenza humana tipo 2, este Ultimo es de gran importancia en pacientes
inmunocomprometidos. A pesar de su importancia médica, en nuestro pais no se
cuenta con estudios epidemiolégicos que aporten informacion sobre la prevalencia
ni patrones de circulacién de alguno de estos virus, ademas no se realiza el
diagndstico diferencial por pruebas moleculares. El diagnéstico diferencial se realiza
mediante la guia practica clinica IMSS-062-08, sumado a esto no existen vacunas
ni tratamiento especifico para cualquiera de estos virus, de ahi la importancia de la
implementacion de pruebas moleculares para la identificacion del agente etioldgico
responsable y con ello proporcionar apoyo al personal médico para un tratamiento
acertado, aportar informacion sobre la relacién entre la gravedad de la enfermedad
y el o los agentes etiolégicos y su subtipo, asi como proporcionar informacion y
datos que fortalezcan las redes de vigilancia epidemiolégica. En el presente trabajo
se analizaron 200 muestras clinicas obtenidas por exudado faringeo y nasofaringeo
a partir de pacientes pediatricos (0-5 aflos de edad) hospitalizados por infeccién
respiratoria aguda (IRA) provenientes del Hospital Regional Adolfo Lopez Mateos
(HRALM), el Instituto de Diagnoéstico y Referencia Epidemiologicos (INDRE) y de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP). El estudio nos permitié
establecer la relacion entre las coinfecciones virales y la gravedad de la
enfermedad, para lo cual se llevo a cabo inicialmente el aislamiento viral de hRSV,
hMPV en la linea celular Hep-2 y hPIV-2 en la linea celular Vero. Cada muestra se
cosechd después de tres pases ciegos luego de presentar efecto citopatico
(cambios morfoldégicos como sincitios o desprendimiento de la monocapa), estos

pases correspondieron a los aislados virales. Cada aislado viral se genotipifico
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mediante la técnica de RT-PCR (retro transcriptasa) de punto final con
oligonucledtidos especificos para cada virus y el gen que codifica para ciertas
pretinas; hRSV F (para distinguir tipo) y G (Subtipo A o B), hAMPV Ny L, y hPIV-2
HN.

Resultados. Se genotipificaron los aislados virales provenientes de 200 muestras
clinicas, de las cuales un total de 182 muestras, presentan infeccién o coinfeccion

por uno o varios de los tres virus estudiados.

La confeccion con mayor incidencia segun los genes amplificados y subtipos, esta
corresponde aquellas muestras en las cuales se identifico6 a hMPV con hRSV (B),
representando 24 casos positivos respectivamente.

Si consideramos la coinfeccion por la presencia o ausencia del virus (hRSV, hMPV
y/o hPIV-2), sin considerar el subtipo o el gen amplificado, se encuentra que la
coinfeccion por hMPV y hRSV es la presenta mayor incidencia con 47 casos
positivos en relacion a la coinfeccion por hRSV con hPIV-2 y hMPV con hPIV-2, al
presentar 2 casos positivos respectivamente, asi como la coinfeccion por hRSV,

hPIV-2 y hMPV con 5 casos positivos.



1- Antecedentes.

1.1- Virus de RNA(-)

Los virus de RNA de polaridad negativa pertenecen al orden de los Mononegavirales
y al grupo 4 de acuerdo a la clasificacion de Baltimore. Son virus envueltos con una
capside helicoidal, dentro de este orden se encuentran las familias Rhabdoviridae,

Filoviridae y Paramixoviridae.
1.1.2- Caracteristicas de la familia Paramixoviridae.

Los miembros de la familia Paramyxoviridae se divide en dos subfamilias,
Paramyxovirinae y Pneumovirinae. La Familia Paramyxovirinae actualmente se ha
subdividido en siete géneros; Aquaparamyxovirus, Avulavirus, Ferlavirus,
Heniapavirus , Morbillivirus, Respirovirus y Rubulavirus este ultimo contiene al virus
de parainfluenza humana (hPIV-2), por otro lado, la familia Pneumovirinae se
encuentra conformada por los géneros Pneumovirus y Metaneumovirus. Los cuales
albergan al virus sincitial respiratorio humano (hRSV) y metaneumovirus humano
(hMPV) respectivamente |

Tanto hRSV, hMPV y hPIV-2 son de gran importancia médica ya que representan
las primeras causas de muerte en nifios menores de 5 afios de edad.

Estos tres virus llevan a cabo su replicacion en el citoplasma y la liberacion de las
particulas virales es por gemacion a partir de la membrana plasmatica de la célula
hospedera de la cual adquieren la envoltura viral. Las células blanco de estos virus
son las células del epitelio del tracto respiratorio.

Resulta importante mencionar que cualquiera de estos virus pueden por si solos ser
los agentes etiologicos de la enfermedad, sin embargo pueden estar presentes
como coinfecciones virales.

Los miembros de la familia Paramyxoviridae presentan proteinas estructurales
comunes entre estos virus (Imagen 1). Las proteinas estructurales son como su
nombre lo dicen las que conforman al virion. Las proteinas transmembranales de
unién, la glicoproteina G en el caso de hRSV y hMPV, y para el caso de hPIV-2 la
proteina HN, y la proteina F (Fusion), ésta ultima induce la fusion de la envoltura
viral con la membrana plasmaética de la célula diana, también se encarga de la fusion
entre células lo cual permite la propagacion del virus de célula a célula, este
mecanismo favorece la evasion de la respuesta inmune, a través de inducir la
formacion de sincitios (células gigantes multinucleadas)." La proteina SH también
se encuentra distribuida en todo el perimetro de la particula viral, aunque la actividad
de esta proteina aun no esta del todo clara se le relaciona fuertemente con la



inhibicién de la apoptosis ademas de participar en la regulacion de tipo | IFN a través
de la focalizaciéon de STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1)". La
proteina M o de matriz localizada en la cara interna de la envoltura interviene en la
morfogénesis de la particula viral. La nucleocapside helicoidal de
aproximadamentel8 nm esta conformada por 3 proteinas (N, P y L), sin embargo,
cada virus presenta determinada caracteristica segun la proteina que lo conforma.
Las proteinas no estructurales son aquellas que no forman parte de la estructura
viral, son asociadas a factores de virulencia o mecanismos de regulacion de la
replicacion viral. Las proteinas NS1y NS2 son proteinas no estructurales (en el caso
de hRSV) estan implicadas en la disminucién de la expresion de interferon tipo |,
bloguean la activacion del factor 3 regulador del IFN, lo cual favorece el equilibrio
entre células Th2/Th1.V

En el caso de PIV-2 presenta una proteina no estructural V (Proteina accesoria no
estructural). Aunque la proteina V no es esencial para la replicacién del virus, influye en
gran medida en la eficacia de la propagacion viral. La proteina V de hPIV-2 degrada STAT2Y
La mayoria de las proteinas del huésped que se encuentran disponibles para unirse a la
proteina V estan implicadas en la induccién y sefializacién de IFN. Una de las funciones
principales de esta proteina parece ser la promover la replicacion viral por contrarrestar la
respuesta inmune innata del huésped."'

Proteina SH Proteina G

Proteina F
Proteina M

Proteina N
Proteina HN

RNA

i Proteina P

Proteina L

Envoltura

(bicapalipidica)

Imagen 1. Representacion esquemdtica de la morfologia general de los virus de la familia Paramixoviridae (hRSV, hMPV 'y
hPIV-2)



1.1.2.1- Caracteristicas del hRSV (por sus siglas en inglés human Respiratory
Syncitial Virus)

El hRSV (Virus Sincitial Respiratorio humano) es un problema de salud importante
en menores de 5 afios y personas de edad avanzada.

El virus hRSV se encuentra clasificado en la subfamilia Pneumovirinae, género
Pneumovirus, segun la variabilidad de la secuencia que codifica para la proteina G
se divide, en dos subgrupos A y B, dentro de los cuales, del subgrupo A se han
descrito 7 genotipos, y para el subgrupo B 4 genotipos.

El hRSV presenta un genoma de aproximadamente 15 kb (Imagen.2) contiene
secuencias cortas que actuan en “cis” y que sefialan el inicio (secuencia GS) y fin
(secuencia GE) de cada gen, que codifican para 11 proteinas, 8 de ellas son
estructurales (G, F, N, P, L, M, M2-1 y la SH) y 2 no estructurales (NS1y NS2).

El genoma viral de hRSV codifica mMRNA"s monocistronicos (contienen informacion
para una sola cadena polipeptidica) seguido de una adicion de cap (5”) con cola de
poliadeninas (3"). Contiene un marco de lectura abierto para cada gen expresado,
sin embargo M2 contiene un traslape con M2-1 y M2-2. Una caracteristica de hRSV
es la superposicion de 68 nucleétidos en los genes M2 y L, de modo que la sefal
del gen M2 (GE) se encuentra corriente abajo de la sefial de inicio del gen L (GS).V"
Las proteinas no estructurales NS1 y NS2, tienen mdultiples funciones en la
supresion de la respuesta inmune innata y la modulacién de la diferenciacion de
células T helper'!"'. Funcionan como antagonistas a la accién del IFN tipo | que
interfiere con la actividad del factor de transcripcion IRF-3, ya que los IRFs
constituyen una familia de factores de transcripcion que incluye nueve miembros
(IRF-1 de la IRF-9). Cada miembro comparte cierta homologia en el dominio de
union a DNA, que se caracteriza por cinco elementos de repeticion de triptéfano
situadas dentro de los primeros 150 aminoacidos de la proteina.'X,

hRSV ha evolucionado de tal forma que las proteinas NS1 y NS2 reducen la
activacion de INF tipo I, inhibiendo el factor de trascripcion IRF-3. El IFN-B juega un
papel fundamental en la defensa del huésped contra la infecciébn por hRSV, juega
un papel importante, controlando la eliminacion del virus de las vias respiratorias.
Las células infectadas con hRSV utilizan diversos mecanismos incluyendo la
activacion de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), para activar la
liberacion de IFN-B durante la infeccion.X

3 —_— —| NS-1 || N5-2 N P M SH G F M2-1/2

Imagen 2, Representacion esquemdtica del genoma de hRSV, en amarillo, naranja y verde se resaltan los genes que
codifican para las proteinas G, F y L respectivamente.
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1.1.2.2- Caracteristicas del hMPV (por sus siglas en inglés human
metapneumovirus)

Metapneumovirus humano (hMPV) es considerado un paramixovirus de reciente
identificacion causante de infecciones agudas del tracto respiratorio superior e
inferior. EI hMPV (Metapneumo Virus Humano, se clasifica en dos grupos
principales A y B, cada uno de ellos dividido en 2 subgrupos segun la variabilidad
de la secuencia que codifica para la proteina F y G respectivamente. El andlisis
filogenético de los genes hMPV define dos subgrupos genéticos principales de
hMPV, designados A y B, cada uno con dos subgrupos. Presenta un genoma de
aproximadamente 13.3 kb que codifica para 8 proteinas estructurales (N, P, M, F,
M2-1/2, SH, G, y L), no contiene genes codificantes de proteinas NS1 y NS2 al igual
gue hRSV tienen multiples funciones en la supresion de la respuesta inmune innata
y la modulacién de la diferenciacién de células T helper, cada gen con un marco de
lectura abierto. (Imagen 3).

3’ _%.. P M F Mz-1/2|| SH G .

Imagen 3, Representacion esquemdtica del genoma de hMPV, en rojo se resaltan los genes que codifican para las
proteinas Ny L.

1.1.2.3- Caracteristicas del hPIV-2 (por sus siglas en inglés human
Parainfluenza Virus 2)

Los virus parainfluenza humanos (hPIV), se clasifica genéticamente en cinco tipos,
en la literatura cientifica, constituyendo los serotipos 1, 2 y 3 los mas importantes
desde el punto de vista médico X'. En conjunto, los virus hPIVs representan hasta el
18% de las hospitalizaciones pediatricas por enfermedad aguda del tracto
respiratorio y causan un espectro de enfermedades que van desde la enfermedad
leve del tracto respiratorio superior hasta la enfermedad grave del tracto respiratorio
inferior, incluyendo crup, bronquiolitis y neumonia, En los adultos, la infeccion tiende
a permanecer en el tracto respiratorio superior; por otro lado la morbilidad en nifios
menores de cinco afios puede ser grave, Los cuatro tipos de parainfluenza difieren
en los cuadros clinicos, hPIV-1 y 2 se han asociado con croup (inflamacion de la
laringe y trAdquea en nifios, asociada con infeccién viral, causando dificultades
respiratorias). Muchos de los virus responsables de croup también causan el
resfriado comudn. La mayoria de los activos en los meses de otofio e invierno, croup
por lo general los objetivos de los niflios menores de 5 afos en nifios
(laringotraqueiobronquitis aguda), mientras que hPIV-3 se ha descrito en la
bronquiolitis y la neumonia, es por ello que 1, 2 y 3 desde un punto de vista médico
representan mayor interés X' hPIV-2 es una causa importante de enfermedades del
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tracto respiratorio, asi como de enfermedad febril indiferenciada en nifios. En
pacientes transplantados y otros pacientes inmunocomprometidos de cualquier
edad, el hPIV-2 puede causar enfermedades graves con altas tasas de
mortalidad.X"" El hPIV-2 posee un genoma aproximadamente 15 kb (Imagen 4) el
cual codifica para 7 proteinas estructurales (N, P, M, F, SH, HN, L) y una proteina
no estructural (V) .

El gen P/V de hPIV-2 codifica la subunidad de la fosfoproteina P de la polimerasa
viral y la proteina V accesoria. La transcripcion del gen P/V produce un RNAm que
codifica la proteina V. Alternativamente, la insercidbn co-transcripcional de dos
nucleotidos de guanina generan un RNAmM con un desplazamiento de marco de
lectura que codifica la proteina P. Por lo tanto, las proteinas P y V comparten los
primeros 164 aminoacidos N-terminales, pero tienen C-terminales distintos. La
edicion de RNA para insertar nucleétidos pseudotemplados es un mecanismo viral
conservado que ocurre en casi todos los miembros de los cinco géneros de la
subfamilia Paramyxovirinae.

3'—%..... ] ]

Imagen 4, Representacion esquemdtica del genoma de hPIV-2, en verde se resalta el gen que codifica para la proteina
HN.
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1.2.2- Proteinas Virales presentes en hRSV, hMPV y hPIV-2.
Proteina Fusién F.

La proteina de fusion, participa en la penetracion viral, mediante la fusion entre la
envoltura viral y membrana plasmatica de la célula huésped, a pH neutro para todos
los miembros de la familia, excepto algunas cepas de hMPV, donde el pH bajo
(acido) parece tener algun papel en la activacion de la fusién. Gracias a la fusion es
posible la internalizacion de la nucleocépside al citoplasma de la célula huésped, en
consecuencia la proteina F expresada en la membrana plasmatica de las célula
infectada produce la fusiébn con células vecinas para la formacién de sincitios
(células gigantes multinucleadas), se ensambla en trimeros en la superficie de la
membrana y se modifica mediante la adicidn de carbohidratos unidos a N. La
proteina de fusion juega un papel importante en la union viral, interactda con el
receptor de hRSV: recién descubierto llamado nucleolinaXV (proteina que en
humanos esta codificada por el gen NCL), teniendo co-receptores como al factor
intercelular-1 (ICAM-1)*V asi como de RhoAXV! (interaccién proteina-proteina entre
Fy RhoA) y TRL4 (Toll-like Receptor 4)*V!". El efecto citopatico puede ocasionar la
necrosis del tejido in vivo. La proteina F es un homotrimero (La proteina F, es una
proteina integral de membrana tipo 1.) la cual se sintetiza como precursor inactivo
(Fo), para adquirir actividad biologica debe escindirse por la accion de proteasas
de la célula huésped en el compartimiento trans-golgi produciendo dos subunidades
F1 (extremo carboxilo) y F2 (extremo amino) las cuales se encuentran aun unidas
mediante puentes disulfuro (Imagen 5).

El papel exacto de la proteina H, G o HN para estimular el cambio conformacional
de la proteina F sigue sin entenderse del todo, sin embargo, el panorama general
indica un mecanismo bioldgico de regulacion complejo.

Imagen 5, Representacion esquemdtica la proteina F con sus dos sub unidades F1y F2.
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Proteina de Unién
Proteina G

La proteina G, es una glicoproteina transmembral tipo Il, es la responsable de la
unioén del virus con el receptor de la célula diana y es sintetizada en dos formas,
como la tipo transmembranal tipo Il (hidrofébica) y la forma soluble.*"",

La proteina G se une principalmete a través de heparan sulfato (proteoglicanos) en
la superficie apical de las células epiteliales, también tiene un motivo CX3C similar
a quimioquinas de fractalquina, situado en el amino4cido 182 al 186, este puede
unirse al receptor de fractalquina CX3CR1, el cual esta presente en la membrana
de la célula diana, CX3CR1 se expresa en diferentes tipos celulares, incluyendo
células del epitelio, musculo liso y diferentes células del sistema inmune (monocitos,
células dendriticas, NK y células T)*,

Para los respiroviruses y rubulaviruses, la proteina de union (H o HN) reconoce
receptores que contienen &cido sidlico, y estas pueden ser glicoproteinas o
glicolipidos.

Para el caso de los Pneumovirus el receptor celular ain no esta definido, sin
embargo existen interacciones con glicosaminoglicano ubicado en parte de la matriz
extracelular heparain -sulfato (HS).*X

Proteina HN

Para el caso del virus de hPIV-2 (Rubulavirus) la proteina de union es la proteina
HN (hemaglutinina-neuraminidasa) la cual tiene actividad de Hemaglutinina y de
Neuroaminidasa,

La proteina HN tiene dos funciones, la primera de ellas realiza la funcién de union
a los receptores y la segunda actia como neuroaminidasa (rompe la union entre la
hemaglutinina y el acido sialico, ambas funciones controladas por el mismo sitio de
union catalitica). En la fase temprana de la infeccion, la proteina HN se une a
receptores que contienen acido sialico en la superficie de la célula diana. La proteina
HN interactia con la glucoproteina F la cual experimenta una serie de cambios
conformacionales que causan la fusion de las membranas. En la fase tardia de la
infeccion, la proteina HN se asocia a las particulas viricas para prevenir la
autoagregacion del virus y, por lo tanto, promueve su propagacion.*X!

El mecanismo mediante el cual HN interactia y regula el cambio conformacional de
la proteina F aun no esta claro, sin embargo no es un requisito para la fusion. El
papel exacto de la interaccion de la proteina HN con la proteina F es hacer la fusiéon
mas eficiente X!

14



Proteina Pequefia SH.

Algunos rubulaviruses y todos los pneumovirus codifican una tercera proteina
integral de membrana SH*X!', Esta se encuentra implicada en la unién del virus a
las células diana. Es la tercera proteina de la envoltura viral, si bien es cierto que
aun se desconoce el papel principal de esta proteina, se le ha asociado fuertemente
a la regulacién de la apoptosis celular y como un imnunmodulador™V, ademas de
que la proteina SH inhibe el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)**V,

Proteina de Nucleocapside N

La proteina N llamada la proteina de la Nucleocépside, forma parte del complejo
ribonucleico, (el cual es una asociacion de proteinas y acido ribonucleico).

Una nucleoproteina es una proteina que esta estructuralmente asociada junto con
P y L con el RNA gendmico del virus, formando el complejo de la polimerasa, esta
asociacion le confiere al RNA proteccion ante la accién de RNasas celulares durante
el ciclo replicativo del virus.

Fosfoproteina P

Asociada también al complejo de la polimerasa se encuentra la proteina P la cual
es una Fosfoproteina ya que se encuentra altamente fosforilada, e interviene en la
sintesis del RNA viral, forma complejos proteicos con las proteinas N y L. La
proteina P es un componente esencial de la RNA polimerasa viral con multiples
funciones en la transcripcion de RNAm y replicacion del genoma.

Proteina L

Proteina L es una RNA polimerasa dependiente de RNA que transcribe y replica el
genoma viral. La subunidad grande de la polimerasa L tiene multiples actividades
enzimaticas, la cual tiene la capacidad de sintetizar RNA afadir y metilar el cap en
cada uno de los mRNAs virales. Las polimerasas conocidas sintetizan &cido
nucleico en la direccion 5 '— 3'. Usan dos mecanismos de iniciacion; mecanismo
dependiente del cebador o mecanismo de novo.

Iniciacion dependiente de cebador. Los cebadores pueden ser un oligonucleétido,
una hebra del ARNm del huésped, una proteina terminal o el extremo 3 'de la hebra
de plantilla plegada. Las polimerasas también pueden iniciar la sintesis de acidos
nucleicos sin la necesidad de un cebador. La iniciacion de novo requiere dos NTP,
es decir, el NTP de iniciacion en el sitio de inicio y el NTP entrante en el sitio de
inicio + 1. La iniciacién NTP proporciona un grupo 3'-hidroxilo para la adicion del
siguiente nucleétido y por lo tanto funciona de forma similar al 3'-hidroxilo de un
término de cebador en un mecanismo dependiente de cebador.
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Elongacion

Una vez que se forma un complejo estable de polimerasa-acido nucleico, la
polimerasa agrega consecutivamente muchos nucledtidos sin disociacion de la
plantilla. La alta procesividad requiere una asociacion estable de plantilla y cebador
en la polimerasa que evita la disociacién pero que también debe ser inespecifica y
lo suficientemente débil como para facilitar el movimiento sobre cada etapa de
reaccion de transferencia de nucleétidos.

Terminacién

Se entiende poco como las polimerasas virales terminan la sintesis de acido
nucleico, las secuencias de terminacion estan aun poco caracterizadas, pero se ha
visto que provocan dos efectos; Detencion o pausa en el avance de la polimerasa
al pasar por ellas y desestabilizaciéon del hibrido. **V!

Proteina de Matriz M

La proteina M interviene directamente en la morfogénesis de las particulas virales,
es la proteina mas abundante del virion, posee de 341 a 375 aa. Es una proteina
basica e hidrofobica. La asociacidon entre ellas y su contacto con la nucleocapside
ayuda en la formacion de la particula viral. esta se encuentra localizada en la cara
interna de la envoltura viral, donde se une a sitios especificos subyacentes de las
células infectadas, induciendo los componentes virales tales como las
glicoproteinas y los complejos ribonucleicos virales (VRNPs) para colocarse en ellos
y brotar de la célula infectada. La proteina M interactia con la producciéon de
particulas virales infecciosas®"

1.2.3- Proteinas Virales semejantes entre hRSV, hMPV

Proteina M2

El Gen que codifica para M2 contiene dos marcos de lectura que codifican para dos
proteinas diferentes; M2-1 y M2-2. Los primeros 9 genes en el caso de hRSV se
encuentran separados uno del otro mediante secuencias no conservadas; sin
embargo, los genes M2 y L se sobreponen por 68 nucleétidos, lo cual coloca la
secuencia GS (gen start) del gen L dentro del gen M2. Por ultimo, una secuencia
sefal adicional que actua en cis localizada en el extremo 3’ del genoma cumple
funciones importantes para los eventos de transcripcion y de replicacion viral.
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Proteina M2-1

La proteina viral M2-1 es un factor de antiterminacion de la trascripcion, la cual logra
un punto importante en la aptitud de las particulas virales, promueve la transcripcién
y en consecuencia induce la progresion de lectura de la polimerasa a lo largo del
genoma accediendo a genes distantes del promotor. M2-1 es un factor de
procesamiento de la transcripcion tetramérica, el cual se une de manera competitiva
al RNA y a la proteina P mediante de su dominio central. M2-1 entonces adquiere
la funcidén de un anti-terminador de la transcripcién, la cual puede deberse a una
terminacion prematura de la transcripcion intrageneticamente e intergenéticamente.
M2-1 por lo tanto se une preferentemente a las secuencias GE (gen end) del
extremo del gen viral y a su vez a poli-A positivas, los mecanismos exactos por los
cuales M2-1 mejora la eficiencia de la transcripcion no se entienden
completamente *XV!!

Al igual que todos los pneumovirus, hMPV codifica la proteina M2-1, que
desempefia importantes funciones reguladoras en la sintesis de RNAXXX

Proteina M2-2

La proteina M2-2 se encuentra en estrecha relacion con la proteina M2-1, ya que
interviene modificando la funcidon operacional del complejo de transcripcién a un
modo de replicacién, ayudando a mantener un balance entre la transcripcion
(RNA+) y la replicacion (RNA-).
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1.2.2.1.- Proteina V

El virus hPIV-2 presenta una proteina adicional no estructural V, (Tabla 1) esta
proteina parece tener varias funciones. Una de ellas se presenta cuando se une con
la proteina N donde juega un papel en la regulacion de la replicacion viral. Sin
embargo, la distribucion de la proteina V (en ndcleo y citoplasma) parece no ser
igual a la que tiene la proteina N o P (en granulos citoplasmicos) en las células
infectadas por el virus. Trabajos recientes sugieren que la desaceleracion del ciclo
celular podria ser una manera en que la proteina V favorece la replicacion viral. **X

Tabla 1, Relacion de genes y proteinas codificadas segtin su presencia en hRSV, hMPV o hPIV-2.

Presencia de Gen /
Proteina en el virus.

Funcion

Gen/Proteina hRSY | hMPV hP2IV—
NS-1 *
Participan como antagonistas en la inhibicién de interferén (INF-a/B)
NS-2 *
N * * * Proteina de la Nucleocépside, se une al RNA (gendémico y anti
gendmico) provee proteccion ante la actividad de RNAsas.
p * * * Fosfoproteina, altamente fosforilada, se une con la proteina L para
formar el complejo de polimerasa, interviene en la sintesis de RNA
L * * * Proteina de mayor presencia en el complejo de polimerasa, siendo
dependiente de RNA
M * * * Proteina de Matriz, se encuentra en la cara interna de la envoltura
del viridbn con gran importancia en la morfogénesis del mismo.
SH * * * Proteina pequefa hidrofébica, glicoproteina transmembranal,
participa en la inhibicién de la apoptosis.
G * * Proteina de unién, glicoproteina transmembranal tipo I,
reconocimiento y anclaje a la célula diana.
= * * * Proteina de Fusion, glicoproteina transmenbranal tipo |, regula la
fusion en la penetracion a la célula diana
M2-1 * * Proteina asociada a la nucleocapside, promueve la progresion de la
transcripcion viral.
M2-2 * * Factor regulador de la transcripcion y replicacion del RNA
Proteina accesoria no estructural, La proteina V de hPIV-2 presenta
v * accion antagonista de interferon de tipo | mediante la
desestabilizacion de la sefial de la transcripcién y activacion de
transcripcion 2.
Proteina de Unidn, integral de tipo Il, con accion de Hemaglutinina y
HN * Neuraminidasa, responsable de la absorcién del virus y liberacién del

virus a la célula, presente en la familia de los Robulavirus.***!
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1.2.2.2 Receptores Celulares.

Los receptores celulares constituyen un grupo de proteinas o glicoproteinas de
superficie que permiten la interaccion de la célula con el medio ambiente. Estan
presentes en la membrana plasmatica, en membranas de organelos, citosol o
nacleo celular. La union de las proteinas virales con sus receptores especificos
(Tabla 2) desencadena una serie de reacciones en el interior de la célula, lo que se
traduce en cambios conformacionales del receptor, cuyo resultado final depende no
so6lo del estimulo efectuado, sino de muchos otros factores, como estadio celular,
patégenos, estado metabdlico, etc.

Tabla 2, Relacion entre las proteinas virales y su receptor celular

Receptores celulares
Virus Proteina Receptor
Nucleolina (correceptores
hRSV
F ICAM-1y RhoA)
hMPV avp1 integrina
hRSV glicosaminoglicanos
hMPV © avp1 integrina,
hPIV-2 HN Acido Sialico

1.2.4- Ciclo Replicativo.
A continuacion, se describen 5 puntos que conforman el ciclo de replicacion de estos

virus; Union, Fusion, Transcripcion, Replicacion y Salida. (Imagen 6).

SALIDA

Imagen 6, Ciclo general de replicacion de la familia paramixoviridae.
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1.2.4.1- Unién y Fusion.

Para infectar a la célula diana o blanco (células del epitelio de las vias respiratorias)
estos virus requieren estar en estrecho contacto con ella, es mediante este intimo
contacto donde las proteinas de superficie de los virus reconocen y detectan los
receptores de la célula diana para unirse y dar paso a la fusion de las membranas
mediada por correceptores de superficie.

Las proteinas de superficie F y G, son la clave para el mecanismo de infeccion de
estos virus ya que se encuentran implicados en la union del virus y entrada a la
célula. Ambas proteinas se unen a la superficie de la célula mediante dominios de
union a heparina que interactian con glicosaminoglicanos (GAGS), en particular los
proteoglicanos de heparina sulfato (HSPGs) La proteina F inicia la fusion virus-
célula ya que para hRSV la proteina G facilita la infeccién, y su presencia aumenta
la infectividad del virus. La union a la superficie celular parece ser mas eficiente a
través de la proteina G, posiblemente debido a que la proteina G tiene mayor
afinidad por GAGs. Aunque la falta de la proteina G disminuye la inefectividad del
virus (se denomina infectividad en epidemiologia a la capacidad de una agente
patégeno para invadir un organismo y provocar infeccion), se ha observado que esta
proteina no es fundamental para que la particula viral pueda internalizarse por
medio de la proteina F.

En el caso de Metapneumovirus humano (hMPV) la entrada de hMPV es inusual
entre los paramixovirus, ya que la fusion se lleva a cabo exclusivamente mediante
la proteina de fusion F sin la participacion de la glicoproteina de uniéon G. Se ha
sugerido que la proteina F de hMPV utiliza avp1 integrina como un receptor celular.
La proteina F de hMPV posee un motivo de unién a integrina. El papel de este
motivo en la entrada viral, infectividad, y la patogenia es poco conocida. Se ha
mostramos que avB1 y av integrinas son esenciales para la fusion célula-célula 'y la
infeccién por hMPV*XX!l

En el caso de hPIV-2 la proteina de unién es la proteina HN la cual tiene funcion
equivalente a la proteina G. La primera etapa en la infeccion por hPIV-2, es la
interaccion del virus con la superficie celular (células epiteliales respiratorias) a
través de la relacion entre las moléculas de unién a receptores virales y los
receptores que contienen acido sialico. X!

La proteina F es una glicoproteina transmembranal tipo |, responsable de la
formacion de sincitios, logrando fusionar la membrana viral con la de la célula diana,
un factor critico en la infeccién y patogenia de esta familia de virus, por medio de
este mecanismo el virus puede diseminarse de célula a célula, evadiendo la
respuesta inmune. En el caso de hMPV se sabe que la fusién célula-célula esta
mediada por la proteina C activada, la cual es la causa de la formacién de sincitios,
sin embargo la razon exacta por la que algunas cepas de hMPV inducen sincitios y
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otras no, aln no esta del todo claro. Algunas cepas hMPV dependen pH acido para
la fusién de la membrana in vitro. Varios estudios han tratado de dilucidar el tipo de
aminodacidos que podrian ser responsables de esta dependencia de pH**V,

Para el caso de hPIV-2 es importante para la internalizacion del virus a la célula
mediante la interaccién de la proteina F como de la proteina HN. **XV

La internalizacion del virus a la célula diana, esta relacionada con los cambios
conformacionales que sufre la proteina F y la adhesion de la proteina G para que el
virus pueda fusionar la envoltura viral con la membrana de la célula diana, y asi
poder introducir el material genético del virus para dar comienzo a la transcripcion y
la replicacion.

1.2.4.2- Transcripcién

Una vez que el material genético del virus se encuentra en el citoplasma de la célula
infectada, el RNA gendmico del virus (RNAv) es empaquetado por la nucleoproteina
viral N en todo momento, formando un complejo N-RNA, denominado
nucleocapside. El inicio y regulaciéon de la transcripciéon de la familia de los
paramixovirus, da comienzo con un homotetramero de la proteina P y una sola
proteina L (RNAP dependiente de RNA viral) el cual transcribe el genoma N-
encapsidado de RNA (N-RNA) a mRNA en direccion 5- 3" con CAP (nucleétido
modificado de guanina) en el extremo 5" y una cola de poli-A (secuencia larga de
poliadenilato) en el extremo 3°. Este complejo ribonucleoproteico se utiliza como
templado para la transcripcion de RNAm vy la replicacion del RNA gendmico o
antigenomico por la RNA-polimerasa dependiente de RNA (RdRp), la cual se
encuentra conformada por 2 proteinas virales principales. Una de estas proteinas
es la fosfoproteina P y otra es la polimerasa L. Junto con la proteina N, estas tres
proteinas forman el complejo ribonucleico, donde la fosfoproteina funge como un
cofactor esencial para la polimerasa L, al unirse a L y N y dirigir a la polimerasa L.
Se requieren dos cofactores esenciales para que el RARp produzca RNA de manera
eficiente durante todo el ciclo viral, estos factores son M2-1 y M2-2. Después de la
traduccion de las glicoproteinas de la envoltura (F, G y SH) estas sufren
modificaciones posttraduccionales en el aparato de Golgi, para después dirigirse a
la membrana citoplasmética de la célula hospedera.
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1.2.4.3- Replicacién y salida.

La fusion de las membranas da cabida a la internalizacion de la nucleocapside 3
proteinas virales; N, P y L (en el caso de hRSV y hMPV también se encuentra
asociada la proteina M2-1), estas forman el complejo de la polimerasa necesario
para la replicacion y transcripcion viral, ademas de conferir proteccion al RNA viral
ante la accion de RNAsas.

En el caso de los virus con RNA de polaridad negativa, el RNA no actia como mRNA
si no que el virus al ser internalizado en la célula hospedera sintetiza RNA de
polaridad positiva que sirve de templado para la sintesis de RNA de polaridad
negativa, el cual constituye el RNA gendmico del virus, ademas el RNA de polaridad
positiva actia como mRNA para la sintesis de las proteinas virales.

El complejo de polimerasa comienza la sintesis de RNA desde el extremo 3" del
genoma Yy transcribe los genes en RNAmMs en secuencia mediante el término y
reinicio en cada una de las uniones de los genes.**XV!

Dado que la proteina M se encuentra localiza en la cara interna de la membrana
celular, es en este punto donde se lleva se realiza el proceso final de ensamble,
cuando la proteina M interactia con las proteinas de la nucleocapside, y
posteriormente da origen a la gemacion de la particula viral. Es importante sefialar
gue durante este proceso se estan produciendo nuevas proteinas N, P y L durante
todo el proceso de la transcripcion, estas proteinas se incorporan a las particulas
virales de novo en el procedimiento de la salida del virus.

1.1.3- Patogénesis de la infeccion por hRSV, hMPV y hPIV-2.

En los primeros afios de vida, los pacientes pediatricos presentan por lo menos
alguna vez una infeccién o coinfeccion por alguno de estos tres virus (hRSV, hMPV
y hP1V-2) Las infecciones de las vias respiratorias inferiores por hRSV se deben, en
parte, a las sefiales producidas por las células del epitelio de las vias respiratorias
inferiores que maodifican la respuesta inmune y provocan el redisefio de las vias
respiratorias.*V!' La investigacién sobre la patogénesis de la infeccién provocada
por hMPV esta restringida a modelos animales, la informacion sobre la replicacion
del hMPV vy las respuestas inflamatorias e inmunes en la enfermedad humana es
limitada, sin embargo la infeccion por hMPV esta implicada en las exacerbaciones
de asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)**XVIl

Sin embargo, no todas las infecciones o coinfecciones conllevan a complicaciones
como la bronquiolitis®™*X, el estado inmunolégico asi como ciertos padecimientos
como cardiopatias complican el curso de la enfermedad.
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1.1.3.1.- Coinfecciones Virales.

Las infecciones respiratorias son la principal causa de mortalidad en el mundo*-, se
ha descubierto en un hospedero mdultiples infecciones por virus respiratorios como
el hRSV, hMPV y hPIV-2 ademas, del virus de la influenza (VVI), el virus de la gripe
(IBV), el coronavirus (CoV), adenovirus (AdV), y Bocavirus humano (hBoV). A pesar
de que la infeccion virica simultanea produce un fendmeno denominado
interferencia viral en el que un virus bloquea el crecimiento de otros virus, la
observacion de infecciones respiratorias simultaneas en pacientes es algo
sorprendente y necesita explicacion. Los niflos preescolares son las victimas
frecuentemente afectadas por las infecciones simultaneas por virus. Varias
investigaciones concluyeron que las coinfecciones viricas no son mayores que las
infecciones por virus Unicos ni menos graves, por el contrario, algunos estudios
tienen evidencia de que una enfermedad grave es resultado de Coinfecciones
virales. X!

La coinfeccion por hRSV con cualquier virus respiratorio no se asocia con una
enfermedad mas severa en comparacion con una infeccién por hRSV solo. X",

Estudios han demostrado que la infeccidon simultdnea del tracto respiratorio con al
menos dos virus es comun en pacientes hospitalizados, aunque no esta claro si
estas infecciones son mas o menos graves que las infecciones por un solo virus.
Durante las coinfecciones, un virus puede bloquear a otro simplemente por ser el
primero o Unico para infectar las células del huésped disponibles X!

Los datos clinicos disponibles sobre las coinfecciones son contradictorios en cuanto
al niumero de virus involucrados y la gravedad de la enfermedad, asi como al
namero de coinfecciones virales, de las coinfecciones mencionadas se relacionaron
con el virus de la influenza A (H3N2) asociado con los siguientes virus respiratorios
anicos o combinados: influenza B en un caso, hCoV229 en dos casos, hCoV229,
hRSV Ay hPIV-2 en un caso, Y hPIV-1, hPIV-2, hRSV A, hRSV B y adenovirus en
un caso*""V, lo que indica de una gran variedad de combinaciones en tanto a las
coinfecciones virales.

hRSV

Los nifios de 0-5 afios, asi como los individuos inmunocomprometidos son grupos
de riesgo ante la infeccion por hRSV la cual puede conducir a complicaciones mas
severas que lleve al individuo a la muerte, los sintomas se desarrollan
principalmente como resultado de la respuesta inmune del huésped ante la infeccién
por hRSV, debido a que la infeccién por hRSV resulta en una incapacidad para
establecer una inmunidad adaptativa perdurable, esto limita el desarrollo de una
vacuna eficaz ante la infeccién. Una vez adherido al epitelio de las células de la via
respiratoria, hRSV comienza a interactuar con diversos componentes del sistema
inmune innato del huésped, los cuales son cruciales para determinar el resultado de
la enfermedad, si la infeccion procede hasta células epiteliales alveolares, puede
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provocar en consecuencia una cascada de sefalizacion repercutiendo en el
reclutamiento y activacion de leucocitos. La depuraciéon del hRSV es mediada por
los leucocitos innatos, macréfagos, células asesinas naturales, eosindfilos, células
dendriticas y neutrofilos todo esto se encuentra liderado por citoquinas, quimiocinas
entre otros mediadores inmunoldgicos. A pesar de que el sistema inmune innato
contribuye en la eliminacion de la infeccion producida por hRSV, esta participa en
la progresion de la enfermedad ocasionando trastornos como la bronquiolitis y el
asma.*tV

La respuesta inmunitaria que produce la infeccibn por hRSV es uno de los
principales factores que contribuye la patogénesis de la enfermedad,
particularmente el equilibrio entre dos subconjuntos de la respuesta inmune celular,
T helper 17 (Th17) y T reguladora (Treg), estos pueden desempefiar un papel
significativo en la patogénesis viral. Las vias de desarrollo de las células Thl7 y
Treg estan intimamente relacionadas. Durante la infeccion por hRSV, las funciones
de ambos subconjuntos se oponen entre si con respecto a la eliminacion viral. Th17
y Treg ofrecen una nueva vision prometedora sobre la patogénesis de una infeccion
por hRSV XV!

hMPV

El metapneumovirus humano es una de las principales causas de infeccion aguda
de las vias respiratorias inferiores, en infantes, ancianos y personas
inmunocomprometidas las cuales presentan el mayor riesgo de complicaciones
graves por la infeccion viral. No existen por ahora terapias o vacunas con licencia
para combatir o prevenir la infeccién por hMPV. Las reinfecciones constantes que
ocurren a lo largo de la vida, son en gran medida consecuencia de los mecanismos
mediante los cuales el virus logra evadir la respuesta inmune del huésped, sin
embargo gran parte de estos mecanismos aun son desconocidos. Se sabe que la
proteina M2-2 del hMPV, provoca la evasion del sistema inmune, mediante la
proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS), sin embargo los
mecanismos moleculares en dicha inhibiciébn aun se desconocen, la fosfoproteina
de hMPV-B ha demostrado ser un antagonista de IFN *-V!!

hPIV-2

En conjunto los virus del género de parainfluenza 1-3 representan el 18% de las
hospitalizaciones pediatricas por enfermedad aguda del tracto respiratorio
causando un espectro de enfermedades que van desde la enfermedad leve del
tracto respiratorio superior, complicandose como enfermedad grave del tracto
respiratorio inferior (crup, bronquiolitis y neumonia). En pacientes transplantados y
otros pacientes inmunocomprometidos de cualquier edad, el hPIV-2 puede causar
altas tasas de mortalidad. Actualmente, no existen terapias antivirales o vacunas
eficaces para prevenir la enfermedad por hPIV-2, aunque varias vacunas de
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investigacién estan en desarrollo. Ademas de que puede estar implicada en la
inhibicion de la respuesta del interferén mediante la induccion de la degradacion de
STAT1y/o STAT2. XV

1.1.4.1- Respuestainmunoldgica innata

El sistema inmune innato consta de una respuesta inespecifica e inmediata contra
agentes infecciosos, esto quiere decir que actia de manera general frente a ellos,
se encuentran asociados factores solubles como las lisozimas y el complemento,
mediado por células como los polimorfonucleares, macrofagos y celulas NK (Natural
Killer), asi como receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRs). EI RNA viral
presente dentro de las células infectadas es reconocido como extrafio por diversos
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). La activacion de cualquiera de
los tipos de PRRs sefiala tanto la sintesis de IFN-a /  como la posterior sefializaciéon
de IFN-a / B a través de su receptor. Los IFN son secretados por la mayoria de las
células y actian de una manera autocrina o paracrina, capaces de interferir en la
replicacion de los virus en las células hospederas.

En una infeccién viral, se estimula la induccion de interferén de tipo | (INF), es por
ello importante para los virus que en su ciclo replicativo utilicen la evasion de IFN. XX

Los receptores de reconocimiento de patrones mas comunes activados por
infecciones virales son los receptores de tipo Toll (Toll-like receptor TLRS) y las
helicasas, las cuales inician una cascada de sefalizacion desencadenando la
expresion de citocinas pro-inflamatorias.

Existen tres RLRs (Receptor Like RIG-I, abreviados, son un tipo de receptores de
reconocimiento de patrones intracelulares involucrados en el reconocimiento de
virus por medio del sistema inmune innato) principales que actian como sensores
de la replicacién viral dentro del citoplasma de las células humanas, estos son; RIG-
I, MDA5 y LGP2. Los RLRs detectan la replicacién de los virus producidos por la
formacién de su genoma. RIG-I y MDA-5 (Melanoma Differentiation-Associated
protein 5), poseen la capacidad de inducir la respuesta celular a través de los
dominios CARD (Caspase recruitment domains, or Caspase activation and
recruitment domains), en el reconocimiento de RNA viral.-

La proteina de sefalizacién antiviral mitocondrial (MAVS), una molécula de
sefalizacion antiviral, la cual une a RIG-1 y MDA-5 para la activacion de IRF3 y NFk-
B, las cuales conducen a la activacion y la produccién de IFN de tipo I. Y

1.1.4.2- Respuesta inmune adaptativa

El sistema inmune adaptativo consta de una respuesta especifica contra agentes
infecciosos, actuando de manera selectiva frente a ellos, existiendo una mejora en
la deteccién y eliminacién del agente etiologico a través de las diferentes
reinfecciones, asi como una memoria celular, asociado a esta respuesta se
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encuentran factores solubles que son los anticuerpos (respuesta humoral), el cual
se encuentra mediado por células como la familia de los linfocitos Th (respuesta
celular).

A) Respuesta Humoral
Se le llama respuesta humoral a los mecanismos de defensa contra los
microorganismos extracelulares y sus diferentes proteinas, en la cual los
componentes del sistema inmune atacan a los diversos antigenos de superficie de
los patdgenos con el fin de disminuir su cantidad e inhabilitAndolos, son
macromoléculas, como anticuerpos y proteinas secretadas por células plasmaticas.

A mayor edad los individuos se encuentran en mayor contacto con diferentes
patogenos, teniendo como primera defensa contra las infeciones virales las
inmunolobulinas IgG, IgA e IgM, las cuales en primera instancia son proporcionadas
por la leche materna, sin embargo estos diversos contactos, enriqguecen de manera
substancial el sistema inmune del paciente joven, aumentando la abundancia de
anticuerpos y células plasmaticas siendo importantes ante las infecciones
provocadas por estos virus, sin embargo es necesario un estrecho equilibrio entre
estas respuestas para brindar una proteccion eficaz y duradera. Ya que ante la
primo-infeccién viral la respuesta de anticuerpos es ineficiente y dirigida
principalmente contra las proteinas de superficie F, G y HN.

B) Respuesta Celular
Asociado a la accién de los anticuerpos sobre los antigenos, existe otro proceso de
defensa, conocido como inmunidad celular o inmunidad mediada por células, la cual
no produce anticuerpos. Este proceso resulta muy eficaz con gran relevancia en
combatir células infectadas por virus siendo la respuesta celular esencial en la lucha
contra las infecciones virales.

La produccion de IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, proteina inflamatoria de macrofagos-1 ay
RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted),
produce una infiltracién de células inflamatorias, predominantemente en neutrofilos
macréfagos, linfocitos, basoéfilos y eosinofilos.-"

En la fase precoz de la infeccién (primo-infeccion), la actividad litica de las células
NK reincide en la capacidad de lisar células infectadas por virus directamente o
mediante el mecanismo ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) asi
como la activacion del complemento, donde los virus, estimulan las respuestas de
linfocitos T y B.

Los linfocitos T cooperadores (T helper cells), también llamaos Th, son un subgrupo
de linfocitos que juegan un papel importante en la activacion y diferenciacién de
otras células inmunitarias, los linfocitos Th maduros expresan en la superficie una
proteina llamada CD4 y son llamados linfocitos T CD4+ (reconocen péptidos virales
mediante el complejo mayor de histocompatibilidad MHC clase Il en células
presentadoras de antigeno donde ejercen su funcion cooperadora con ayuda de la
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respuesta de linfocitos By T CD8+). La liberacion de diversas proteinas que actian
como hormonas denominadas citocinas y segun el tipo de esta, el linfocito T
cooperador se clasifica en TH1y TH2.

e THI1 secretan Interleucina 2 (IL-2) e interferon- y (IFNy) las cuales activan
principalmente a los macrofagos y células T citoliticos (NK).

e TH2 secretan IL-4, IL-5 e IL-10 las cuales activan a linfocitos B, inducen la
sintesis de anticuerpos y activan esosinofinlos.

Los Linfocitos T citotoxicos (CTL, Citolytic T Lymphocyte) neutralizan células
infectadas por virus o microorganismos intracelulares, inyectando enzimas téxicas
gue provocan la muerte de la célula infectada. Se les llama CD8+, por la presencia
del receptor de membrana CD8. La respuesta celular citotoxica es mas efectiva ya
que los linfocitos T CD8+ activados, al reconocer péptidos antigénicos de origen
viral mediante el complejo mayor de histocompatibilidad MHC clase | en células
infectadas por virus.'"

El hRSV, al igual que otros miembros de la familia Paramyxoviridae, como el virus
hMPV y hPIV-2, pueden perturbar la respuesta inmune innata mediante la
modulacién de la via de sefalizacion del interferén tipo | (IFN). Se cree que la
sefalizacion de IFN de tipo I, que se inicia a través de la activacion del receptor IFN-
a (IFNAR), que es parte integral de la respuesta inmune temprana mediante la
induccién de moléculas antivirales-"V.

hMPV

La gran mayoria de los individuos han sido expuestos a hMPV a la edad de 5 afios
y la infeccion con este virus da en consecuencia la produccion de un anticuerpo
neutralizante en la mayor cantidad de individuos sanos, sin embargo, los titulos del
anticuerpo presente en personas previamente infectadas no sonsuficientes para
prevenir la reinfeccion.tY Esto indica que la inmunidad humoral por si sola no es
suficiente para la proteccion frente a la infeccion con hMPV. El mecanismo por el
cual hMPV evade el sistema inmune adaptativo todavia es aun desconocido, sin
embargo existe evidencia reciente que sugiere el deterioro de la respuesta de
células pulmonares TCD8 + posterior a la infeccion por hMPV resultado la
sefalizacion a través del receptor inhibidor programado de muerte 1 (PD-1). Se ha
demostrado que PD-1, junto con otros receptores inhibidores, esta altamente
regulada tanto en infecciones virales agudas como crénicas.-"!

Se haidentificado a la proteina M2-2 de hMPV como un importante supresor inmune
en las células epiteliales de las vias respiratorias humanas. M2-2 no sélo interactia
directamente con los factores de sefalizacién antiviral innata, sino también
indirectamente suprime las respuestas anti-hMPV por la inhibicion de la expresién
de otros factores de virulencia de hMPV V!

27



hPIV-2

La defensa del huésped contra el hPIV-2 esta mediada por la inmunidad humoral y
celular. Los anticuerpos contra las dos glicoproteinas superficiales, F y HN, son
neutralizantes y los anticuerpos contra cualquiera de las proteinas confieren
proteccion contra el desafio del virus. La inmunoglobulina IgA se desarrolla después
de una infeccidon natural y se ha demostrado que neutraliza el virus y mejora el
estado del paciente, contribuyendo a la mejora del cuadro clinico. "V

La proteina V se expresa a partir del gen P/V mRNA, tiene dos funciones
fundamentales, la primera es para inhibir la produccion de interferon de tipo | y la
segunda es para bloquear la sefalizacién de IFN por la orientaciébn STAT2 para la
degradacioén proteasomal.t'*

La proteina V, contrarresta la respuesta de IFN en dos etapas, en primer lugar limita
la induccién de la biosintesis de IFN por RNA viral a través de una interaccién con
la RNA helicasa MDAS5 y segundo, bloqueando la sefalizacion de IFN, acoplando
las proteinas STAT1 y STAT2. Por lo tanto, la hipétesis de que la mutacion de la
proteina V del virus hPIV-2 podria ser utilizado para generar una vacuna con virus
atenuado.

La funcion esencial de la proteina V parece ser la inhibicién de la respuesta antiviral
innata, aungque también se cree que V desempefia un papel en la prevencion de la
apoptosis y la regulacion de la sintesis de RNA viral. Esta Ultima funcion puede estar
mediada a través de la unién de la proteina V con las proteinas N y L del virus, asi
como al RNA.

1.3- Diagnostico

En nuestro pais el diagnéstico se realiza de acuerdo a la guia practica Clinica
“Diagnostico y Tratamiento de Bronquiolitis Aguda en nifias/nifios en el Primer Nivel
de Atencién” la cual forma parte de las guias que integraran el Catalogo Maestro de
Guias de Préctica Clinica, en la cual se instrumenta a través del Programa de Accion
Especifico, de acuerdo con las estrategias y lineas de accion que considera el
Programa Nacional de Salud 2013-2018. En la cual el diagnostico no_considera
pruebas para determinar el agente etiolégico sino que considera:

1. Factores de riesgo no patolégicos (lactancia materna o caracteristicas de la
alimentacion, tabaquismo materno o en su entorno, asistencia a guarderia)
gue predisponen a la bronquiolitis.

2. Factores de riesgo (bajo peso al nacimiento, prematuros, cardiopatias
congénitas, enfermedad pulmonar cronica del prematuro, hipertension
pulmonar, e inmunodeficiencia) que predisponen a la bronquiolitis.

3. Investiga los datos clinicos de la bronquiolitis (Rinorrea, tos, sibilancias,
estertores finos, hiperinsuflacion y datos de dificultad respiratoria).
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4. Identifica el grado de severidad de la bronquiolitis utilizando la escala
recomendada en GPC (Leve, Moderada y Severa).
5. Solicita estudios radiograficos en forma orientada (cuando el diagndstico no
sea claro y se considere otro.
El tratamiento consiste en;

1. Recomendar el uso de oxigeno como parte del tratamiento cuando la
saturacion de oxigeno por oximetria de pulso es menor al 90%.

2. Prescribe adrenalina o salbutamol como tratamiento Farmacolégico
evaluando la existencia de atopia (refiere al tipo de mecanismo inmunitario).
Prescribir paracetamol en caso de fiebre como parte del manejo ambulatorio.
La Ribavirina, no estd recomendada en el tratamiento ambulatorio de la
bronquiolitis aguda en nifios por sus efectos teratogénicos (malformaciones
de craneo, paladar, ojos, maxilar inferior, miembros, esqueleto y tracto Gl)
En pacientes de alto riesgo se considera el uso de ribavirina o pacientes en el
segundo nivel de atencion. "X

how

1.3.1 Tratamientos

El impacto clinico de las infecciones provocadas por virus respiratorios
pertenecientes a la familia Paramyxoviridae es de gran importancia debido a su alta
tasa de morbimortalidad y coinfecciones virales, por tal motivo el desarrollo de
terapias antivirales con actividad de amplio espectro, para tratar de eliminar no solo
a un agente viral sino también las posibles coinfecciones virales.

Actualmente no hay antivirales para el tratamiento de hMPV ni para el caso de hPIV,
los que se han descrito son experimentales.

Palivizumab

Para hRSV se dispone de Palivizumab un antiviral para uso profilactico, sin embargo
su alto costo limita el acceso del tratamiento al grueso de la poblacion, ademas el
Palivizumab es utilizado para prevenir infecciones en pacientes pediatricos de alto
riesgo (neumonia, bronquiolitis, nifios menores de 24 meses de edad con displasia
broncopulmonar, antecedentes de nacimiento prematuro o cardiopatias
congénitas).

Ribavirina

Como opcién antiviral disponible. La ribavirina (Imagen 7) es un analogo de
nucledsido sintetico que tiene amplias actividades antivirales contra muchos virus
de ADN y ARN.

Actualmente, la ribavirina esta autorizada para el tratamiento de la infeccion por
hRSV™'y otros virus de RNA, puesto que es un farmaco que actia como un analogo
de nucleésido™"", son compuestos con una estructura analoga a la de los acidos
nucleicos del RNA y DNA, actuan interfiriendo con la sintesis de acidos nucleicos
causando mutaciones que hacen virus ineficientes. La Ribavirina (1-beta-D-
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ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida) es un analogo de guanosina sintético con
actividad antiviral. Se utiliza como un agente principal solo para tratar infecciones
de virus sincitial respiratorio, sin embargo, no se recomienda para el tratamiento
rutinario de la enfermedad, ya que presenta efectos teratogenos-X!"

Para la infeccion por hPIV-2, se encontro la Ribavirina presenta un efecto inhibidor.
La ribavirina inhibe la replicacién de hPIV-2, mediante la inhibicion de la sintesis de
ARN del genoma viral y la inhibicién de la transcripcion, resultando en la inhibicion
de la sintesis de proteinas virales™, lo cual ayuda al tratamiento de la infeccién
por hPIV-2, disminuyendo liberacion de las particulas virales y contra virus
resistentes a la amantadina-*V.-xV!

En el tratamiento de las infecciones con neumonia por hMPV se emplea ribavirina
oral e inmunoglobulina IglV en nifios inmunodeficientes."XV!!
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Imagen 7, Molécula de Ribavirina.
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Favipiravir

El Favipiravir, también llamado y conocido como T-705 (Imagen 8), es un antiviral
experimental contra virus de RNA, derivado de la pirizinamida el cual ha mostrado
accion frente a infecciones provocadas por virus de RNA. Se encuentra actualmente
en evaluacion clinica. El tratamiento con Favipiravir ha demostrado inhibir la
replicacion de todos los paramixovirus in vitro, con valores de 8 a 40 M 90% de
concentracion efectiva (EC90). La observacion del tratamiento T-705 tuvo un efecto
significativo en los titulos virales infecciosos, con un efecto limitado sobre los titulos
de genoma viral, se encuentra de acuerdo con su modo de accion propuesto de
mutagénesis viral. Sin embargo se observa una hiper-mutacion en los virus
estudiados. Los ensayos de actividad de la polimerasa revelaron un efecto
especifico de T-705 en la actividad de la polimerasa de hMPV. T-705 muestra una
amplia actividad antiviral contra una extensa gama de familias de virus RNA, esta
pequefia molécula es un candidato a farmaco antiviral de amplio espectro
prometedor para limitar o mantener al margen la carga viral de los paramixovirus y
para la evaluacion del tratamiento de las infecciones virales emergentes.-XV!"
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Imagen 8 Molécula de Favipiravir
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ALS-8176

ALS-8176 (Imagen 9) es el primero en su clase, siendo un nucleésido profarmaco
inhibidor de la replicacion del hRSV actualmente bajo evaluacién clinica. EI ALS-
8176 es un inhibidor de la polimerasa de hRSV de nucleésido de primera clase para
el tratamiento de la infeccion por el virus sincicial respiratorio humano. %

El ALS-8176 es un inhibidor de la polimerasa de hRSV de nucledsidos de primera
clase que El cual ha demostado una excelente eficacia y seguridad contra el hRSV

en un estudio clinico de fase 2. ALS-8176 inhibe la replicacion de hRSV in vitro e in
ViVO.LXX LXXI

Imagen 9, Molécula de ALS-8176 VXX

1.3.2.- Profilaxis
Medidas Higiénicas.

Considerando que tanto hRSV, hMPV y hPIV-2 son excretados en secreciones
respiratorias durante la infeccion, sobre todo al inicio de ella y que son capaces de
mantenerse activos durante 7 horas en superficies y alrededor de 1 a 2 horas en
tejidos, el contagio principal es en el ambiente familiar, es importante insistir en el
lavado de manos, especialmente durante los periodos en que los contactos de los
nifios de riesgo alto presentan infecciones respiratorias, temporadas de frio y/o lluvia
o cuando los nifios tienen hermanos que asisten a la guarderia 0 a la escuela. Es
necesario evitar la exposicion a personas resfriadas, evitando exposiciones frente a
virus o posibles coinfecciones virales. Las medidas preventivas también incluyen
evitar exponer al nifio al humo del tabaco y a entornos contagiosos (guarderias,
aglomeraciones, fiestas infantiles, habitacion compartida con un hermano
mayor).Xl
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Palivizumab

El palivizumab es una inmunoglobulina IgG1 kappa que contiene una region de
entramado humana que rodean las regiones murinas responsables de la unién al
hRSV. Este tipo de anticuerpo monoclonal humanizado tiende a tener poca
inmunogenicidad. El Palivizumab, es un anticuerpo monoclonal (anticuerpo idéntico
producido por un solo tipo de célula del sistema inmune, IgG monoclonal
humanizado que inhibe especificamente el epitope antigénico A de la glicoproteina
F, muy estable frente a los diversos serotipos de hRSVYXV | es recomendado para
pacientes de alto riesgo ya que presenta un costo elevado ademas de que la dosis
recomendada de palivizumab es de 15 mg/kg de peso corporal por mes como
medida preventiva. La prevencion de la infeccidon por hRSV se fundamenta en
medidas higiénicas y en la utilizacion de palivizumab. El palivizumab reduce las
hospitalizaciones por hRSV en pacientes de riesgo. Sin embargo, no ha demostrado
reducir la incidencia de la enfermedad, ni la duracion de la hospitalizacién, de la
oxigenoterapia o de la ventilacibn mecanica, ni reducir la mortalidad, tampoco ha
demostrado eficacia como tratamiento de la infeccion por hRSV ya establecida.

Se considera la profilaxis con palivizumab en:

» Pacientes menores de 2 afios con displasia broncopulmonar, con cardiopatia
congénita con alteracion hemodinamica significativa, en tratamiento por
insuficiencia cardiaca, hipertensién pulmonar moderada o grave o cardiopatias
cianégenos. Pacientes nacidos a las 28.6 semanas de gestacion o menos o0 que
tengan 12 meses de edad 0 menos.

En los casos donde se considera adecuada la profilaxis con palivizumab, se
administra en dosis Unica mensual intramuscular a 15 mg/kg. El palivizumab no
evita la infeccion en todos los casos, y no previene contra el resto de infecciones
virales relacionadas con la bronquiolitis aguda, por lo que es importante enfatizar en
las medidas higiénicas™*V.

1.3.2.1.- Anticuerpos Cruzados

Un modelo epidemioldgico reciente sugiere que la inmunidad cruzada entre el RSV,
el HMPV y los parainfluenzavirus humanos puede contribuir a sus brotes periddicos,
asi como contar con un tratamiento de amplio espectro capaz de atacar diferentes
tipos de virus causantes de ciertos padecimientos y coinfecciones virales, y sobre
todo las complicaciones que puedan desarrollarse por coinfecciones virales, lo que
sugiere que una comprension mas profunda de la inmunidad del huésped a estos
virus puede conducir a estrategias mejoradas para su control.mX*V!
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1.3.3.- Vacunas.

La comprension de los mecanismos por los cuales los genes virales y proteinas
modulan la respuesta del huésped a la infeccion es critica para la identificacion de
nuevas estrategias de intervencion (Tabla 3). Las vacunas vivas atenuadas
presentan desafios de seguridad, y las vacunas de subunidades proteicas inducen
principalmente respuestas de anticuerpos. Existen diversas vacunas en desarrollo,
pero hasta ahora ninguna posee la seguridad y eficacia necesaria para la
distribucion de una vacuna. De modo que las opciones para el tratamiento contra el
hRSV, hMPV y hPIV-2 son escasas demostrando la necesidad de encontrar nuevos
farmacos o tratamientos para combatir las infecciones o coinfecciones .

Tabla 3 Relacién de la estrategia en profilaxis y su mecanismo de accién.

Profilaxis Mecanismo Ejemplo
Anticuerpo homogéneo producido por una célula hibrida,
Anticuerpos producto de la fusién de un clon de linfocitos B descendiente Profilaxis enfermedad virus

Monoclonales

de una sola y Unica célula madre y una célula plasmética
tumoral.

sincitial respiratorio en nifios.

Vacuna
Recombinante

Las vacunas recombinantes son productos que consisten de
un vector, el cual expresa antigenos externos.P*V!

una sola dosis de la vacuna
GMP rBCG-N-hRSV conserva
su capacidad para proteger a
ratones frente a un desafio de 1
x 107 unidades formadoras de
placa (PFU) de la cepa clinica
hRSV A2 13018-8..

Particulas
Semejantes a Virus
(VLPs)

Estas particulas se asemejan al virus del que derivan pero

carecen del 4cido nucleico viral, lo que significa que no son

infecciosas. Pueden expresar proteinas diferentes a la del
virus de origen

Dos dosis de VLPs confieren
proteccién completa de la
replicacion de hMPV en los
pulmones de ratones y sin estar
asociados a una respuesta Th2-
sesgada (respuesta de las
citoquinas). Estos resultados
sugieren que las VLP no
replicantes son una
prometedora vacuna candidata
para hMPV.LXXV”l

Antioxidantest*XX

Diversos estudios indican que algunos flavonoides poseen
acciones prooxidantes, antiinflamatorios, antivirales o
antialérgicos.

Bombax malabaricum, muestra
actividad antioxidante y antiviral
contra hRSV, exhibe potentes
efectos anti-RSV, comparables
con la ribavirina. 2%

Farcamos contra
células diana

células diana en donde se lleva a cabo la replicacién del
virus de modo proporcionar los posibles objetivos
farmacoldgicos para el tratamiento contra estos virus

No probadas aun-**X!

1.4- Infecciones Respiratorias Agudas.

Las infecciones respiratorias son la principal causa de enfermedad a nivel mundial
en los niflos prescolares (Tabla 4), siendo responsables de una cuarta parte de las
hospitalizaciones y hasta el 60% de las visitas al médico general. En la mayoria de
los casos, las infecciones respiratorias virales son autolimitadas y confinadas a las
vias respiratorias superiores, donde producen sintomas leves, por lo general son
enfermedades que tienden a autolimitarse, y por ello no se requiere de un
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tratamiento especifico, suelen durar menos de 15 dias. Sin embargo, en individuos
susceptibles, como menores de 2 afios y mayores de 64 afios, asi como las mujeres
embarazadas y enfermos con padecimientos cronicos o inmunocomprometidos, en
los cuales las infecciones por enfermedades respiratorias agudas pueden
complicarse llevando al paciente a la hospitalizacion o incluso la muerte, los
sintomas pueden afectar las vias respiratorias inferiores, lo que resulta en
sibilancias, dificultad para respirar, bronquiolitis o neumonia.>*x!

Tabla 4 Cosificacion de Edades segun la OMS.

Clasificacion Rango de Edad

Infantes Menores de 1 afio
Prescolares Menores de 5 afios.
Escolares De 5 a 11 afios cumplidos.
Adolescentes 12 a 18 afios cumplidos.

Los virus que se asocian fuertemente con las IRAs son entre otros; Influenza Ay B
(Flu) VX adenovirus (AdV) PXIV)virus sincitial respiratorio humano (hRSV),
metaneumovirus humano (hMPV), parainfluenza humano hPIV-2, coronavirus
humano (hCoV), rinovirus (RV), enterovirus (EV).

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRAs) son en general son un conjunto
enfermedades y padecimientos que afectan principalmente la nariz y garganta
comprometiendo hasta los pulmones, muestran gran variedad de signos y sintomas,
lo que dificulta un diagndstico oportuno y eficaz frente al agente causal, en su
mayoria tienen como agente causal a los virus (aunque pueden ser ocasionadas
por bacterias o parasitos) es por ello que el mecanismo por el cual se transmiten,
es de persona a persona mediante las gotas de la saliva que son expulsadas al
toser o estornudar por las personas infectadas o por el contacto con superficies
contaminadas (fémites). DXV

En México las IRAs constituyen un problema importante en cuestién de salud
publica, ya que representan la morbimortalidad mas alta del pais asi como
mortalidad, no obstante siendo un gran problema de salud publica, en México el
diagnéstico de estas enfermedades se realiza mediante la guia de referencia rapida
Diagnostico y Manejo de la infeccién aguda de vias aéreas superiores en pacientes
mayores de 3 meses hasta 18 afios de edad, en donde se mencionan los criterios
clinicos que deben de considerarse para poder dar un diagnéstico adecuado. La
Faringitis de etiologia viral se caracteriza por presentar los datos de mayor
relevancia meédica donde la Tos, Disfonia, congestion nasal, dolor faringeo que dura
mas de 5 dias y las vesiculas en la orofaringe, sin embargo, no existen en el sector
salud pruebas de diagnostico para este tipo de padecimientos ocasionados por
virus, lo que dificulta en gran medida el prondstico de la evolucion del paciente.
Sumado a esto no existe un tratamiento especifico para las IRAs de origen viral. En
pacientes menores de 1 afio las Infecciones respiratorias agudas son el 7 lugar de
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mortalidad con un 33 %., para pacientes de 1 a 4 afos de edad las IRAs ocupan el
12 lugar en defunciones segun el INEGI en 2015.2XVI

1.5- Incidencia

La incidencia es un parametro que refleja el nUmero de casos nuevos de algun
padecimiento en un periodo de tiempo. La incidencia va a contabilizar el nimero
de casos nuevos, de la enfermedad en estudio, que aparecen en cierto periodo de
tiempo previamente determinado;

_ # de Eventos Nuevos

,en cierto periodo de tiempo.
Total de casos p p
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2.1- Justificacion

Las enfermedades respiratorias agudas representan una de las principales causas
de morbi-mortalidad en pacientes pediatricos, estas pueden ser atendidas desde su
etapa inicial actuando en la etapa de profilaxis evitando la incidencia asi como la
complicaciones de las mismas, ahorrado recursos y esfuerzos del sector salud y
social los cuales representan un alto costo. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha reportado que las enfermedades respiratorias son la segunda causa de
muerte en nifilos menores de 5 afios, de igual forma, considera que la infeccidon por
hRSV, hMPV hPIV-2 de gran importancia médica a nivel mundial por ser
considerados dentro de los primeros agentes etioldégicos de infecciones
respiratorias (se estima que hRSV, es responsable de 64 millones de infecciones y
160,000 muertes al afio, de las cuales el 25% son por neumonia y aproximadamente
70% por bronquiolitis, para el caso de hMPV, se estiman 3.2 admisiones
hospitalarias por cada 1,000 nifios a causa de este virus. Sin embargo estos datos
no contemplan las coinfecciones virales). Segun la infecciébn o coinfeccién entre
algunos de estos virus, sera el grado de gravedad de la enfermedad, sumado a la
edad del paciente y del estado del sistema inmune, hacen que una infeccion por
uno, dos o tres de estos virus curse como leve o severa causando cuadros
respiratorios desde leves hasta enfermedades respiratorias severas, como
bronquiolitis, bronquitis y neumonia. Sin embargo en México no se cuenta con un
método de diagnéstico especifico ni eficaz que brinde informacién sobre la infeccion
viral o coinfeccion,
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2.2- Planteamiento del problema

En México, las infecciones respiratorias representan un problema importante de
salud publica, ocupan el octavo lugar como causa de muerte en la poblacion en
general y el primer lugar en morbilidad en nifios de 0 a 5 afios de edad, constituyen
la segunda causa de mortalidad infantil en nifios entre 1 y 4 afios de edad y tercera
causa en menores de un afio. Es importante mencionar que consideramos
indispensable fortalecer las redes de vigilancia epidemiolégica que contribuyan y
permitan establecer la presencia y prevalencia de estos virus asi como brindar
informacion sobre los patrones de circulacion e impacto de las infecciones
respiratorias provocadas por estos tres virus y sus variantes virales.

En México no existen patrones de referencia de circulacion de los diferentes
subgrupos virales ni por estaciones, aunado a esto, hay que considerar que el
diagndstico no se realiza por pruebas moleculares apropiadas para la deteccion
oportuna de la infeccién, sino que el diagndéstico diferencial se realiza mediante la
guia préctica clinica IMSS-062-08, por consiguiente estos pacientes no reciben un
tratamiento eficaz. Es por ello de gran importancia implementar técnicas
moleculares para identificacion y tipificacion del o los agentes virales, para bridar un
diagnéstico oportuno y acertado de las infecciones y coinfecciones causadas por
estos virus, contribuyendo a visualizar el panorama “real” de la circulacién de los
diferentes agentes etioldgicos y asimismo reforzar las brigadas del sector salud. La
caracterizacion de los patrones de circulacion de estos virus y sus variantes virales
permite dirigir la aplicacion de medidas preventivas especificas, las cuales
repercutan directamente en la incidencia, prevalencia y frecuencia de las
infecciones respiratorias provocadas por estos virus. En este estudio se implementé
una metodologia de diagndstico molecular, con alta especificidad y sensibilidad, la
cual permitié el diagnéstico de las infecciones y coinfecciones virales provocadas
por hRSV, hMPV y hPIV-2 presentes en cada muestra, las cuales pasan
desapecibidas por falta de diagnéstico molecular. La informacion obtenida servira a
los programas nacionales de vigilancia epidemiol6gica sobre los virus circulantes
estacionalmente en nuestro pais y evaluar la aparicion de variantes virales que
pudieran tener relevancia clinica.
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2.3- Objetivos.

2.3.1- Objetivo General.

Establecer la incidencia de las coinfecciones virales por hRSV, hMPV 'y
hPIV-2 en muestras de pacientes pediatricos con infeccidn respiratoria
aguda genotipificados mediante la técnica de RT-PCR punto final.

2.3.2- Objetivos Particulares

Genotipificar 200 aislados virales provenientes de muestras clinicas de
pacientes pediatricos que cursaban con infeccidn respiratoria aguda.

Determinar la infeccion o las coinfecciones virales provocadas por hRSV,
hMPV y hPIV-2.

Contribuir al planteamiento de un esquema de patrones de circulacion de
los diferentes virus asi como las coinfecciones virales provocadas por
hRSV, hMPV y hPIV-2.
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3.1- Metodologia.
3.1.1- Seleccién de pacientes.

El presente estudio se realiz6 con muestras obtenidas por exudado faringeo y
exudado nasofaringeo de pacientes pediatricos con infeccion respiratoria aguda y
bajo carta de consentimiento informado, en colaboracion con el Hospital Regional
Adolfo Lopez Mateos (HRALM), la Universidad Autobnoma de San Luis Potosi,
Facultad de medicina (UASLP) y el Instituto de Diagnoéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), con las cuales se formd un compendio de 200 muestras
clinicas de pacientes pediatricos durante el periodo del 30 de agosto del 2004 al 13
de febrero del 2014 (edades del rango de 28 dias de nacidos a 14 afios de edad).

3.1.2- Muestras clinicas

Debido a la diversidad de criterios médicos, las muestras clinicas son de diferente
naturaleza, quedando agrupadas en 3 conjuntos; Exudado Naso Faringeo
(ENASO), Exudado Faringeo (EFAR) y Sobrenadante de la muestra (SOB).

3.1.3.- Propagacion de células HEp-2 y VERO

Se utiliz6 células HEp-2 ( ATCC CCL-23) para la propagacion de los virus hRSV y
hMPV asi como células VERO para la propagacion del virus hPIV-2. La propagacion
de las lineas celulares se realiz6 al alcanzar una confluencia del 80-90% de la
superficie de la caja Petri, y se retir6 el medio con 3 lavados con 3 mL de PBS
(Phosphate Buffered Saline) cada uno, posteriormente se adicion6 750 pL de EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) mas 150 L de tripsina durante 10 minutos, luego
se agreg6 3 mL de medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) al 5% Vv/vde
SFB.

3.1.4.- Propagacion de cepas virales.

La propagacién de las cepas virales de referencia hRSV Long (ATCC® VR-26™)
subtipo A, subtipo B (18535), hPIV-2 cepa (ATCC® VR-92™) asi como un aislado
viral de hMPV, se realiz6 infectando células confluentes HEp-2 (ATCC® CCL-23™)
(células transformadas de epitelio humano, provenientes de un cancer de laringe,
neoplasicas), para los virus hRSV y hMPV, para el caso de hPIV-2 se utilizo células
confluentes VERO (ATCC® CCL-81™) aisladas a partir de las células epiteliales del
rifion de un mono verde africano (Chlorocebus sp). Estas se propagaron en medio
minimo esencial modificado por Dulbeco (DMEM) el cual se suplemento con 5% V/v
de suero fetal bovino (SFB) mas glutamina a una concentracién final de 2 mM, a la
cosecha viral adicionando MgSOa4 a una concentracion final de 0.1 M para mantener
la infectividad de los virus y se almacenan a una temperatura de -80°C.
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3.1.5.- Titulo viral.

La titulacidon de la infectividad de los diversos virus se realizé bajo la técnica TCDlso
(por sus siglas en ingles Tissue Culture infecttius dose affecting 50% of the cultures).

La técnica de TCDlso se realizo utilizando células HEp-2 (hRSV y hMPV) y VERO
(hPIV-2) confluentes, en placas de 96 pozos, la cosecha viral se diluyé en una
relacion 1:3 con DMEM sin SFB, se infectaron las células confluentes con las
diluciones virales, las diluciones se realizaron en una placa de 96 pozos. En el
primer carril se colocd 100 pL del virus y en el resto de la placa se coloc6 70 uL de
medio MEM sin SFB. Se tomé una alicuota de 35 pL del primer carril y se pas6 al
segundo carril y asi sucesivamente en diluciones seriadas 1:3 hasta el carril 11,
dejando el carril 12 como control negativo de células, estas se incubarén a 37°C, 1
ATM y 5% de COz, y se observaron diariamente hasta determinar la presencia del
efecto citopatico en la monocapa de células confluentes (cambios, morfolégicos y
de viabilidad celular, visibles a microscopia 6ptica, causados por la infeccion),
posteriormente se fij6 la preparacion de células con metanol y se incubé durante 10
minutos en agitacion, se retird el metanol y posteriormente se adiciond 100 uL de
cristal violeta durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se retir6 el cristal violeta
y se procedié a observar al microscopio el nimero de pozos con efecto citopatico
para calcular el titulo viral y el porcentaje de infectividad, el Titulo viral se calcula
con ayuda de la férmula de Karber.

TCDIso=4+[3 (5 —3)]

Donde A es igual a la ultima concentracion en la cual es posible detectar efecto
citopético, S representa los porcentajes de las diluciones en las cuales se detecta
efecto citopatico (100% a 0%) y @ es igual al Logio del factor de dilucion.

El titulo viral queda expresado como TCDIso/mL.
3.1.6.- Aislamiento viral

Para el aislamiento viral se prepar6 una caja de 24 pozos con células hasta alcanzar
confluencia, se retird el medio al 5% V/v de SFB, y se lavé cada pozo con 500 pL de
PBS tres veces cada uno y se a completd con 200uL de medio para infectar (medio
DMEM sin SFB), posteriormente se adiciond 150 pL de muestra clinica en el pozo
correspondiente, al término de 2 horas se retir6 el medio y se adicion6 1.5 mL de
medio DMEM sin SFB, se incubd a una temperatura de 37°C con 5% de CO:2y se
monitoreo dia a dia hasta observar efecto citopatico Se realizaron tres pases ciegos
de las muestras, esto se hace para aumentar la carga viral de las muestras clinicas.
Las muestras que presenten contaminacién por hongos o bacterias son
desechadas.
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3.1.6.1.- Controles internos.
Control positivo de hRSV F.

La cepa Long subtipo A humana de hRSV se adquirio de la American Type Culture
Collection (ATCC® VR-26™), se disefid oligonucledtidos especificos para el gen
que codifica la proteina F de la region que comprende de 1127-1320 nucle6tidos del
genoma del virus.

Control positivo de hRSV G (subgrupo A).

De la cepa Long de hRSV (ATCC® VR-26™), se disefiaron oligonucleotidos
especificos para el gen que codifica la proteina G de la region que comprende de
275-824 nucledtidos del virus.

Control positivo de hRSV ML (subgrupo B)

Se utilizé la cepa CH-18537, se disefiaron oligonucleoétidos especificos para el gen
gue codifica la proteina ML de la regién que comprende de 1127-1320 nucledétidos
del virus

Control positivo de hMPV Gen Ny L

Para el caso del control positivo de hMPV se consideré un aislado de muestra
clinica, a partir de una secuencia consenso se disefiaron oligonucleétidos
especificos para el gen que codifica la proteina N en la regiébn que comprende de
148 a 747 nucledtidos del virus. De igual forma se disefiaron oligonucleotidos
especificos para el gen que codifica la proteina L de la region que comprende de
8920 a 9367 nucledtidos del virus.

Control positivo de hPIV-2 HN

En el caso del control positivo de hPIV-2, se adquirié de la American Type Culture
Collection (ATCC VR-92), de la cual se disefaron oligonucleétidos especificos para
el gen que codifica la proteina HN de la regién que comprende 525-826 nucledétidos
del genoma del virus.
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Control positivo de B- actina.

El control de RT-PCR fue B- actina, la amplificacion del gen generd un producto de
205pb, el ARNm para la beta-actina se utilizO como un control interno de la
amplificacion por RT-PCR, (Tabla 5).

Tabla 5, Relacidn entre virus y gen amplificado, tamafio del fragmento, regién en el genoma y la
temperatura de alineamiento.

Genes amplificados y temperatura de alineamiento
Virus Gen Tamafio de Region Temperatura de
Fragmento (pb) Alineamiento (°C)

hRSV F 193 1127-1320 56

G (A) 549 275-824 55

ML (B) 106 102-204 56
hMPV L 447 8920-9367 66

N 599 148-747 60
hPIV-2 HN 279 525-826 68.8
Control B- actina. 205 1548-1753 60

3.2.1.-Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé mediante la centrifugacion de las células infectadas
del tercer pase a 2000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se adicioné 1 mL de
TRizol (Invitrogen), y se resuspendieron vigorosamente favoreciendo la lisis celular,
y se colocaron en un tubo Eppendorf estéril de 1mL, después se adicioné 200 uL
de cloroformo. Posteriormente se agité en el Vortex (Maxi Mix Plus) para favorecer
la extraccion y se centrifugé a 10,000 rpm en la centrifugadora 5415-C durante 10
minutos. En seguida de centrifugar, la mezcla se separ6 en una 3 fases; fase
inferior, interfase y fase superior. La fase inferior corresponde a la fase de fenol
cloroformo, en la interfase se encuentran las proteinas, DNA vy lipidos. En la fase
superior incolora, la cual contiene exclusivamente el RNA, ésta corresponde a la
fase inorganica, a la cual se le afiadié 500 uL de isopropanol frio grado molecular y
mantuvo a -70°C durante 24 horas.

Al termino de las 24 horas se incub6 a 4°C durante 5 minutos y se centrifugé a
10,000 rpm durante 10 minutos, luego se descartd el sobrenadante y se lavé el
botdn formado con etanol al 75% Vv/vy de nuevo se centrifug6 a 10,000 rpm por 10
minutos, se dej6 secar el boton formado y se afiadi6 20 yL de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) para resuspender el RNA en el agua DEPC.

3.2.2.-Cuantificacién de RNA

Para cuantificar el RNA se realizd una dilucién 1:200 (5 pL de RNA suspendido en
995 pL de agua DEPC) y se leyd en espectro fotometro (JENGAY 7305
Spectrophotometer) a una longitud de onda de 260 nm, se utilizd la siguiente
ecuacion para determinar la cantidad de RNA presente en la muestra.
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Ejemplo de célculo:
La Absorbancia de la muestra 501 es de 0.151
0.151*200*40*0.02=24.16g

Donde 200 es la dilucion que se hace del RNA, 0.02 corresponde al valor de la
dilucién inicial del botén de RNA en mililitros (20 pL equivale a 0.02 mL). Y donde
40 es la densidad 6ptica, segun el Maniatis, una solucion de RNA cuyo valor de
densidad 6ptica (DO) es igual a 1 tiene aproximadamente una concentracion de 40
pug/mL. La produccion de RNA citoplasmatico de 30 pg a 50 pug de RNA por 107
células, dependiendo de su tamarfio y estado de diferenciacion celular. La cantidad
de RNA obtenida por caja es aun mas variable si se encuentra influenciada por la
densidad celular en el momento de la cosecha.

pMg de RNA = DO260 nm X factor de dilucion X 40 yg X 1 mL.

Si 24.16 pg de RNA se encuentran en 20 L, la relacién existente en 3 ug de RNA
es de 2.484 pL en la suspension de agua DEPC.

(3 pg*20 pL)/(24.16 pg)=2.84 L
3.2.3.- Sintesis de DNA complementario.

El RNA suspendido en agua DEPC, se adicion6 en tubo Eppendorf estéril de 0.25
uL, 4 uL de amortiguador 5 X (Invitrogen), 2 uL de DTT (Invitrogen) 0.1 M, 1 pL de
dNTP’s (Invitrogen), 0.5 uL de inhibidor de RNAsa (Invitrogen) y 3 ug de RNA
(segun volumen calculado), luego se adicioné agua DEPC suficiente para un
volumen final de 20 pL y se coloco en el termociclador (iCycler Bio Rad) para la
amplificacion del cONA (DNA complementario) bajo los parametros que se indican
en la Imagen 10.

80.0°

05:00 05:00 00

Imagen 10, Representacion esquemdtica de los pardmetros para la sintesis de cDNA.

Al descender la temperatura por primera vez a 4°C se adiciono el oligonucleotido de
tiamina, la segunda vez que la temperatura desciende a 4°C se agregd la
retrotranscriptasa (RT) para la sintesis del DNA complementario (CDNA).
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3.3.1.- Disefio y sintesis de los oligonucledtidos especificos para hRSV
(genes Fy G) hMPV (genes Ny L) y hPIV-2 (gen HN).

La determinacion del grupo y subgrupo viral, se realizé mediante el uso especifico
de oligonucledtidos disefiados con ayuda del GenBank y posteriormente
transformados a formato FASTA para posteriormente emplear el IDT
(www.idtna.com) para el disefio de los oligonucleétidos (Tabla 6).

Para hRSV F se utilizaron 3 genes, el gen que codifica para la proteina F de la cepa
Long que solo detecta la presencia del virus sin subgrupos, el gen que codifica para
la proteina G de la cepa de referencia Long para detectar el subgrupo Ay el gen
que codifica para las proteinas ML de la cepa CH-18537 para detectar el subgrupo
B.

Para el caso de hMPV se utilizaron los genes que codifican para las proteinas N y
L, ya que aun no se cuentan con cepas de referencia comerciales, se establecié un
control interno de hMPV el cual proviene de un aislado viral a partir de muestra
clinica, se consideraron estos dos genes para poder abarcar mayor cantidad de
cepas silvestres y no obtener un sesgo en la identificacion por las variantes
genéticas.

Para el caso de hPIV-2 se utilizo el gen que codifica para la proteina HN.

Tabla 6; Relacion de oligonucledtidos y secuencias de los genes de F, Gy ML de hRSV, Ny L de hMPV y HN de hPIV-2.(F;
Forward, R; Reverse)

" Temperatura
Tamaiio de .,
Gen . Region del de
. Secuencia Gen fragmento . .
/sentido gen alineamiento
(pb) °c
(°)
Oligonucleétidos para hRSV
Ff 5'ATGAACAGTTTAACATTACCAAGTGA3’
- - F 193 1127-1320 56
Fr 5'CCACGATTTTTATTGGATGCTG3
Gf 5'CCCAACATACCTCACT3’
- - G (A) 549 275-524 55
Gr 5'GAGGAGGTTGAGTGGAAG3
MLf 5'CATGCCAAACACAAGAATCAAC3’
- - ML (B) 106 102-204 58
MLr 5’ ATTCATCATCTCTGCCAATCAC3
Oligonucleétidos para hMPV
Nf 5’-CAACAGCAGTGACACCCTC-3’
N 599 148-747 60
Nr 3'-ACTCATACCGTTTCGTAA-5'.
Lf 5’-GCCATAGCCCAAACCATA- 3'
L 447 8920-9367 66
Lr 3'-CCCTGTAACGACTAGACT-5'
Oligonucledtidos para hPIV-2
HNf 5’-GACGCCTAAATATGGACCTCTC-3’
- - HN 279 525-826 68.8
HNr 5’-CACGTCTGGTCTTCCATCTTT-3
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http://www.idtna.com/

3.3.2.- Amplificaciéon por RT-PCR punto final.

Se colocé en un tubo eppendorf estéril de 0.2 mL, 5 yL de cDNA con 5 uL de Buffer
10x (Invitrogen), mas 1 uL de dNTP’s 10 mM (Invitrogen) 0.2 pL de My Taq DNA
polymerasa (BIO 21105), se agrego 5 pL del cebador en una concentracién 10 yM
y agua DEPC suficiente para un volumen final de 50 L.

Para la amplificacion del gen que codifica para cada proteina viral de interés, se
programé el termociclador (iCycler BIO-RAD) con los siguientes pardmetros donde
X representa la temperatura de alineamiento especifica de cada oligonucleétido
(Imagen 11), la fase 2 y 3 se repiten en 35 ciclos.

95-0° 95-07

10:00 10:00

700 | T20°

00:20 | 10:00

Imagen 11, Representacion esquemadtica de los pardmetros de amplificacion por PCR,
donde X representa la temperatura de alineamiento para cada oligonucleétido.

3.3.3.- Revelado.

Los productos amplificados por PCR se observardn en gel de agarosa al 1%, se tifié
con bromuro de etidio (BrEt) y adiciond un marcador de peso molecular de 100 pb,
los cuales se revelaron con luz UV en el transluminador y analizados con el software
Quantity One. (BIO-RAD Software the molecular imager FX and personal Molecular
imager FX; the GS-700 and GS-10 imaging densitometers; the gel doc 1000/2000
and Chem doc gel documentation systems the fluor-S and fluor-S MAX multi
imagers; and the versa DOC).

3.3.4.- Manejo de Datos

Los datos se analizaron con el programa IBM® SPSS® Statistics version 19, el
tratamiento de los datos contempla los campos como validos a aquellos con los se
cuenta informacion, ya se cuadro clinico, historia clinica, diagnostico, estado de
procedencia de la muestra, fecha de la toma de muestra, infeccién o coinfeccion
viral, etc. Las muestras clinicas que no contienen alguno de estos datos los toma
como elementos “Perdidos”.
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4.1.- Resultados
4.1.1.-Determinacién del titulo viral

El titulo viral se determind por ensayo de TCDIso en la linea celular HEp-2 para los
virus hRSV (ATCC® VR-26™), y hMPV (aislado de muestra clinica), cuyos titulos
virales fueron de 5.6x10° y 1x10° respectivamente. Para el caso del virus hPIV-2
(ATCC VR-92), se determing el titulo viral en células VERO el cual fue de 1.2x10°
(Imagen 12). La seleccion de la linea celular depende del virus estudiado, ya que
segun los receptores que presente cada linea celular seran mas permisibles a la
infeccién por el virus.

Es necesario conocer la cantidad de virus con el que se trabaja, (el "titulo” de la
suspension viral). Este dato nos indica la capacidad que tiene el virus de infectar la
célula.

Imagen 12 Controles de referencia; A, Células HEp-2 sin infectar; B hMPV , C hRSV y D hPIV-2.

4.1.2.- Aislamiento viral

Se logro el aislamiento viral de 186 de un total de 200 muestras clinicas, a pesar de
que los tres virus son capaces de producir sincitios estos no se presentaron en el
total de las muestras, sin embargo se pudo observar efecto citopético el cual nos
habla de la presencia del virus.

Se observaron diferencias entre la morfologia de los sincitios, los sincitios
producidos por hRSV son mas abundantes en comparacién con los producidos por
hMPV y hPIV-2. En el caso de hMPV algunas de las muestras no muestran
formacion de sincitios, solo se observa el efecto citopatico, similar al caso de hPIV-
2 en donde los sincitios eras menos abundantes y pequefios.
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4.1.3.- Genotipificacion de aislados virales provenientes de muestras
clinicas.

4.1.3.1.- hRSV

La genotipificacion de los aislados virales se realizo por PCR retrotranscriptasa de
punto final (RT-PCR) con oligonucleétidos especificos segun el virus estudiado,
para el caso de hRSV. Se amplifico el gen F de 193 pb (Imagen 13).

— =

RSV (F) - S01-GG O023-MP O13-MR O012-PP O037-JM 068-AT SRV(A)

Imagen 13, Revelado de la amplificacion del gen F de hRSV; Primer carril Marcador de peso molecular, Segundo carril
Control positivo hRSV(F), tercer carril Control negativo, cuarto carril Muestra 501-GG positiva para hRSV (F), Quinto carril
muestra 023-MP positiva para hRSV (F), Sexto carril muestra 013-MR positiva para hRSV (F), Séptimo carril muestra 012-
PP positiva para hRSV (F), Octavo carril muestra 037-JM positiva para hRSV (F), Noveno carril muestra 068-AP negativa
para hRSV (F), Decimo carril control positivo hSRV subtipo A positiva para hRSV (F)

La determinacion del subgrupo de hRSV se logré mediante la amplificacion del gen
G y ML con oligonucleétidos especificos para cada subgrupo, G (549 pb) para el
subtipo A (Imagen 14), y ML (106 pb) para el subtipo B (Imagen 15).

—

RSV(A) 671 1032 1344 0,62 O013-MR

Imagen 14, Revelado de la amplificacion del gen G de hRSV (A); Primer carril Marcador de peso molecular, Segundo carril
Control positivo hRSV (A), Tercer carril muestra 671 positiva para hRSV (A), Cuarto carril muestra 1032 positiva para hRSV
(A), Quinto carril muestra 1344 positiva para hRSV (A), Sexto carril muestra 0,62 positiva para hRSV (A), Séptimo carril
muestra 013-MR positiva para hRSV (A), Octavo carril Control negativo (C-).
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RSV (B) 1098 2348 2242 1282 5614

Imagen 15, Revelado de la amplificacion del gen ML de hRSV (B); Primer carril Marcador de peso molecular, Segundo carril
Control positivo hRSV(B), Tercer carril Muestra 1098 positiva para hRSV (B), Cuarto carril muestra 2348 positiva para hRSV
(B), Quinto carril muestra 2242 positiva para hRSV (B), Sexto carril muestra 1282 negativa para hRSV (B), Séptimo carril
muestra 5614 positiva para hRSV (B.)

4.1.3.2.- hAMPV

Para la genotificiacion de hMPV se amplifico tanto el gen N de 599 pb (Imagen 16)
como el gen L de 447pb (Imagen 17).

Imagen 16, Revelado de la amplificacion del gen N, se muestra en el primer carril el marcador de peso molecular, Segundo
carril Control negativo, Cuarto carril Control positivo de hMPV (N), Quinto Carril Muestra 1189 positiva para hMPV (N),
carriles 6, 7, 8, 9y 10 negativos para hMPV (N).

Imagen 17, Revelado de la amplificacion del gen L, Primer carril Control de peso molecular, Segundo carril Control negativo,
Tercer carril Control de hMPV(N), Cuarto carril control positivo de hMPV(L), Carril once muestra 037-JM Positiva para
hMPV(L), carriles 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15 y 16 negativos para hMPV (L).
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4.1.3.3.- hPIV-2

En el caso de hPIV-2 se amplificé el gen HN de 279 pb (Imagen 18).

I11Z 3114 3115 3IeTY 1905
Imagen 18, Revelado de la amplificacién del gen HN, Primer carril Control de peso molecular, Segundo carril Control
negativo, Tercer carril Control de hPIV-2 (HN), Cuarto carril control positivo de hPIV-2 (HN), Quinto carril muestra 3496
positiva para hPIV-2 (HN), Sexto carril muestra 1040 positiva para hPIV-2 (HN), carriles 7, 8, 9, 10 y 11 negativos para
hPIV-2 (HN).
4.1.3.4.- Control de Beta actina

Se utiliz6 como un control interno de la amplificacion por RT-PCR, este control es
gen de Beta actina de 205 pb (Imagen 19).

1000 pb

500 pb
300 pb

205 pb

P
_ =

1032 1040 1062 1098 1099 1162 1418 1344 1690 31883 1537 1440 1661 1773

Imagen 19, Revelado de la amplificacion del gen 8-Actina, Primer carril Control de peso molecular, Carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,89, 10, 11, 12, 13, 14, 15 positivos para B-Actina.
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4.2 .- Muestras clinicas

Del total de las 200 muestras clinicas recopiladas, 95 muestras contienen historia
clinicay en la cual se menciona el tipo de muestra de la cual provienen. Es importate
conocer el tipo de la muestra clinica. En nuestro caso se encontr6 que el 5.3% (n=
5) provienen de ENASQO?, 63.2% (n=60) a EFAR y con 31.6% (n=30) a muestras de
SOB como se muestra en la tabla 7.

TIPO DE MUESTRA
Paorcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Walido EMASO 5 24 53 53
EFAR 60 30,0 63,2 63,4
S0B 30 15,0 316 100,0
Total 95 47 A 100,0
Perdidos  Sin Historia Clinica 104 525
Total 200 100,0

Tabla 7, Relacion entre el tipo de muestra, frecuencia y porcentaje del total de 200 muestras.

Los datos se analizaron con el programa IBM® SPSS® Statistics version 19, el
tratamiento de los datos contempla las muestras clinicas que no contienen historia
clinica y los toma como elementos “Perdidos”. (Grafica 1)

Frecuencia

TIPO DE MUESTRA

50—

50—

40—

30—
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TIPO DE MUESTRA

T
EFAR

T
s0B

Grdfica. 1, Relacién del tipo de muestra clinica en forma porcentual.

! Exudado Naso Faringeo (ENASO), Exudado Faringeo (EFAR), Sobrenadante de la muestra (SOB) y Exudado (EXU)
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4.3.- Diagnéstico Clinico.

El diagndstico clinico se vuele complejo cuando diversos agentes etiolégicos son
capaces de producir cuadros similares entre ellos, en este caso para 102 muestras
gue contaban con informacion acerca del diagndstico clinico (Tabla 8), Influenza se
perfila como el diagnostico con mayor frecuencia con 23.7% (n=24) diagnosticos
presuntivos, seguido de las Enfermedades Tipo Influenza (ETI) con 19.6% (n=20),
las Infecciones Respiratorias Agudas Graves (IRAG) con 15.7% (n=16)
diagnésticos, la Rinofaringitis a su vez presenta una frecuencia de 14.7% (n=15), el
diagnoéstico de panel (DX-PANEL) con 9.8% (n=10), Neumonia y Bronquiolitis
presentan 5.9 % cada uno (n=6), y muy por debajo de las demas con una frecuencia
de 1.9% (n=2) cada una Padecimiento viral PV y Faringitis. La Laringotraqueitis se
encontré con una frecuencia de 0.9% lo que corresponde a solo un diagndstico
presuntivo por este padecimiento (Grafica 2).

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
Valido IRAG 15 7,5 14,4 14,4
LARINGOTRAQUEITIS 1 5 1,0 15,4
PV 1 5 1,0 16,3
ETI 22 11,0 21,2 37,5
NEUMONIA 5 2,5 4,8 42,3
INFLUENZA 25 12,5 24,0 66,3
DX PANEL 10 5,0 9,6 76,0
BRONQUIOLITIS 6 3,0 58 81,7
RINOFARINGITIS 17 8,5 16,3 98,1
FARINGITIS 2 1,0 1,9 100,0
Total 104 52,0 100,0
Perdidos Sin Historia Clinica 96 48,0
Total 200 100,0

Tabla 8, Relacion entre el diagnostico presuntivo, frecuencia y porcentaje del total de 200 muestras.

Grdfica. 2, Relacion de la proporcion porcentual de los diferentes diagndsticos clinicos.
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4 .4 .- Coinfecciones virales.

Se encontr6 gran variedad de coinfecciones virales, durante 10 afios, 6 meses 14
dias (Tabla 9).

Incidencia Porcentaje Porcentaje
Coinfeccion viral Incidencia
Acumulada valido acumulado
Vélido 1 5 5 5

hMPV (N,L) 30 15,0 15,0 15,5
hRSV (A) 11 55 55 21,0
hRSV (F) 16 8,0 8,0 29,0
hRSV (F), h(MPV (N,L) 8 4.0 40 33,0
hRSV (F), (B) 32 16,0 16,0 49,0
hMPV (L) 13 6,5 6,5 55,5
hMPV (N,L), hRSV (B) 1 5 5 56,0
hPIV-2 2 1,0 1,0 57,0
hRSV (B) 3 15 15 58,5
hRSV (F), (B), hMPV (N,L) 1 5 5 59,0
hPIV-2, hRSV(F), (B), h(MPV (N) 3 15 15 60,5
hMPV (N,L), hPIV-2 3 15 15 62,0
hRSV (F), (B), hPIV-2 2 1,0 1,0 63,0
hPIV-2, hRSV (F), (A), hMPV (N) 1 5 5 63,5
hPIV-2, hRSV(A) 1 5 5 64,0
hPIV-2, hRSV (F), hMPV (N) 1 5 5 64,5
hRSV (F), hMPV (L) 4 2,0 2,0 66,5
hMPV (L), hRSV(B) 4 2,0 2,0 68,5
hMPV (L), hRSV(A) 1 5 5 69,0
Negativa 14 7,0 7,0 76,0
hMPV (N), hRSV (B), hRSV(F) 19 9,5 9,5 85,5
hMPV (N,L), hRSV(A) 1 5 5 86,0
hRSV(F), (A,B) 3 1,5 1,5 87,5
hRSV (F)(A), hMPV (N) 6 3,0 3,0 90,5
hRSV(F), (A,B), hMPV (N) 1 5 5 91,0
hRSV (F), (A) 18 9,0 9,0 100,0
Total 200 100,0 100,0
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Tabla 9, Relacion entre el tipo de Coinfeccion viral, incidencia, incidencia acumulada y porcentaje del total de 200
muestras.
4.4.1.- Coinfeccion viral por virus
Al considerar la presencia del virus sin importar el gen amplificado, observamos que
hRSV ocupa el primer lugar, en frecuencia con 84 muestras positivas para este virus
solo. En segundo lugar se encuentra la coinfeccion entre hMPV y hRSV con 46
muestras positivas para estos dos virus, muy por debajo se encuentra en tercer
lugar la infeccion provocada por hMPV con 43 muestras positivas para este virus
solo. En cuarto lugar se encontro la coinfeccion provocada por los tres virus hMPV,
hPIV-2 y hRSV con 7 muestras positivas. Existieron coinfecciones donde se observa
la presencia de hMPV y hPIV-2 de las cuales 3 muestras fueron positivas para estos
dos virus, asi como la coinfeccion entre hRSV y hPIV-2 encontrandose en 1 muestra
del total de 200 muestras. Es importante mencionar que hPIV-2 también se encontré

en 2 muestras sin mostrar coinfeciones, Grafica 4.

heiv-2,hrsv_  Coinfecciones virales
- ‘
& \\\ Negati hPIV-2 —Hmpv
: egalivas —mateninl = B
hMPV, hPIV-2____——— N 7% 1% ==
hRSV
4% B hMPV, hPIV-2

1%

hisy A hMPV, hRSV

42% =

E Hmpv B hMPV, hPIV-2 B hMPV, hRSV W hRSV
hMPV, hPIV-2 hRSV m hPIV-2, hRSV Negativas hPIV-2

Grdfica 3, Relacion de coinfecciones virales, muestras positivas, (hMPV 43, h(MPV y hPIV-2 3, hMPV y hRSV 46, hRSV 84,
hMPV, hPIV-2'y hRSV 7, hPIV-2 y hRSV 1, hPIV-2 2 y Negativas 14)
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4.4.2.-Coinfeccion de subgrupos Ay B de hRSV.
Del total de muestras positivas para hRSV, el subgrupo B se perfila en primer lugar
en donde 66 muestras son positivas para este virus, dejando al Subgrupo A en
segundo lugar con 38 muestras que fueron positivas para este virus. Se observo
coinfecion del subgrupo A y B en 4 muestras. Es importante mencionar que
existieron 40 muestras que dieron positivo para la presencia del virus hRSV
mediante la amplificacion del gen que codifica para la proteina F, sin embargo no

fue posible identificar el subgrupo del agente causal Grafica 4.

Identificacion del Subgrupo de hRSV

No identificadas____
22%

AB _

® No identificadas

Grdfica 4, Relacion de incidencia de coinfecciones de subgrupos A y B de hRSV, muestras positivas (A 38, B 66, AB 4, No identificadas 40)
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4.4.3.- Coinfeccién por mes.
Del total de 200 muestras solo 136 muestras contenian en la historia clinica el mes
en el cual se tomd la muestra, se observa un aumento en la Incidencia de
enfermedades de origen viral en los meses de Enero, Febrero, Marzo, Abril y Mayo,
logrando un repunte en los meses de Septiembre, Octubre, Noviembre y Diciembre
(Grafica 5).

Coinfeccion viral vs mes de toma de muestra

Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio julio Agosto septiembre  Octubre  Noviembre Diciembre

1 hRSV (F)(A) ®hMPV(NyL) y hPIV-2 BhMPV(NyL) B hMPV (N) y hRSV (B) y hRSV(F)
hRSV (A) W hRSV(F) (Ay B) y hMPV (N) Negativas para tres virus hRSV (F)
hPIV-2 hRSV(F) (Ay B) hRSV (F)(B) hPIV-2y hRSV F) y hMPV (N)

m hPIV-2 y hRSV(A) m hRSV (B) m hRSV (F)(A) y hMPV (N) m hRSV (F) y hMPV (N y L)
hMPV (L) B hMPV (N y L) y hRSV(B) hRSV (Fy B) y hMPV (N y L) hPIV-2 y hRSV(F y B) y hMPV (N)
hRSV (Fy B) y hPIV-2 B hPIV-2y hRSV (Fy A) y hMPV (N) = hRSV (F) y hMPV (L) hMPV (L) y hRSV(B)

Grdfica 5, Relacion de incidencia de coinfecciones virales segun genes amplificados y el mes de la toma de muestra.
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4.4.4.- Coinfecciones virales hRSV, hMPV y hPIV-2 por Estado
geografico.

Del total de las 200 muestras, 118 muestras contenian en la historia clinica el estado
de procedencia, se observa que el estado de SLP (San Luis Potosi) presenta gran
variedad de coinfecciones virales, asi como el DF (Distrito Federal) y Guerrero
(Tabla 10) (Grafica 6).

Coinfecciones virales (hRSV, hMPV y hPIV-2) por Estado geografico de la Republica Mexicana

hRSV, hMPV hRSV, hPIV-2 hMPV hMPV, hPIV{hPIV-2 hRSV, hMPV, hPIV-2 |Negativas para tres virus Total
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Tabla 10, Relacion entre los estados de procedencia de las muestras y el tipo de coinfeccion (hRSV, hMPV y hPIV-2) presente.

I nRsv, hmpv [ nRsv, hpiv-2

| hmpv D E

[ ] nmev,heiv2 ] Negativas

Grdfica 6, Incidencia de coinfeccion viral (hRSV, hMPV y hPIV-2) segun gen amplificado en relacion al estado del cual
proviene la muestra.
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4.4.5.- Coinfecciones virales (hnRSV Ay B) por Estado geografico.

Del total de las 200 muestras, 118 muestras contenian en la historia clinica el estado
de procedencia, se observa que el estado de SLP (San Luis Potosi) presenta gran
variedad de coinfecciones virales, asi como el DF (Distrito Federal) y Guerrero
(Tabla 11) (Grafica 7).

Coinfecciones virales hRSV (Ay B)) por Estado geografico de la Republica Mexicana.
hRSV hRSV (A) hRSV (B) AB
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Tabla 11, Relacion entre los estados de procedencia de las muestras y el tipo de coinfeccion (hRSV Ay B) presente.

|:| hRSV (A,B)

Grdfica 7, Incidencia de coinfeccion viral (hRSV A'y B) segtin gen amplificado en relacion al estado del cual proviene la
muestra.
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5.1-Discusién y andlisis de Resultados.

Con base a los resultados obtenidos basados en cultivo celular, aislamiento viral y
genaotificacion viral mediante la técnica de RT-PCR de punto final, observamos que
el método es especifico para los virus estudiados, sin embargo existen muestras
gue presentan infeccion por hRSV y no fue posible determinar el subgrupo viral. Asi
como en el caso de hMPV no todas las muestras fueron positivas para la
amplificacion de los dos genes N y L. Esto puede deberse a mutaciones puntuales
de los virus modificando el sitio de union de los oligonucleétidos disefiados,
sugiriendo la presencia de variantes virales.

Dentro de las incidencias encontradas para el virus hMPV, podemos sugerir la
presencia de variantes del virus, ya que en 43 casos positivos para el virus, en 31
muestras se amplifico tanto el gen N como el gen L, esto se debe a que las
secuencias tanto del gen que codifica para la proteina N y L se encuentran
presentes en el genoma del virus, la no amplificacion de estos genes podria estar
relacionado a la diferencias entre las secuencias propias de las variantes virales del
hMPV. Se consideré amplificar los genes N y L para detectar la mayor cantidad de
hMPV vy asi eliminar un sesgo por variantes del virus, es por esta razén al amplificar
los genes N y L incluimos a un mayor nimero de muestras positivas ya que la
amplificacion de solo uno de estos genes podria dar un falso negativo al ser una
variante del virus hMPV debido a que los oligonucleotidos disefiados para las
secuencias consenso no se unen al virus presente en esas muestras.

El manejo de los datos obtenidos se realiz6 con ayuda del programa IBM® SPSS®
Statistics version 19, el cual contempla todos los datos recopilados, sin embargo
para poder realizar las diferentes relaciones es imprescindible colocar un valor a un
dato no recopilado, es por ello que aunque se logré la genotipificacion de los
agentes virales provenientes de las muestras clinicas, una gran cantidad de ellas
no contaban con uno o varios de los datos, por lo cual se consideré trabajar con los
datos que si se contaban y asignar los faltantes como perdidos, los cuales pueden
cuantificarse, abriendo ain mas el marco de incertidumbre sobre el panorama real.
Esto dificulta la relacion y comparacion de las muestras y limita el estudio. Considero
gue aunque el estudio cuente con esta problemética es un esfuerzo considerable
gue ayuda a la interpretacion del panorama de circulacién de estos virus, abriendo
la puerta a méas estudios que junto con este contribuyan a fortalecer al sector salud.

En Relacion al diagndstico presuntivo, observamos que Influenza se considera
como el principal diagndstico, y enfermedades tipo influenza en segundo lugar, sin
embargo en nuestros resultados el principal agente etiolégico es la infeccion por
hRSV (subgrupo B principalmente) seguido de la coinfeccidon provocada por hRSV
y hMPV., lo que nos habla de la importancia de las pruebas moleculares como
diagnostico asi como la realizacion de la historia clinica del paciente, ya que un gran
namero de muestras no contaban con ella, lo que repercutid directamente en el
panorama real. Del mismo modo considero relevante hacer énfasis en la

59



importancia de la elaboracién de la historia clinica y no solo recurrir a las pruebas
moleculares, en conjunto deben de estar relacionadas para brindar un mejor
acercamiento al padecimiento del paciente.

Considero importante mencionar que siendo hRSV el principal agente causal de
IRAS en este estudio, la determinacion del subgrupo viral nos podria brindar
informacion sobre signos o sintomas asociados a un determinado subgrupo viral.
Asi como al resto de los tres virus, direccionando de mejor forma un tratamiento.

Existen 14 muestras que fueron negativas para estos tres virus, es necesario
realizar un diagnostico molecular para otro tipo de virus como por ejemplo el virus
de Influenza, o hPIV-1, asi como la secuenciacién masiva de las muestras positivas
y negativas. Es imprescindible realizar la secuenciacién de las muestras negativas
para el subgrupo de hRSV y para hPIV-2, asi como las muestras negativas para
hMPV ya que por ahora no existe una cepa de referencia y es posible que existan
variantes del virus ya que en unos casos se detecta la amplificacién del gen Ny en
otras el gen L, para descartar posible variacibn genética, y en otros casos se
observa la amplificacion de los dos genes tanto N como L, y asi poder asegurar
gue la amplificacion de estos genes se debe a una infeccion por un solo tipo del
virus.

Creo importante mencionar que el grueso de las muestras aportadas son mediante
la técnica de Exudado Faringeo, con un 30% del total de las muestras y el Exudado
Nasofaringeo solo el 2.5%, siendo este Ultimo el indicado para el diagndstico
molecular, a pesar de esto se obtuvo una buena genotificaciéon de los agentes
virales. En este punto considero importante homogenizar el criterio medico tanto
para la toma de muestra como el diagndstico clinico.

En relacién a los resultados obtenidos se observa que estos virus a pesar de
presentar estacionalidad anual, comparten semejanzas en los meses en los que se
observa un incremento en la incidencia de las infecciones y confecciones, estos
meses son a finales de Diciembre a principios de Marzo, lo que nos habla que el
sector salud debe considerar el uso de campafias informativas, donde se mencionen
los puntos principales a cumplir en materia de profilaxis, fortaleciendo a los médicos
quienes realizan el diagnostico a tomar en cuenta una posible infeccion o
coinfeccion(es) por alguno de estos virus. Aunado a esto es importante un refuerzo
en los meses de Agosto, Septiembre y Noviembre donde empiezan a repuntar las
infecciones y coinfecciones virales, esto puede explicarse ya que en el invierno por
el deterioro del sistema inmune frente a los cambios de temperatura, asi como la
sensibilizacion del epitelio causado por temperaturas bajas, lo que facilita la
infeccion del virus, asi como el mismo incremento en la incidencia de infecciones y
coinfecciones virales. En el caso de los meses de otofio, y primavera existe un
fendbmeno similar provocado por las temporadas de lluvia lo que hace que el virus
se propague mas eficientemente por medio de las gotas de saliva expulsadas por
los pacientes infectados por alguno de estos tres virus, la humedad del medio
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ambiente contribuye a que el virus se mantengan latentes en las gotas de saliva, y
la propagacion de sea mas eficiente.

Con base a los resultados aqui presentados, es posible encontrar coinfecciones de
estos tres virus, considero que la semejanza en la estacionalidad de estos virus
contribuye a la exposicion frente a estos virus y por ende a la coinfeccion viral, asi
como el deterioro del sistema inmune por la infeccién de un solo virus contribuye a
la sensibilizacion del epitelio de las vias respiratorias.

La historia clinica establece un orden cronolégico de los padecimientos del paciente,
la cual contribuye a un diagnostico eficiente, sin embargo al no contar con esta, el
diagnostico se vuelve azaroso donde se pierden de vista factores que hablan de un
determinado padecimiento o circunstancias que faciliten un diagnostico preciso. Sin
embargo en el presente estudio se encontr6 que 96 muestras no cuentan con la
historia clinica completa, esto puede estar intimamente relacionado con los datos
obtenidos, mostrando verdades a medias, lo que limitd la riqueza de informacion
gue la historia clinica podria brindar.

La coinfeccion principal esta dada por hRSV y hMPV, el aumento de la incidencia
de las infecciones por hRSV y hMPV puede contribuir a una posible coinfeccion
viral, la cual puede repercutir en el estado de salud del paciente. Considero
importante el seguimiento y evolucion de los pacientes con las diferentes
coinfecciones virales para determinar el impacto de estas, y asi poder establecer un
pronadstico eficiente, es posible que una coinfeccion por alguno de estos virus pueda
contribuir a un mayor equilibrio entre la respuesta humoral y celular contribuyendo
a un pronostico favorable que el asociado a una infeccidn ocasionada por un solo
virus.

Existen pocos estudios en relacidon a coinfecciones respiratorias, en los cuales se
mencionan diferencias entre la coinfeccién principal, asi como el origen de la
coinfeccién. Un antiviral que sea capaz de actuar de forma selectiva contra virus de
RNA en este caso de infecciones es ideal, puesto que si observamos que un niumero
considerable de muestras (186) presentan coinfeccion por alguno de estos virus, al
poder detectar alguno de estos tres virus de RNA, nos hablaria de la posibilidad de
gue se presentara en coinfeccion con otro(s) virus, logrando abarcar un mayor
namero de coinfecciones que en este estudio pasen desapercibidas.

En relacion a las incidencias encontradas para estos virus en los diferentes estados
de los cuales provienen algunas de las muestras, se observa una amplia distribucion
geografica de los diferentes virus estudiados, sin embargo considero que existe un
sesgo ya que a pesar que los hospitales son considerados regionales (lo que
sugiere que pueden llegar a ellos pacientes de cualquier estado de la republica
mexicana) la cantidad de muestras proporcionadas son de una region especifica
(en especial SLP y DF), omitiendo un panorama general del mapa viral de México.
Seria interesante la secuenciacién de los diversos virus estudiados en comparacion
al estado de procedencia en el cual se pueda relacionar la similitud entre las
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variantes virales, y asi obtener un mapa de variantes virales el cual brinde
informacion sobre la cercania o similitud entre los estados, brindando informacion
sobre patrones de migracion y de clima. Considero importante incluir en el estudio
a los diferentes estados de la republica Mexicana para de este modo mejorar el
estudio. Considero importante la integracion de un grupo multidisciplinario en el
desarrollo del estudio.

A pesar de ser un estudio que se realiz6 de manera retrospectiva, considero que
contribuye a los estudios epidemiolégicos del pais. Considero la técnica de RT-
PCR punto final como una prueba accesible y eficaz para la determinacion de estos
agentes virales.
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5.1.1.-Conclusiones.

e Se logré Genotipificar 186 aislados virales provenientes de muestras clinicas
de pacientes pediatricos que cursaban con infeccion respiratoria aguda de
un total de 200 muestras clinicas.

e Se logro relacionar 117 muestras clinicas con el tipo de coinfeccion viral y el
estado del cual proviene la muestra, sin embargo por la falta de historia
clinica puede producir un sesgo en el manejo de los datos.

e Se logro determinar la infeccion y coinfecciones virales provocadas por
hRSV, hMPV y hPIV-2.

e Se encontr6 mediante la técnica molecular RT-PCR una incidencia
acumulada de hMPV 0.215, hMPV y hPIV-2 0.015, hMPV y hRSV 0.23, hRSV
0.42, hMPV, hPIV-2 y hRSV 0.035, hPIV-2 y hRSV 0.005, hPIV-2 0.01
durante 10 afios, 6 meses 14 dias.

e Con los datos encontrados se puede brindar informacion necesaria para
realizar un esquema de patrones de circulacion de los diferentes virus asi
como las coinfecciones virales provocadas por hRSV, hMPV y hPIV-2.

6.1.- Perspectivas

e Analizar las muestras por RT-PCR punto final con oligonucleétidos
especificos para PIV-1.

e Realizar la secuenciacion al total de las muestras y asi confirmar la
presencia de variantes virales.
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ANEXO 1. Historia Clinica

N Edo. de Fecha de Fecha de ' Mes de
nstllthémon D Edad Sexo Tipo de procedencia inicio de toma de Dx presuntivo tomade
brocedencia (meses) muestra sintomas muestra muestra

1 INdRE 671 1104 M ENASO / 24/12/2009 | 26/12/2009 IRAG Diciembre
2 INdRE 1032 12 F EFAR / 01/02/2010 | 08/02/2010 PVR Febrero
3 INdRE 1040 516 F EFAR DF 21/01/2011 | 26/01/2011 ETI Enero
4 INdRE 1062 9 M SOB JALISCO | 15/01/2011 | 17/01/2011 ETI Enero
5 INdRE 1098 0 M EFAR DF 23/01/2011 | 31/01/2011 IRAG Enero
6 INdRE 1099 5 M ENASO / 20/01/2010 | 25/01/2010 IRAG Enero
7 UASLP 1162 10 M / SLP / 30/08/2004 NEUMONIA | Agosto
8 INdRE 1189 48 M EFAR DF 01/02/2011 | 02/02/2011 INFLUENZA Eebrero
9 UASLP 1202 1 M / SLP / 08/10/2004 | NEUMONIA | octubre
10 INdRE 1207 228 F EFAR / 07/02/2010 | 09/02/2010 IRAG Febrero
11 [ UASLP 1222 9 M / SLP / 21/10/2004 | NEUMONIA | Octubre
12 INdRE 1255 8 M EFAR DF 31/01/2011 | 08/02/2011 IRAG Enero
13 INdRE 1282 5 M SOB DF 07/02/2011 | 09/02/2011 IRAG Febrero
14 INdRE 1293 324 M SOB NLUE%\{\IO 26/01/2011 | 28/01/2011 ETI Enero
15 INdRE 1298 804 F SOB NLUE%\{\IO 02/02/2011 | 03/02/2011 ETI Febrero
16 INdRE 1325 2 M EFAR / 03/01/2010 | 07/01/2010 ETI Enero
17 INdRE 1326 5 M ENASO / 04/01/2010 | 08/01/2010 ETI Enero
18 INdRE 1333 3 M EFAR / 13/01/2010 | 18/01/2010 IRAG Enero
19 INdRE 1335 24 F SOB TABASCO 25/01/2011 | 27/01/2011 ETI Enero
20 INdRE 1335 36 M EFAR / 17/01/2010 | 18/01/2010 IRAG Enero
21| UASLP 1344 5 M / SLP / 11/12/2004 | NEUMONIA | piciembre
22 UASLP 1348 5 M / SLP / 14/12/2004 NEUMONIA Diciembre
23 INdRE 1375 24 M EFAR MICHACAN | 02/02/2011 | 04/02/2011 DX PANEL Eebrero
24 INdRE 1377 2 M EFAR MICHACAN | 02/02/2011 | 08/02/2011 DX PANEL | Eebrero
25 INdRE 1378 5 M EFAR MICHACAN | 08/02/2011 | 11/02/2011 DX PANEL | Eebrero
26 INdRE 1418 696 M SOB NLLIJE%\{\IO 04/02/2011 | 06/02/2011 ETI Febrero
27 INdRE 1426 888 M EFAR QUERETARO | 07/02/2011 | 10/02/2011 ETI Eebrero
28 INdRE 1432 10 F EFAR / 01/02/2010 | 02/02/2010 ETI Febrero
29 INdRE 1440 8 M SOB JALISCO | 07/02/2011 | 07/02/2011 IRAG Febrero
30 INdRE 1452 11 F SOB JALISCO | 12/02/2011 | 15/02/2011 ETI Febrero
31 INdRE 1537 264 M EFAR EDO. MEX 22/02/2011 | 23/02/2011 Influenza Eebrero
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32 INdRE 1586 0 M SOB GUERRERO | 21/02/2011 | 24/02/2011 DX PANEL

33 INdRE 1589 1 F EFAR / 20/02/2010 | 22/02/2010 ETI

34 INdRE 1661 10 F EFAR / 07/02/2010 | 10/02/2010 ETI

35 INdRE 1690 17 M EFAR GUERRERO | 21/02/2011 | 03/03/2011 DX PANEL

36 INdRE 1693 3 M EFAR GUERRERO | 25/02/2011 | 04/03/2011 DX PANEL

37 INdRE 1773 24 F SOB GUERRERO | 22/02/2011 | 24/02/2011 DX PANEL

38 INdRE 1874 2 F SOB GUERRERO | 01/03/2011 | 10/03/2011 DX PANEL

39 INdRE 1883 288 F EFAR DF 17/03/2011 | 22/03/2011 Influenza

40 INdRE 1894 12 F SOB GUERRERO | 15/02/2011 | 15/03/2011 IRAG

41 INdRE 1905 132 F ENASO / 16/02/2010 | 19/02/2010 ETI

42 INdRE 1917 984 F SOB QUERETARO | 10/03/2011 | 13/03/2011 Influenza

43 INdRE 1918 744 F SOB QUERETARO | 05/03/2011 | 11/03/2011 Influenza

44 INdRE 1930 24 M SOB GUERRERO | 13/03/2011 | 14/03/2011 DX PANEL
45 INdRE 2017 24 M SOB GUERRERO | 16/03/2011 | 17/03/2011 ETI

46 INdRE 2023 36 M SOB GUERRERO | 21/03/2011 | 24/03/2011 IRAG

a7 INdRE 2129 720 F SOB GUERRERO | 20/03/2011 | 24/03/2011 ETI

48 INdRE 2168 3 M SOB CHIHUAHUA | 28/03/2011 | 31/03/2011 IRAG

49 INdRE 2187 12 F EFAR / 23/02/2010 | 26/02/2010 ETI

50 INdRE 2191 192 F SOB CHIHUAHUA | 28/03/2011 | 01/04/2011 ETI

51 INdRE 2225 12 M SOB GUERRERO | 29/03/2011 | 31/03/2011 DX PANEL

52 INdRE 2242 12 M EFAR DF 03/04/2011 | 04/04/2011 ETI

53 INdRE 2270 12 M ENASO DF 05/04/2011 | 07/04/2011 IRAG

54 INdRE 2340 12 M SOB CHIHUAHUA | 31/03/2011 | 01/04/2011 Influenza

55 INdRE 2348 8 M SOB CHIHUAHUA | 30/03/2011 | 02/04/2011 IRAG

56 INdRE 2371 12 M SOB CHIHUAHUA | 31/03/2011 | 04/04/2011 INFLUENZA
57 INdRE 2431 12 M EFAR / 07/03/2010 | 14/03/2010 ETI

58 INdRE 2436 48 F EFAR DF 12/04/2011 | 12/04/2011 Influenza

59 INdRE 2453 288 F SOB DF 05/04/2011 | 07/04/2011 ETI

60 INdRE 2508 48 F SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 11/04/2011 Influenza

61 INdRE 2522 996 M SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 13/04/2011 ETI

62 INdRE 2523 11 M SOB CHIHUAHUA | 10/04/2011 | 13/04/2011 Influenza

63 INdRE 2524 36 F SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 14/04/2011 Influenza

64 INdRE 2652 1 M EFAR / 23/03/2010 | 26/03/2010 IRAG

65 INdRE 2719 8 M SOB CHIHUAHUA | 15/04/2011 | 18/04/2011 Influenza

66 UASLP 3101 / M / SLP / 12/11/2006 | BRONQUIOLITIS
67 UASLP 3102 / M / SLP / 11/11/2006 | BRONQUIOLITIS
68 UASLP 3112 / M / SLP / 13/11/2006 | BRONQUIOLITIS
69 UASLP 3114 / F / SLP / 14/11/2006 | BRONQUIOLITIS
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70 [ UASLP 3115 / F / SLP / 14/11/2006 | BRONQUIOLITIS | Noviembre
71| UASLP 3152 / M / SLP / 21/11/2006 | BRONQUIOLITIS | Noviembre
72 | UAsLP 3491 / / / SLP / / / /
73 [ UASLP 3496 / / / SLP / / / /
74 | UASLP 3497 / / / SLP / / / /
75 | UAsLP 3503 / / / SLP / / / /
76 | UASLP 3510 / / / SLP / / / /
77 | UAsLP 3511 / / / SLP / / / /
78 | UASLP 3611 / / / SLP / / / /
79 [ UASLP 3612 / / / SLP / / / /
80 [ UASLP 3614 / / / SLP / / / /
81 [ UASLP 3618 / / / SLP / / / /
82 | UASLP 3619 / / / SLP / / / /
83 | UASLP 3629 / / / SLP / / / /
84 | UASLP 3637 / / / SLP / / / /
85 | UASLP 3651 / / / SLP / / / /
86 | UASLP 3652 / / / SLP / / / /
87 | UASLP 3670 / / / SLP / / / /
88 | UASLP 3671 / / / SLP / / / /
89 [ UASLP 3674 / / / SLP / / / /
90 [ UASLP 3679 / / / SLP / / / /
91 [ UASLP 3696 / / / SLP / / / /
92 | UASLP 3699 / / / SLP / / / /
93 | UASLP 3705 / / / SLP / / / /
94 [ UASLP 3721 / / / SLP / / / /
95 [ UASLP 3734 / / / SLP / / / /
96 [ UASLP 3749 / / / SLP / / / /
97 | UASLP 3763 / / / SLP / / / /
97 INdRE 3973 12 F EFAR / 29/09/2008 | 30/09/2008 | INFLUENZA | septiembre
98 INdRE 4102 60 F EFAR / 10/07/2008 | 10/08/2008 | INFLUENZA | juii0

99 INdRE 4112 96 M EFAR / 10/06/2008 | 10/09/2008 | INFLUENZA | junio
100|  INdRE 4130 11 M EFAR / 10/10/2008 | 13/10/2008 | INFLUENZA | Qctubre
101|  INdRE 4208 36 F EFAR / 10/10/2008 | 13/10/2008 | INFLUENZA | Qctubre
102|  INdRE 4310 36 F EFAR / 14/10/2008 | 16/10/2008 | INFLUENZA | Qoctubre
103|  INdRE 4355 288 F EFAR / 19/10/2008 | 20/10/2008 | INFLUENZA | Qoctubre
104| INdRE 4406 24 M EFAR / 20/10/2008 | 22/10/2008 | INFLUENZA | octubre
105|  INdRE 4468 24 M EFAR / 18/10/2008 | 20/10/2008 | INFLUENZA | QOctubre
106  INdRE 4510 36 M EFAR / 22/10/2008 | 24/10/2008 | INFLUENZA | Octubre
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107|  INdRE 4514 24 F EFAR / 26/10/2008 | 28/10/2008 | INFLUENZA | octubre
108|  INdRE 4520 36 F EFAR / 18/10/2008 | 22/10/2008 | INFLUENZA | octubre
109|  INARE 4593 1 F EFAR / 26/10/2008 | 29/10/2008 | INFLUENZA | octubre
110| UASLP 4969 / / / SLP / / / /
111| UASLP 5084 / / / SLP / / / /
112| UASLP 5153 / / / SLP / / / /
113| UASLP 5162 / / / SLP / / / /
114| UASLP 5243 / / / SLP / / / /
115| UASLP 5281 / / / SLP / / / /
116| UASLP 5524 / / / SLP / / / /
117| UASLP 5614 / / / SLP / / / /
118| UASLP 5615 / / / SLP / / / /
119| UASLP 5622 / / / SLP / / / /
120| UASLP 5630 / / / SLP / / / /
121| UASLP 5637 / / / SLP / / / /
122| UASLP 5643 / / / SLP / / / /
123| UASLP 5651 / / / SLP / / / /
124| HRALM UP-044 | 2ANOS | M / / 28/04/2013 / / Abril
125| HRALM uP-051 | 1ARO F / / 28/04/2013 / / Abril
126| HRALM uP-061 | 8ANOS | F / / 3/05/20013 / / Mayo
127| HRALM uP-012 [ 1ANO | M / / 6/05/13 / / Mayo
128| HRALM | UP-1305 | 1ANO | M / / 17/05/2013 / / Mayo
129| HRALM uP-071 | 3ANOS | M / / 22/05/2013 / / Mayo
130| HRALM uP-062 | 3ANOS | F / / 23/05/2013 / / Mayo
131| HRALM UP-312 / / 31/05/2013 / / Mayo
132| HRALM uP-030 | 3ANOS | F / / 03/06/2013 / / Mayo
133| HRALM uP-025 | 6ANOS | M / / 03/06/2013 / / Junio
134| HRALM uP-011 | 2ANOS | M / / 04/06/2013 / / Junio
135| HRALM uP-018 | 1ANOS | F / / 04/06/2013 / / Junio
136|  INdRE 0,003 / / / / 28/01/2013 / / Enero
137|  INdRE 0,005 / / / / 28/01/2013 / / Enero
138|  INARE 928 / / / / 28/01/2013 / / Enero
139|  INdRE 1686 / / / / 28/01/2013 / / Enero
140|  INARE 2225 / / / / 28/01/2013 / / Enero
141|  INdRE 0,70 / / / / 28/01/2013 / / Enero
142|  INdRE 0,90 / / / / 28/01/2013 / / Enero
143|  INdRE 0,92 / / / / 28/01/2013 / / Enero
144|  INARE 145 / / / / 28/01/2013 / / Enero
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145(  INdRE 1115 / / / / 28/01/2013 / Enero
146|  INARE 1137 / / / / 28/01/2013 / Enero
147|  INdRE 1576 / / / / 28/01/2013 / Enero
148|  INdRE 1635 / / / / 28/01/2013 / Enero
149|  INdRE 1724 / / / / 28/01/2013 / Enero
150  INRE 1772 / / / / 28/01/2013 / Enero
151|  INdRE 1798 / / / / 28/01/2013 / Enero
152  INdRE 1904 / / / / 28/01/2013 / Enero
153  INdRE 1937 / / / / 28/01/2013 / Enero
154  INdRE 1961 / / / / 28/01/2013 / Enero
155 HRALM 611 / / / / / / /
156 HRALM 1044 / / / / / / /
157 HRALM 1232 / / / / / / /
158 HRALM 1904 / / / / / / /
159 HRALM 2632 / / / / / / /
160 HRALM 3109 / / / / / / /
161 HRALM 3122 / / / / / / /
162 HRALM 4108 / / / / / / /
163 HRALM 4516 / / / / / / /
164 HRALM 617 14ANOS | F / / / / /
165 HRALM 208 / / / / / / /
166| HRALM 308 / / / / / / /
167| HRALM 408 / / / / / / /
168| HRALM 508 / / / / / / /
169 HRALM 806 / / / / / / /
170 HRALM 807 / / / / / / /
171 HRALM 808 / / / / / / /
172 HRALM 908 / / / / / / /
173|  HRALM 1008 / / / / / / /
174 HRALM 109 / / / / / / /
175 HRALM | UP-052A1 | 2ANOS | F | EXUDADO DF 01/02/2014 RIOPARINGTS | Febrero
176| HRALM |UP-060QR| 6 ANOS | M | EXUDADO DF 01/02/2014 R e S | Febrero
177| HRALM | UP-012PP / / / / / / /
178 HRALM UP-013MR | 2 ANOS F EXUDADO DF 01/02/2014 RINOFARINGITIS | Faprero
179| HRALM | UP-014EG 23;225 M | EXUDADO DF 11/01/2014 AR | Enero
180| HRALM LM-056 zgi\gs F | EXUDADO DF 13/02/2014 BRONCORSPASMO | Febrero
181 HRALM |UP-023MP | 11ANOS | F | EXUDADO DF 11/01/2014 CE:E%EE%%:ZR'A Enero
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UP-037SM N ENFERMEDAD
182 HRALM - 1 ANO EXUDADO DF 11/01/2014 / Dlgigﬁllggﬁgggéﬁm Enero
183| HRALM |UP-501GG| 5ANOS | M | EXUDADO / 11/01/2014 / Enero
UP- N
184] HRALM | o311y | 3ANOS EXUDADO bF 09/11/2013 ! RINOPARINGITIS | Noviembre
UP-
185 HRALM 0211PG 11 meses F EXUDADO DF 09/11/2013 / FARINGITIS Noviembre
186 HRALM LM-057 2 ANOS M EXUDADO DF 13/02/2014 / RINOFARINGITIS Febrero
187 HRALM LM-058 / / / DF / / / /
188 HRALM UP-071JB | 5 ANOS M EXUDADO DF 01/02/2014 / RINOFARINGITIS Febrero
189| HRALM [UP-0170M| 3meses | F | EXUDADO DF 01/02/2014 / RINOFARINGITIS | Eeyrero
190| HRALM | UP-068AT | 3ANOS | M | EXUDADO DF 01/02/2014 / RINOFARINGITIS | Fgprero
191 HRALM LM-059 / / / / / / / /
192 HRALM | UP-057FP [ 4ANOS | M | EXUDADO DF 01/02/2014 / Ronontvns. | Febrero
193 HRALM UP-9023 1 ANO F EXUDADO DF / / RINOFARINGITIS /
194 HRALM UP-9027 5 ANOS F EXUDADO DF 19/05/2013 / RINOFARINGITIS Mayo
195| HRALM UP-209 | 6 ANOS | M | EXUDADO DF / AR e 1> | Septiembre
09/09/2013
196 HRALM UP-309 | 6 MESES F EXUDADO DF 10/09/2013 / RINOFARINGITIS Septiembre
197 HRALM UP- 409 1 ANO M EXUDADO DF 10/09/2013 / RINOFARINGITIS Septiembre
198 HRALM UP-509 | 7 MESES M EXUDADO DF 10/09/2013 / RINOFARINGITIS Septiembre
199 HRALM UP-609 1 MES F EXUDADO DF 10/09/2013 / RINOFARINGITIS Septiembre
200 / 057-FP / / / / / / / /

Anexo 2. Relaciéon de muestras con resultados de RT-PCR.

No. De | hRSV (F | hMPV (L hMPV (N hRSV- A hRSV-B (GB | PIV-2
Muest | 193pb) 447pb) 599pb) (GA549pb) 106pb) (279pb)
ra

671 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1032 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1040 negativo Positivo Positivo negativo negativo positivas
1062 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1098 negativo negativo positivo negativo positivo negativo
1099 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1162 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1189 Positivo negativo positivo negativo positivo negativo
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1202 negativo negativo negativo positivo negativo negativo
1207 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1222 negativo Positivo Positivo positivo negativo negativo
1255 negativo negativo negativo negativo negativo negativo
1282 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1293 Positivo negativo negativo negativo negativo negativo
1298 negativo negativo negativo negativo negativo positiva
1325 Positivo negativo negativo Positivo negativo negativo
1326 negativo negativo negativo positivo negativo negativo
1333 negativo negativo negativo negativo negativo negativo
1335 Positivo negativo Positivo positivo negativo negativo
1344 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1348 Positivo negativo negativo negativo negativo negativo
1375 Positivo negativo negativo positivo positivo positivas
1377 negativo negativo Positivo negativo positivo negativo
1378 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1418 negativo negativo positivo negativo positivo negativo
1426 Positivo negativo negativo negativo negativo negativo
1432 Positivo negativo negativo Positivo negativo negativo
1440 Positivo negativo negativo negativo positivo negativo
1452 Positivo negativo positivo positivo positivo negativo
1537 negativo negativo negativo negativo negativo negativo
1586 negativo negativo negativo negativo negativo negativo
1589 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
1661 negativo negativo negativo positivo negativo negativo
1690 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1693 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1773 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1874 positivo negativo negativo negativo positivo negativo
1883 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1894 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
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1905 negativo negativo negativo positivo negativo positiva

1917 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1918 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
1930 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
2017 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2023 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2129 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2168 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2187 negativo negativo negativo negativo positivo negativo
2191 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
2225 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2242 Positivo negativo Positivo negativo positivo negativo
2270 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
2340 negativo Positivo Positivo negativo negativo negativo
2348 negativo negativo Positivo negativo positivo Negativo
2371 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
2431 Positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
2436 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
2453 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
2508 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
2522 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
2523 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
2524 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
2652 Positivo negativo negativo Positivo negativo Negativo
2719 negativo Positivo negativo negativo negativo Negativo
3101 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
3102 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
3112 Positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
3114 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
3115 Positivo negativo negativo positivo negativo negativo
3152 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
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3491 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
3496 Positivo negativo negativo negativo positivo Positiva
3497 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
3503 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
3510 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
3511 Positivo negativo positivo negativo negativo Negativo
3611 positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
3612 Positivo negativo positivo negativo positivo Negativo
3614 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
3618 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
3619 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
3629 Positivo negativo positivo negativo positivo Negativo
3637 positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
3651 negativo Positivo negativo negativo negativo Negativo
3652 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3699/3 | Positivo negativo Positivo positivo negativo Negativo
659

3670 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3671 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
3674 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3679 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3696 negativo Positivo negativo negativo negativo Negativo
3705 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
3721 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3734 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
3749 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
3763 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
3973 Positivo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
4102 Positivo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
4112 Positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
4130 Positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
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4208 Positivo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
4310 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
4355 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
4406 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
4468 Positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
4510 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
4514 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
4520 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
4593 negativo negativo negativo positivo negativo Negativo
4969 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
5084 negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
5153 negativo | negativo negativo negativo negativo Positiva
5162 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
5243 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
5281 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
5524 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
5614 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
5615 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
5622 Positivo negativo positivo negativo positivo Negativo
5630 negativo Positivo positivo negativo negativo Negativo
5637 Positivo negativo positivo negativo negativo Positiva
5643 Positivo negativo positivo negativo positivo Negativo
5651/5 | Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
661

0,11 positivo negativo positivo negativo positivo Negativo
0,12 negativo positivo positivo negativo negativo Negativo
0,18 positivo negativo positivo negativo negativo Negativo
0,25 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
0,30 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
0,44 positivo negativo positivo positivo negativo negativo
0,51 positivo negativo positivo positivo negativo Negativo
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0,61 positivo negativo positivo positivo negativo Positiva
0,62 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
0,71 positivo negativo negativo negativo positivo Positiva
0,25 positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
312 positivo negativo Positivo negativo positivo Positiva
1305 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
9023 negativo positivo Positivo negativo negativo Positiva
9027 positivo negativo Positivo negativo positivo Positiva
617 Positivo negativo positivo negativo negativo Negativo
208 negativo positivo Positivo negativo negativo Positiva
308 positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
408 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
508 Positivo negativo Positivo negativo positivo Negativo
806 Positivo negativo positivo positivo negativo Negativo
807 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
808 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
908 negativo negativo negativo negativo negativo Negativo
1008 Positivo negativo positivo negativo negativo Negativo
109 Positivo negativo positivo negativo positivo positiva
209 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
309 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
409 Positivo negativo negativo positivo positivo Negativo
509 Positivo negativo positivo negativo negativo Negativo
609 negativo negativo negativo negativo positivo Negativo
0,003 | negativo Positivo Positivo negativo negativo Negativo
0,005 | negativo | Positivo negativo negativo positivo Negativo
928 negativo | Positivo negativo negativo positivo Negativo
1686 negativo Positivo negativo negativo negativo Negativo
2225 negativo | Positivo negativo negativo positivo Negativo
0,70 negativo | Positivo negativo negativo positivo Negativo
0,90 negativo Positivo positivo negativo positivo Negativo
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0,92 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
145 negativo Positivo negativo negativo negativo negativo
1115 negativo Positivo negativo positivo negativo Negativo
1137 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
1576 Positivo negativo Positivo positivo negativo Negativo
1635 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
1724 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
1772 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
1798 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
1904 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
1937 Positivo Positivo Positivo negativo positivo Negativo
1961 Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
611 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
1044 positivo negativo negativo positivo positivo Negativo
1232 Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
1904 positivo negativo negativo positivo negativo Negativo
2632 negativo Positivo negativo negativo negativo Negativo
3109 negativo positivo negativo negativo negativo Negativo
3122 postivo negativo negativo positivo negativo Negativo
4108 positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
4516 Positivo negativo negativo negativo positivo Negativo
052-Al | Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
060- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
QQ

012- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
PP

013- Positivo Positivo negativo negativo negativo Negativo
MR

014- Positivo negativo negativo negativo Positivo negativo
EG

056- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
LM
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023- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
PM

037- Positivo Positivo negativo negativo negativo Negativo
IM

501- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
GG

311 Positivo Positivo negativo negativo negativo Negativo
211 Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
057- Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo
LM

058- Positivo Positivo negativo negativo negativo Negativo
LM

071- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
JB

017- negativo negativo negativo negativo Positivo Negativo
OM

068- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
AT

059- Positivo negativo negativo negativo Positivo Negativo
LM

057- Positivo negativo negativo negativo Positivo negativo
FP
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