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RESUMEN

Introduccion: Los virus respiratorios son la principal causa de infeccion respiratoria
aguda (IRA), en particular hRSV y hMPV reportan una elevada morbi-mortalidad
en el sector pediatrico a nivel mundial. En México no se cuentan con estudios
epidemioldgicos que monitoreen estos dos patdgenos de manera constante, para
mantener una red de vigilancia epidemioldgica actualizada. Dado su impacto en la
poblacion tanto en el sector salud como en el econémico, se necesita el desarrollo
de métodos de diagndstico de virus respiratorios sensibles, costeables y rapidos
Objetivo: Caracterizar y detectar mediante una metodologia especifica a los virus
hRSV y hMPV en muestras procedentes de pacientes pediatricos con IRA y
relacionar las caracteristicas clinicas con los datos epidemiolégicos resultantes.
Materiales y Métodos: Establecimiento del control interno de hMPV. Se
estandariz6 el tratamiento y condiciones de tripsina para favorecer la
fusogenicidad en muestras de hMPV, con ello se estableci6 el control interno para
futuros ensayos, dado que no existe una cepa comercial de referencia.
||Aislamiento viral y caracterizacién de muestras. Se manejaron 124 muestras de
pacientes con IRA, a las cuales se les realizaron 3 pases ciegos en células HEp-2,
a las muestras que no desarrollaron fusogenicidad a lo largo de los pases, se les
aplicé el tratamiento con TPCK, la cual favorece la aparicion de sincitios.
||Ensayos de inmunofluorescencia directa. Con las observaciones de los pases
ciegos realizados y el desarrollo de fusogenicidad, se tuvo un indicio de la
presencia de los virus en las muestras. Sin embargo, para corroborar esta
informacion se realizaron ensayos de IFD, para detectar hRSV y hMPV en las
muestras.|| Amplificacion. Se utiliz6 el ensayo de RT-PCR con oligonucleétidos
especificos para confirmar la infeccion por hMPV por medio de la amplificacién de
los genes N y L. ||Asociacién con caracteristicas clinicas. Se realizaron pruebas
estadisticas: t-student, x> o Wilcoxon segun fuera el caso.

Resultados: Con una muestra obtenida en colaboracion con el INDRE y la UASLP
se establecio el control interno de hMPV, la fusogenicidad se favorecié con el
tratamiento con TPCK. A las 124 muestras se les realizaron pases ciegos, el

18.55% desarrollaron fusogenicidad espontanea y el 16.13% inducida (con



tratamiento de TPCK). Para corroborar la presencia viral se realizaron ensayos de
IFD, obteniendo un 47.58% de hRSV, 14.52% de hMPV y un 19.35% de
coinfecciones. Para confirmar la infeccion por hMPV, se disefiaron pares de
oligonucledtidos especificos para los genes N y L; al realizar la amplificacion de
las muestras, se observaron bandas adicionales de peso mayor o menor a las
esperadas (599 pb y 447pb respectivamente), lo cual nos dio indicio de presencia
de variantes virales. Con estos resultados, se realizé la comparacién de métodos,
en donde los ensayos de RT-PCR fueron mas sensibles (93.5%) que el cultivo
celular, con respecto a los ensayos de IFD. En cuanto a las caracteristicas
clinicas, observamos que las IRA se presentan mayoritariamente en grupos
pediatricos, observamos diferencias significativas que asociaron al sexo masculino
con hRSV (p<0.01). También se observo la distribucion de hRSV y hMPV en los
estados de la Republica Mexicana, sin embargo cabe sefialar que para que este
estudio sea representativo se debe de ampliar el nUmero de muestras. Las
variantes que se asociaron con los agentes etioldgicos fueron ETI con hRSV vy el
diagnéstico clinico de Influenza con bandas adicionales en ambos genes (p<0.05).
hRSV se relacion6 con casos graves y hospitalizados, ademas las coinfecciones
se asociaron con casos no graves (p<0.01).

Conclusion: Se desarrollo una metodologia para la confirmacion de la infeccion de
hMPV por RT-PCR, que es sensible y especifica. Con los resultados se
observaron frecuencias y caracteristicas epidemiologicas de los virus hRSV,
hMPV vy coinfecciones, que resultaron ser similares a las reportadas

mundialmente.



ASBTRACT
Introduction: Respiratory viruses are the leading cause of acute respiratory
infection (ARI), particularly hRSV and hMPV report a high morbidity and mortality
in the pediatric sector in the world, however in Mexico no epidemiological studies
have monitored these two pathogens steadily, to maintain current epidemiological
surveillance network. Given its impact on the population, both in the health sector
and economically, we need to develop methods of diagnosis of respiratory viruses
sensitive, affordable and fast
Objective: To isolate, characterize and detected by a specific methodology to
hRSV and hMPV viruses in samples from pediatric patients with ARI and correlate
with clinical features resulting epidemiological data.
Materials and Methods: Establishment of internal control of hMPV. The conditions
for treatment with trypsin was standardized to favor in samples hMPV fusogenicity
thereby internal control was established for future trials, since there is no
commercial reference strain. || Viral isolation and characterization of samples. 124
samples were handled ARI patients to which underwent 3 passages on HEp-2
cells, the samples that did not develop along fusogenicity were administered TPCK
treatment, which favors to appearance of syncytia. || Direct immunofluorescence
assays. With the observations made in the passages and fusogenicity
development, there was an indication of the presence of virus in samples,
however, to corroborate this information IFD assays were performed to detect
hMPV hRSV and in the samples. ||[Amplification. We used RT-PCR with
oligonucleotides specific to hMPV infection confirmed through amplification of
genes N and L. || Association with clinical characteristics. Statistical tests were
performed: t-student, or Wilcoxon x° as the case.
Results: With a sample obtained in collaboration with  UASLP and InDRE
established internal control hMPV, fusogenicity was favored treatment with TPCK.
The 124 samples underwent blind passages, the developed fusogenicity was
18.55% spontaneous and 16.13% induced (TPCK-treated). To confirm the
presence of viral assays were performed IFD, 47.58% was obtained for hRSV,
14.52% hMPV and 19.35% a co-infections. To confirm hMPV infection, we



designed specific primers pairs N and L genes, to perform the amplification of
samples, additional bands were observed higher or lower weight than expected
(599 bp and 447pb respectively), which gave evidence of the presence of viral
variants. These results performed comparing methods, wherein the RT-PCR
assays were more sensitive (93.5%) than the cell culture assays regarding IFD. In
the clinical characteristics, we note that the IRA are mostly in pediatric groups, we
observed significant differences associated with hRSV males (p <0.01). We also
observed the distribution of hRSV and hMPV in the states of Mexico, however it
should be noted that for this study is representative must expand the number of
samples. The variants that were associated with the etiologic agents were ILI with
hRSV and influenza diagnosis with additional bands in both genes (p <0.05). hRSV
was associated with serious cases hospitalized; coinfections also associated with
no serious cases (p <0.01).

Conclusion: We developed a methodology for confirmation of infection of hMPV by
RT-PCR, which is sensitive and specific. The results were observed frequency and
epidemiological characteristics of hRSV, hMPV and coinfections, which were

similar to those reported worldwide.



l. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de hRSV y hMPV
El hRSV y hMPV son la primera y segunda causa, respectivamente de las
infecciones respiratorias agudas a nivel mundial en menores de 5 afos, personas
de la tercera edad e inmunocomprometidas.® ™
El hRSV fue aislado en 1956, de un chimpancé que presentaba un cuadro de
infeccion respiratoria. Poco tiempo después, un virus muy similar fue aislado de
infantes con resfriado comuan, estudios seroldgicos indicaron que el desarrollo de
la infeccion por este virus es frecuente en menores de 5 afios'®!
El hMPV fue inicialmente caracterizado por el equipo de Osterhaus en 2001, sin
embargo estudios retrospectivos seroldgicos han revelado la existencia de
anticuerpos contra hMPV en la poblacion humana desde 1950, es por ello que se
denomina un virus reemergente .
Ambos virus pertenecen a la familia Paramixoviridae, del orden de
Mononegavirales, se encuentran en la subfamilia Pneumovirinae. En esta familia
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Figura 1 Distribucién filogenética de virus pertenecientes a la familia Paramyxoviridae.
hRSV (virus sincitial respiratorio humano), bRSV (virus sincitial respiratorio bovino), y Cuatro Su b'grU pOS Al,
ORSV (virus sincitial respiratorio ovino), PMV (pneumovirus murino), hMPV
(metapneumovirus humano), APV (metapneumovirus aviar), hPIV2 (virus de parainfluenza
humanatipo 2), hPIV4ay b (virus de parainfluenza humana tipo 4ay b), hPIV5 (virus de A2’ Bl’ BZ’ basados en la
parainfluenza humana tipo 5), SV41 (virus de simio 41), MuV (virus de las paperas), NDV i . L.
(virus de la enfermedad de Newcastle), MeV (virus del sarampién), RPV (virus de lapeste  yariabilidad geneética de las
bovina), el DMV (Morbilivirus del delfin), CDV (virus del moquillo canino), HEV (virus
Hendra), NiV (virus Nipah), HPIV1 (virus de parainfluenza humanatipo 1), HPIV3 (virus de . ,
parainfluenza humana tipo 3), BPIV3 (virus parainfluenza bovina tipo 3), SEV (Virus gllCOprOte|naS de
Sendai). El andlisis genético se realiz6 utilizando el gen que codifica la nucleoproteina N.

Adaptado de [1] superficie de fusién (F) y

de anclaje (G)*Y. La existencia de dos subgrupos adicionales, A2a y A2b también

ha sido sugerida.™
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1.2. Genomas
Analogamente a otros miembros de la familia de paramixoviridae, hRSV y hMPV
tienen RNA de cadena sencilla no segmentado de polaridad negativa, es por ello
gue en la clasificacion de Baltimore se encuentran en el grupo V.
En el viridn, el genoma se asocia a la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P) y la
polimerasa (L), para formar un complejo ribonucleoproteico (RNP).
En hRSV, el RNA viral codifica para 11 proteinas, 9 estructurales y 2 no
estructurales (NS1 y NS2). Tiene una longitud aproximada de 15.2 kb.
En el caso de hMPV, el genoma incluye 8 genes y 9 marcos de lectura abiertos
(ORF) que codifican para 9 proteinas diferentes. Tiene una longitud aproximada
de 13.3 kb.
Como puede observarse en la figura 2, los genomas de hMPV y hRSV son muy
similares (comparten un 50% de identidad en la secuencia nucleotidica)®, sin
embargo difieren en lo que respecta a su organizacién (el orden en hRSV es SH-
G-F-M2 y en hMPV es F-M2-SH-G), en la ausencia de genes no estructurales en

hMPV y en la longitud.
A

420 375 1175 726 771 198 900 1725

2 EHOH I A

Figura 2. Esquema de la organizacion genémica de hRSV (A) y de hMPV (B).

NS1 y NS2: genes no estructurales 1y 2 (ausentes en hMPV), N:gen que codifica la nucleoproteina, P: gen que
codifica la fosfoproteina, M: gen que codifica la proteina de la matriz, F: gen que codifica la proteina de fusién, SH:
gen que codifica la proteina pequefia hidrfébica, G: gen que codifica la proteina de anclaje, L: gen que codifica la
polimerasa. El gen M2 codifica dos proteinas: M2-1: factor de transcripcion de antitermination, M2-2: sintesis de
factores de regulacion de RNA. Cabe sefialar que el solapamiento M2 y L en hRSV es debido a una superposiciéon
de los marcos de lectura. El rombo indica una sefial de transcripcion del RNA. La estrella: la sefial de iniciacion y
terminacion de la replicacion. Los numeros en la parte superior decada esquema indican la longitud de nucleétidos
gue abarca cada gen. Esquema adaptado de [1]

El genoma viral contiene ademas regiones no codificantes entre cada marco de
lectura abierto (ORF) de cada gen, que varian en tamafio desde 23 hasta 209

nucledtidos y contienen genes con sefiales de paro. El papel de estas regiones no
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codificantes es probablemente el mismo que el de otros Paramixovirus, en la que

secuencias de genes de inicio y el extremo de genes, controlan el inicio y la

terminacion de la transcripciont™ 3,

1.3. Estructuras

T Proteina de anclaje (G) T Proteina de fusién (F) DPo\lmerasa

X Proteina pequefia hidrofébica ﬂ Membrana lipidica éRNA

@ MNucleoproteina 4 Fosfoproteina . Proteina de matriz

Figura 3. (A) Representacion esquemética del hMPV y hRSV(.Adaptado de [1]) (B) Micrografia
electronica de hRSV (Tomada de [4]) y (C) Micrografia electronica de hMPV (Tomada de [1]).

La morfologia de los viriones, observados por microscopia electronica (Fig. 3B y
3C) se asemeja a la de otros virus de la familia Paramyxoviridae. hRSV y hMPV
son pleomérficos y tienen un diametro que oscila entre los 150 y 600 nm.

Son virus envueltos, ello quiere decir que cuentan con una membrana lipidica
derivada de la membrana de la célula hospedera, en la cual estan ancladas tres
glicoproteinas de superficie, la de fusion (F), la pequefia hidrofébica (SH) y la de
anclaje (G) que forman las espiculas de 13-17 nm que cubren a la proteina de la
matriz (M) (Fig. 3A).

La nucleocapside se conforma de tres proteinas, la nucleoproteina (N), la
fosfoproteina (P) y la polimerasa viral dependiente de RNA (L) que interaccionan
muy cercanamente con el RNA viral, formando un complejo ribonucleoproteico
(RNP) de forma helicoidal.
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Las proteinas de estos dos paramixovirus tienen diversas funciones, que se
describen en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los genes y proteinas codificadas por hRSV y HMPV. Adaptada de [14-17]

- Masa
Tamano

Gen/ (nt)? molecular

A .
Proteina (KDa) Funcidon

hRSV. hMPV hRSV hMPV

Son solo detectadas en pequefias cantidades
NS12 532 13.8 durante la infeccion de la célula hospedera.
Inhiben la induccion de intereferon-a/f en
respuesta a la infeccion viral, por inhibicion de
a la fosforilacién y translocacion nuclear del
NS2 503 14.5 factor regulatorio del interferon 3 (IRF-3),
ademas de bloquear la via JACK-STAT.
Proteina mayoritaria en la nucleocapside. Se
une al RNA viral y a su intermediario
replicativo, el antigenoma, para formar
nucleocapsides RNAsa resistentes.

Se encuentra mayoritariamente fosforilada.
Asociada a la nucleocéapside, Forma parte del
pP 914 909 27.2 32.7 complejo de la polimerasa, actuando como
cofactor, forma un complejo soluble con la

proteina libre monomérica N.
Se encuentra en la cara interna de la
MP 958 853 28.7 27.6 envoltura. Es importante en la morfogénesis
del virion.
Proteina transmembranal localizada en la
envoltura. Tiene una funcién desconocida.
SHP 410 627 7.5 20.6 Esta proteina no es necesaria para una
propagacion viral eficiente en hospederos
humanos.

Glicoproteina transmembranal tipo I,
localizada en la envoltura, tiene como funcién
principal el reconocimiento y anclaje a la célula
hospedera. Se ha observado que si el gen que
codifica para esta proteina es deletado se
producen viriones viables pero atenuados.
Glicoproteina transmembranal tipo |, localizada

= 1903 | 1644 |68-70| 58.5 en la envoltura. Se encarga de mediar la
fusion en la penetracion viral y la formacion de

NP 1203 | 1206 | 42.5 43.5

GP 923 711 |84-90| 23.7
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sincitios. La proteina es sintetizada en una
forma inactiva (Fo), por ello debe de ser
escindida por proteasas, (en hRSV son
endogenas, para hMPV son exdgenas) en dos
subunidades que son activas (F1 y F»).

Proteina asociada a la nucleocapside.
Actua como un factor de elongacion
transcripcional para evitar la terminacion
prematura de la transcripcion durante la
sintesis de los RNAm virales.
También es un factor de procesividad y
M2-1° 22 21.2 antiterminacion, permitiendo el transito de la
961 246 _ pglir_nerasa a traves de las regiones
intergénicas para acceder a genes distantes
del promotor. Desempefia un papel en la
asociacion de la proteina de la matriz con la
nucleocapside, que inicia el ensamblaje y la
gemacion.

Actla como regulador del balance de la
M2-2° 11 8.2 sintesis de RNA de la transcripcién a
replicacion.

Proteina con diversas actividades: RNA
polimerasa dependiente de RNA, transcriptasa
o replicasa.

La transcriptasa sintetiza el RNA
subgendmico, asegurando su nivelacion y
poliadenilacion. El modo de replicasa es
dependiente de la concentracion intracelular
de la proteina N. En este modo, la polimerasa
replica el genoma viral entero sin reconocer
las sefales transcripcionales.

L° 6578 | 6120 200 | 222.8

"El tamafio de los genes y la masa molecular de las proteinas varia de acuerdo al subtipo viral, para esta tabla se utilizé el reportado hRSV-
A2 y hMPV aislado CAN97-83.

2 Proteinas no estructurales sélo presentes en hRSV.

® Proteinas estructurales

--- No presente
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1.4. Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion de estos dos virus, es muy similar al de otros virus de RNA
con polaridad negativa, sin embargo cabe resaltar que aunque muchos grupos de
investigacion lo han estudiado, aiin no queda claro el papel de diversas proteinas.

1.4.1. Entrada
a) Unioén.

El primer paso de la infeccion consiste en la union del virus a las células diana, las
cuales pertenecen al epitelio de las vias respiratorias, sin embargo también se han
encontrado vestigios de infeccion viral en células dendriticas, macréfagos,
monocitos, leucocitos polimorfonucleares, células NK y neuronas *82%. Si bien en
este paso, hRSV requiere proteinas de unién (F o G)*!!, para hMPV la proteina F
también pueden estar implicada en este proceso. De hecho, varios estudios
muestran que la proteina G de hMPV puede no interactuar con los receptores
celulares con los cuales ya se ha caracterizado la interaccion con hRSV, por
ejemplo los glucosaminoglicanos (como heparan sulfato y condroitin B), asi como
lectinas de tipo C (proteina surfactante). La proteina F de hRSV también tiene
dominios de union a heparina 'y como G, se puede unir glicosaminoglicanos. Otros
receptores posibles incluyen a la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1)
para F y el receptor de fractalcina CX3CR1, para G de hRSV 2. En el caso de
hMPV, se ha reportado que la integrina avB1 puede actuar como receptor celular

23] Este paso inicial constituye una diana terapéutica

para las proteina Gy F
potencial y como tal, es el foco de varios estudios actuales, los cuales se
mencionaran posteriormente.
b) Fusion.

El mecanismo de fusién esta bien caracterizado entre los miembros de la familia
Paramyxoviridae y se basa en sucesivos cambios irreversibles en la conformacion
de la proteina F?*?°l. Esta glicoproteina de superficie de clase | ?”) se sintetiza en
forma de un precursor Fo que después se escinde mediante una proteina celular
del tipo de las furinas en dos sub-unidades, F; y F, unidas por un puente

disulfuro®® (Fig. 4).
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La subunidad F1 comprende varios dominios funcionales: (i) en el extremo

N-terminal, un péptido de fusion (PF), el cual se inserta en la membrana de la
célula huésped durante el proceso de fusion (ii) "interaccién” de dos dominios
hepta repetidos HRA y HRB que juegan un papel en el plegamiento de la proteina
y durante su actividad fusogénica, (iii) una region altamente conservada, entre las
dos regiones HR de la subunidad F1 (CBF;), que participa en el plegamiento y
homotrimerization de F, (iv) en el extremo C-terminal, una regiéon transmembranal
(TM) de anclaje que se inserta en la envoltura viral y una cola intracitoplasmatica
(C-cola).
La unidad de F2 comprende: (i) el péptido sefial (PS) de la proteina en el extremo
del N-terminal y (ii) una regién altamente conservada (CBF;) .La funcion de la
region CBF, y de hecho la proteina F2, aun tiene que ser caracterizada. Cabe
sefialar que en la mayoria de los virus de la familia Paramyxoviridae, la fusion se
produce en condiciones de pH neutro®®. Sin embargo algunos estudios con
hMPV-A, han demostrado que la fusién se estimula en pH &cido (pH=4.3-5.0)%.

22 103 125 172 454 490 514
| AL N
F2 F1
<€ > € >
"HE B~ v
L.

Figura 4. Representacion esquematica de la proteina de fusién F. Las dos subunidades F1y F2 son derivada de la
escision del precursor FO en la sitio de corte. SP: péptido sefial; FP: péptido de fusion; HRA: region heptada
repetida A; HRB: region heptada repetida B, TM: Dominio transmembranal, C-cola: cola citoplasmica; CBF 1y 2:
dominio conservado de las dos subunidades (F1y F2, respectivamente). Esquema adaptado de [1, 24]

Durante la fusion de la membrana celular y viral, las regiones hepta repetidas (HR)
asumen una estructura de horquillas de trimero, posicionando el péptido de fusién
a la region C-terminal del ectodominio. La formacion de esta estructura parece
conducir aposicion y la posterior fusion de las membranas celulares y virales (ver

figura 5).
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Mas tarde durante la infeccidon, las proteinas F expresadas en la membrana
plasmética de las células infectadas podria mediar la fusion con células
adyacentes para formar sincitios, un efecto citopatico que podria conducir a

necrosis tisular 7,

Poro
resultante

~
-/. Poro

resultante
de fusién

Tallo de lipidas

5 Externa

Externa

"
E
]
]
£

Hemifusidn

(e’ s

Figura 5. En el modelo actual, la proteina tiene al menos 4 estados conformacionales: pre-fusion, pre-horquilla,
hemifusién (horquilla) y el post-fusién. En la figura A podemos observar como se realiza la fusion de las
membranas celular y viral conforme los diferentes pasos de la fusién. En la figura B, se muestra como es que
interactla la proteina de fusién con la membrana celular, hasta obtener un poro por donde puede entrar la
nucleocapside . Adaptado de [24]

1.4.2. Eventos post-entrada.
Una vez que la nucleocépside viral se encuentra en el interior del citoplasma, las

proteinas P, N y L se disocian del RNA viral y se unen a su vez entre si formando
el complejo de la polimerasa.
El RNA gendémico puede servir como una matriz para la transcripcion y replicacion
viral que ocurre en el citoplasma de la célula infectada.

a) Replicacién y transcripcién del genoma.
Los genomas virales tienen regiones lideres en el extremo 3’ y una region rica en
uracilos al final de estas regiones, importantes para el inicio de la trascripcion.
Hay que tomar en cuenta que se tiene un solo promotor para todo el genoma viral
y si la polimerasa se encuentra con las secuencias de paro, es susceptible a
disociarse del templado y reiniciar la sintesis de RNAm, volviendo a encontrarse
con una secuencia de inicio (que corresponderia a los primeros genes en sentido
3’-5’), esto conduce a un gradiente de RNAm, lo cual quiere decir que su
concentracion va disminuyendo desde el extremo 3’ (en donde en hRSV se
encuentran las proteinas NS1 y 2 y para hMPV se encuentra el gen N) hacia el 5
(gen L) 4,
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Para la replicacion del genoma, la proteina M2-2 cambia el modo operacional de la
polimerasa de transcripcién a replicacion'*¥. Se inicia en el promotor del extremo
3’ y la polimerasa prepara la sintesis del RNA ignorando las sefiales de inicio y de
paro de los genes, creando un antigenoma que es utilizado como templado para
obtener el genoma de sentido negativo que se incorporara a los viriones 2.
b) Traduccién de proteinas y gemacion del virién.

Se sintetizan nuevas proteinas P, N, L, que se asocian con el genoma viral para
formar nucleocapsides, que se incorporaran a los nuevos viriones durante la
gemacion en la membrana celular.

Las glicoproteinas de la envoltura (F, G, SH) sufren modificaciones post-
traduccionales en el aparato de Golgi, para posteriormente dirigirse a las balsas
lipidicas de la membrana citoplasmatica de la célula hospedera. La proteina M se
localiza en la cara interna de las balsas lipidicas, donde se lleva a cabo el proceso
final de ensamblaje al interactuar con las proteinas de la nucleocapside, y

posteriormente llevar a cabo la gemacion.

l Descapsidacion
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Figura 6. Representacion esquematica del ciclo de replicacion de hRSV y hMPV. Adaptada de [32]
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1.5. Patogénesis y respuesta immune.

hRSV y hMPV se asocian con una variedad de sintomas y diagndsticos de
infecciones del tracto respiratorio superior e inferior. Si la infeccion es leve, la
duracion de los sintomas es generalmente menor a una semana; algunos estudios
han sugerido que los nifios propagan el virus durante 1 a 2 semanas mediante
fomites’® “. Sin embargo, si la infeccion no es tratada correctamente y se
conjuntan factores, tanto del hospedero como del virus, se pueden adquirir
enfermedades graves de las vias respiratorias inferiores, como bronquiolitis,
neumonia, laringotraqueobronquitis (crup) y asmal® 34,

Se ha observado que hRSV, ademas de tener tropismo por células de las vias
respiratorias, también puede infectar macrofagos y monocitos, interfiriendo con
sus funciones fagociticas™'®. Asimismo la infeccion de ambos agentes virales a

(35]

células dendriticas, interfieren con la induccion del interferén a . Durante la

bronquiolitis, se puede observar necrosis, destruccion de células epiteliales

ciliadas e infiltracion de células mononucleares B¢

Tejidos submucosos y
adventicios se vuelven edematosos y hay un exceso de moco, lo cual se conjuga
con obstruccion de bronquios y alveolos, causando enfisema.

Gran parte de la patogénesis de hMPV ha sido inferida mediante la observacién

en animales de experimentacion y por su similitud con hRSV.

1.5.1. Respuesta inmune innata.

En una infeccion viral aguda, se induce una respuesta mediada por interferén de
tipo | (IFN-I), por ello los virus de RNA utilizan mecanismos para evadir esta
respuesta antiviral. La produccion de IFN-I puede deberse a la activacion de la via
de sefalizacion JAK/STAT 7). Por otra parte, los receptores tipo Toll (TLRs) y las
helicasas (RIG-I y MDA-5) son los receptores de reconocimiento de patrones mas
comunmente activados por infecciones con virus de RNA, iniciAndose una
cascada de sefializacion que desencadena la expresion de citocinas
proinflamatorias y mediadores inmunes®®. El TLR 7, que esta situado en el
compartimento celular endosomal, ayuda a la maduracion de células dendriticas,

mientras que RIG-I y MDA-5 son sensores citoplasmaticos que se han identificado

10
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como esenciales para la induccién de IFN-I por varios virus®® *. La proteina
mitocondrial de sefializacion antiviral (MAVS), es una proteina adaptadora que une
a RIG-I y MDA-5 para la activacion de los factores reguladores de transcripcion
IRF3 y NFk-B que, en ultima instancia conduce a la activacion de la produccién de
IFN-1401,

Se tiene bien caracterizado que las proteinas NS1 y NS2 de hRSV son las
responsables de reducir la induccion de INF-I, por la inhibicion del factor de
trascripcion IRF-3, de igual forma incrementa la degradacion de STAT-2, lo cual
tiene un efecto inhibidor en la via JACK/STAT y por lo tanto del INF 1.

Hay poca informacion disponible sobre la interaccion de hMPV y el sistema
inmune innato. En cultivos celulares, hMPV ha demostrado ser inductor de la via
de IFN de tipo I, que tiene lugar a través de la via RIG-MAVS, sin la participacion
de MDA-51“. Diferentes proteinas de hMPV evaden esta via, por ejemplo, la
fosfoproteina de hMPV-B ha demostrado ser un antagonista de IFN, pero
curiosamente, la fosfoproteina de hMPV-A carece de esta actividad B°. En este
estudio, se constatdé que la sefalizacion de RIG-I no era bloqueada por la
fosfoproteina, mientras que otros estudios sugieren que la proteina G se une a
RIG-I para inhibir la via de IFN-I 3],

Se ha propuesto que pueden existir diferencias entre las respuestas que
presentan los huéspedes ante una infeccion por hMPV o hRSV. Un estudio
Finlandés ha encontrado mayores niveles de interleucina-8 (IL-8) y la disminucién
de los niveles de CCL5 (RANTES) en secreciones nasales de los nifios infectados
por hMPV en comparacién con los niveles de nifios infectados con hRSV*Y. En
contraste, se reporté que infantes infectados por hMPV produjeron niveles
significativamente mas bajos de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) en lavados nasales, en comparacion a lactantes infectados
por hRSV o influenza®.

Estudios con ratones BALB/c infectados con hMPV demostraron
significativamente, mayores cantidades de IFN-I que los de ratones infectados con
hRSV 9. Estos hallazgos sugieren que el hMPV puede inducir una respuesta

diferente a hRSV en el hospedero.

11
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1.5.2. Respuesta inmune especifica.

a) Respuesta humoral.
La respuesta inmune humoral juega un papel importante, aunque no definitivo, en
la proteccién contra infecciones por hRSV y hMPV! . Los niveles elevados de
anticuerpos maternos transferidos prenatalmente se relacionan con la proteccion
contra infecciones causadas por estos virus en las primeras 5- 6 semanas de vida,
cuando el titulo de los mismos es maximo. Sin embargo, pasado este periodo
tendrian un efecto negativo, ya que se ha propuesto que interfieren en el
desarrollo de una adecuada respuesta de anticuerpos por parte del sistema
inmune inmaduro de estos lactantes*”. Debido a ello, la prevalencia de
anticuerpos contra hRSV y hMPV va en aumento proporcional con respecto a la
edad, observandose que todos los nifios mayores de 5 afios ya han producido
anticuerpos contra estos dos agentes® 2!,
Se ha demostrado que las glucoproteinas de superficie F y G son las principales
proteinas virales que desencadenan una respuesta de anticuerpos
neutralizantes!®.
En el caso de hRSV los anticuerpos neutralizantes son principalmente del tipo IgA
471 Se ha visto que el sistema inmune de los lactantes de 1 a 2 meses de edad
reconoce principalmente a la glucoproteina G de hRSV y es a esta a la que esta
dirigida la respuesta inmune protectora “%. La aparicién de inmunoglobulina
secretoria del tipo IgA anti-hRSV en secreciones nasales de lactantes esta
asociada a la disminucién de la propagacion del virus, mostrando el rol importante

59 La inmunidad

de la respuesta inmune local frente a la infeccibn con hRSV
sérica contribuye en la proteccidn contra la reinfeccion ya que se ha visto que los
anticuerpos neutralizantes en suero contra hRSV persisten por mas tiempo que las
inmunoglobulinas secretoras del tipo IgAPY.

En cuanto a los anticuerpos IgE especificos contra hRSV, se ha reportado que
promueven el desarrollo de sibilancias *.

Para hMPV, se ha demostrado que la proteina F es el objetivo principal de
anticuerpos neutralizantes®?. Sin embargo, se ha observado en diversos modelos

animales que la duracion de la proteccion es limitada, un estudio en macacos

12
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mostro una disminucion de la inmunidad a las 12 semanas y una pérdida completa

de la proteccién en 8 meses 3!,

b) Respuesta celular.

Este tipo de respuesta es esencial para limitar la replicacion del virus y
contribuir a la resolucion de la infeccion. Sin embargo algunos elementos de la
respuesta inmune tipo Th2, como IL-5 y RANTES, parecen estar relacionados con
la fisiopatologia de las infecciones respiratorias de las vias inferiores, ademas, de
tener relacién con asma en nifios que padecen bronquiolitis!*®!.

Dado que practicamente todos los niflos presentan infeccion por estos dos
agentes en los primeros afos de vida, pero no todos desarrollan bronquiolitis y la
gravedad de esta es variable, se ha propuesto que la respuesta inmune del
paciente contribuye a las diversas manifestaciones de las infecciones causadas
por este virus Y. La respuesta inflamatoria a la infeccién se inicia en las células
del epitelio respiratorio, estas producen diversas citocinas y quimiocinas en
respuesta a las infecciones virales. Las personas con bronquiolitis producen IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8, proteina inflamatoria de macréfagos-1 a y RANTES. En
respuesta a estas citocinas, se produce una infiltraciéon de células inflamatorias

predominantemente neutréfilos! e,

Los macréfagos también participan en la
respuesta inmune inicial y mas tarde se atraen linfocitos B, baséfilos y eosinofilos
y hacia las vias respiratorias que liberan diversas moléculas como histamina,
leucotrienos e IgE. Estas moléculas se relacionan con la broncoconstriccion e
hiperreactividad bronquial. ®!

Una vez iniciada la respuesta inmune, los linfocitos T cooperadores (Th)
son activados, generando una respuesta adaptativa de tipo Thl o Th2. La
produccion temprana de INF-y es primordial para que se presente una respuesta
predominante Thl, mientras que, una baja produccion de éste, se asocia con una
respuesta que es preponderantemente de tipo Th2, presentdndose eosinofilia
pulmonar persistente °°.

Se ha estudiado el perfil de activacibn de citocinas en pacientes con

primoinfeccion por hRSV, comparandose los niveles de las mismas entre sujetos
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con bronquiolitis y con infeccidn respiratoria aguda alta (IRAA). Hallandose
diferencias significativas entre ambos grupos, observando una mayor activacion
de citocinas de tipo Th2 (IL-4 y IL-10) en los pacientes que presentaron
bronquiolitis en comparacién con los que presentaron IRAA, en donde se observo
mayor relacion con la respuesta de tipo Thl (se encontré6 un sesgo hacia la
produccion de IFN-y e IL-12). Esto sugiere que las manifestaciones clinicas de la
infeccién por hRSV se relacionan con el balance entre las respuestas Th1/Th2 ¢,
Se desconoce si la tendencia al predominio de una respuesta sobre la otra es
inducida por hRSV, o se debe a una tendencia determinada genéticamente. Se ha
mostrado que personas con algunas variantes del receptor de citoquinas CCR5
podrian tener una mayor susceptibilidad a las infecciones por hRSV. En otros
estudios, se ha encontrado que la presencia de ciertos polimorfismos de una sola
base (SNP) en el TLR4 se asocia significativamente con un mayor riesgo de
desarrollar una infeccién severa por hRSV ¢! Ademas, de manera similar, el
haplotipo formado con los SNP’s -251T/A 'y 781 C/T de IL-8 también esta asociado

con la susceptibilidad a infecciones graves por hRSV®".

1.6. Tratamiento y vacuna

1.6.1. TRATAMIENTOS.

La mayor parte de los nifios con infecciones respiratorias de etiologia viral reciben
cuidados de soporte. Para los nifios que necesitan hospitalizacién, los
tratamientos primarios son suplementacion de oxigeno, hidratacién intravenosa,
broncodilatadores y en los casos mas severos asistencia respiratoria mecanica.
Los corticoesteroides son comunmente usados como terapia antiinflamatoria, sin
embargo no son muy recomendables!*®.

Gran parte de las moléculas antivirales probadas contra la infeccion por hRSV han
mostrado eficacia contra hMPV!Y. Las similitudes en la organizacién genémica y
en la funcionalidad de las proteinas de superficie entre hRSV y hMPV harian
suponer que ciertas estrategias terapéuticas que son eficaces contra hRSV

pueden mostrar actividad inhibidora contra hMP V™.
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a) Rivavirina.

Es el Unico farmaco antiviral actualmente aprobado para hRSV, aunque no es
especifico para este agente. Es un analogo de nucledsidos administrado
comunmente por aerosol. Su uso se ha asociado con un mejoramiento en la
oxigenacion y una disminucion de la inflamacion asociada con sibilancias y
enfermedad severa. No obstante, su uso ha sido limitado debido a que es muy
costosa, a su potencial teratbgeno y a los resultados contradictorios en los
ensayos de eficacia, por ello su utilidad contintia siendo controvertida®. Se ha
utilizado también en forma terapéutica y profilactica con infecciones en pacientes
inmunocomprometidos, mostrando buenos resultados aunque no estadisticamente

significativos, por lo que contintia siendo evaluada®™.

b) Anticuerpos.
Se han administrado dos tipos de anticuerpos:

i) Policlonales
-RSV-IGIV, IgG purificado a partir de plasma de individuos sanos en alta
concentracion dirigido a hRSVPY,

i) Monoclonales
-Palivizumab: Ha sido probado en nifios con alto riesgo de padecer infecciones
graves por hRSV y como tratamiento para el mismo agente etiol6gico. Dirigido a la
proteina F, se ha reportado que previene enfermedades de las vias respiratorias
bajas y que es capaz de inhibir la replicacién de hMPV in vitro 8 8%,
-mAb 338: Anticuerpo dirigido a la proteina F de hMPV, neutralizé las cepas
prototipicas de los cuatro sub-grupos de hMPV [,
-Motavizumab: Anticuerpo IgG1, derivado de Palivizumab. Tiene una mayor
afinidad por la proteina F de hRSV y una mejor capacidad neutralizante, es

aproximadamente veinte veces mas potente que el Palivizumab®*.

c) Otros tratamientos:
Los inhibidores de fusion se dirigen a los primeros pasos del ciclo de replicacion

viral. Se han obtenido resultados prometedores contra la infeccion por hRSV, con
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el farmaco VP14637, que se encuentra en estudios clinicos® 62,

Desafortunadamente, hasta ahora ningun inhibidor de la fusion sintético que sea
eficiente contra hRSV ha obtenido alguna actividad inhibitoria contra hMPV),

Se ha probado la utilidad de varios péptidos inhibidores, que son secuencias
homologas a los dominios HRA y HRB de hMPV, mostrando una potente actividad
inhibidora in vitro. Entre ellos, un péptido mostré eficacia en la administracion
intranasal en ratones®,

Una nueva terapia para el tratamiento de infecciones virales, es el RNA de
interferencia (RNAI). Esta técnica se basa en la regulacion de la expresion de
genes en las células y es dependiente de la accion de los pequefios RNA’s no
codificantes que inhiben la traduccién del RNAm. Un RNAI dirigido al RNAmM que
codifica para la proteina N de hRSV (ALN-RSV01) ha mostrado un gran potencial
inhibitorio en monos y en humanos ®*.

Recientemente, se han probado varios RNAI para la inhibicion de la expresion de
proteinas N y P de hMPV in vitro, algunos han mostrado una buena actividad

inhibidora 1,

1.6.2. VACUNAS.

El reto principal para el desarrollo de una vacuna efectiva contra hRSV y hMPV, es
inducir una respuesta inmune duradera. Se han realizado diversas estrategias,
como el uso de virus atenuados, quiméricos y las que son generadas con
proteinas recombinantes y subunidades.

En cuanto a la vacunacion contra hRSV, las proteinas F,G y M han sido probadas
para inmunogenicidad y proteccion®®®.

La primer vacuna disefiada, consistio de un virus inactivado tratado con formalina.
Desafortunadamente, su aplicacion en los afios 60 se asocié con una enfermedad
mas severa en nifios infectados con hRSV circulante. Se ha propuesto que el
mecanismo responsable fue la inmunopotenciacion de la infeccion y un
desequilibrio de las reacciones Th1/Th2 con un sesgo hacia el perfil Th2*"). por

ello, se prefiere experimentar con vacunas construidas a partir de virus atenuados.
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Se han evaluado virus atenuados a partir de la replicaciéon a bajas temperaturas,
algunas se encuentran en estudios clinicos de fase | con diferentes resultados!®®.
También se ha utilizado la genética reversa, que consiste en hacer las mutaciones
directamente sobre la secuencia del RNA viral. De esta manera se han construido
cepas mutantes con proteinas deletadas a partir de las cepas atenuadas sensibles
a la temperatura (ASH, ANS1 y ANS2)8!,

Del mismo modo se han desarrollado vacunas basadas en subunidades. Varios
estudios en fase | y Il mostraron que la vacuna BBG2Na basada en la
glicoproteina G de hRSV resulto ser prometedora en seguridad e inmunogenicidad
para este virus. Se encuentra en fase 1111%,

Actualmente, para hRSV, se estan realizado vacunas basadas en virosomas, que
son particulas parecidas a virus, sin nucleocapsides o acidos nucleicos. Estas
particulas pueden reconstituirse con algunos adyuvantes como el tripéptido
palmitolado (P3CSK4, ligando de TLR-2) y, recientemente obteniendo mejores
resultados con monofosforil lipido A (MPLA, ligando de TLR-4), en donde en
modelos animales, se observO una respuesta sesgada hacia el tipo Thl (con
produccion de IFN-y y 1gG2a)".

Para hMPV, se sigue buscando una vacuna, hay que tomar en cuenta que es un
virus re-emergente, con un descubrimiento reciente y que aun falta investigacion,
sin embargo dada su importancia, se han realizado diversos estudios para el
desarrollo de una vacuna eficiente.

En uno de los primeros trabajos, se evalud la eficacia de un vector de virus
quimérico construido con el virus de la parainfluenza bovina de tipo 3 (bPI1V3) que
contiene los genes F y HN de PIV3 humano y que expresan la proteina F de
hMPV. En este estudio, se ha mostrado que los anticuerpos producidos
desarrollan una buena protecciénl™.

Se han evaluado otras vacunas quiméricas en donde se han sustituido las
proteinas N y P de hMPV por las de aMPV subtipo C. Posterior a la vacunacion
intranasal, se observaron niveles altos de anticuerpos neutralizantes y tras el reto
con hMPV, los titulos virales fueron reducidos en comparaciéon de los controles a

los 3 dias posteriores al desafiol’?.
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También se han propuesto vacunas con virus atenuados a bajas temperaturas
(como se mencioné con hRSV), sin embargo al probarse en hasmters, no se
observé una induccién de altos titulos anticuerpos protectores!™,

La proteina F se ha utilizado para desarrollar vacunas de subunidades. La
vacunacion de hamsters con la proteina F soluble ha demostrado inducir la
inmunidad protectora contra hMPV A y B [, Ademas, la vacunacién de DNA con
un plasmido que lleva el gen F o la vacunacién con una proteina F purificada
soluble que carece del dominio transmembranal, ha inducido inmunidad

protectoral™®.

1.7. Diagnastico.

a) Cultivo celular.

Las lineas celulares derivadas de epitelio humano son las mas efectivas y
permisivas para la replicacion in vitro de hRSV, sin embargo, se ha reportado que
también puede infectar linfocitos, monocitos y células dendriticas!’®. No obstante,
la linea celular que se considera la mas eficiente para la replicacion de hRSV es la
HEp-2, proveniente de carcinoma de laringe humano, en donde se observa su
ECP caracteristico: la formacion de sincitios.

Aunque el hMPV ha estado circulando cuando menos 40 afios en la poblacién, la
dificultad de su aislamiento en cultivo es la razén por la que hasta recientemente
se identificara. Este virus requiere la adicion de tripsina a las lineas celulares
habituales para su crecimiento in vitro. hMPV tiene afinidad por algunas lineas
celulares, comunmente se cultiva en una linea celular de mono Rhesus (LLC-MK2)
y en células de rifion de mono verde africano (Vero). ¥ A-549, HEp-2 y HEp-G2
pueden apoyar la replicacién de algunos subtipos de hMPV.""! Su crecimiento en
cultivo celular es lento y los efectos citopaticos son variables. Suele presentarse
redondeo de las células infectadas, desprendimiento de la monocapa y en algunas

ocasiones, sincitios.

b) Ensayos de Inmunofluorescencia.
El diagndstico de la infeccion se basa en la deteccidon directa de componentes

virales (proteinas, particulas, o0 RNA); con sensibilidades aceptables!’®.
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Ademas existen kits que detectan todo un panel de virus respiratorios.

c) Ensayos Moleculares.

Actualmente, no existe un "estandar de oro" ni un ensayo consenso para la
deteccion de hMPV en muestras clinicas, sin embargo las técnicas basadas en
ensayos de RT-PCR son generalmente los métodos de eleccion para la deteccion
de ambos agentes "%

Los ensayos moleculares detectan los genotipos virales y dependen en regiones
conservadas (generalmente se utilizan regiones del gen N, para la deteccion de
todos los subgrupos). Estan disponibles diversos ensayos comerciales en varias
compafiias de diagnéstico. Estos ensayos incluyen tanto RT-PCR (Por ejemplo,
ensayos por GenProbe / Prodesse, San Diego, CA) y NASBA (bioMe'rieux, Marcy
I'Etoile, Francia) % .

La mayoria de los ensayos multiplex para la deteccién de virus respiratorios
incluyen a hRSV y hMPV, dada su importancia.

El panel de virus respiratorios XxTAG (RVP; Luminex, Toronto, Canada) ha recibido
Aprobacién de la FDA, que es un requisito previo para su uso preferente en
diagndsticos de rutina de laboratorio en los Estados Unidos.

Un método alternativo de deteccidbn multiple para patdgenos respiratorios es la
tecnologia RespiFinder (Pathofinder, Maastricht, Paises Bajos), que se basa en
PCR multiplex, analizado por electroforesis capilar en gel. En esta tecnologia
hacen uso de la sonda de amplificacion multiplex ligadura-dependiente (MLPA) y
emplea dos sondas que hibridan exclusivamente en presencia del objetivo
especifico de secuencias complementarias. Este ensayo ha demostrado tener una
alta sensibilidad (98,2%) y especificidad (100%) en un estudio que investig6 144
muestras clinicas Y. Sin embargo, para llevar a cabo este ensayo se debe de
contar con un equipo de secuenciacion por capilar. Actualmente existen otras
tecnologias novedosas.

Algunos ejemplos son los microfluidos que incluyen ensayos con chips ©,
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Il. ANTECEDENTES

2. 1. Infecciones respiratorias agudas (IRA)

Las IRA son las infecciones mas frecuentes a lo largo de toda la vida del ser
humano, con wuna variacibn en cuanto a su etiologia, condicionada
fundamentalmente por la edad, las circunstancias medioambientales, el ambito
asistencial y la enfermedad de base.

Se definen como todo proceso infeccioso de menos de 15 dias de
evolucién, que compromete el aparato respiratorio. Se caracterizan por rinorrea,
congestion nasal y tos o dificultad respiratoria. Se dividen en infeccion respiratoria
alta y baja. Las infecciones respiratorias altas son: otitis media aguda, rinitis,
sinusitis y faringoamigdalitis. Las infecciones respiratorias bajas son: crup
(laringotraqueobronquitis), bronquitis, bronquiolitis y neumonia.®

Se han identificado méas de 200 virus diferentes distribuidos en seis familias

implicados en la patogenia de las infecciones del tracto respiratorio.

2.2. Epidemiologia.

Las infecciones respiratorias persisten como problema de salud publica y
econdémico, debido a que presentan la tasa de morbi-mortalidad mas alta en nifios
menores de cinco afios,

La mortalidad por IRA se estima en 3,9 millones de muertes al afio. En
nifios menores de 5 afios causa 1,9 millones de muertes por afio.®¥

Se estima que en paises en desarrollo ocurren 151,8 millones de casos
nuevos anuales (95% de la incidencia mundial en menores de cinco afos); 7 a
13% de los casos resultan en hospitalizacion®.

Las estadisticas en México nos reportan que las IRA constituyen la segunda
causa de mortalidad infantil en nifios entre 1 y 4 afios de edad y la tercera causa
en menores de un afio®, en el 2010 se reportaron 26, 712, 790 casos de IRAL,

Aungue la etiologia de estas infecciones puede ser bacteriana, se estima
que mas del 50% es de origen viral. hRSV y hMPV son la primera y segunda

causa respectivamente, responsables de las infecciones respiratorias agudas a
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nivel mundial en menores de 5 afios, personas de la tercera edad e
inmunocomprometidas.®”!

De las infecciones virales respiratorias que requieren hospitalizacion, el 40% se
debe a hRSV y el 10% a hMPV. &8,

Entre las caracteristicas epidemiolégicas que comparten ambos virus se

encuentran:

I () Estdn presentes en todos los

[7] hvev | .
4 T continentes.

(ii) Tienen una distribucion estacional

con ocurrencia principal en invierno y

Ndmero de muestras positivas

primavera (Ver figura 7))

Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo

(i) Se transmiten mediante fomites.

Meses
Figura 7. Distribucién estacional de hRSV y hMPV.
Adaptado de [2]

Del 30 al 85% de los nifios hospitalizados con ambos virus, tienen
enfermedades croénicas, tales como asma, enfermedad pulmonar crénica debido al
nacimiento prematuro, enfermedad cardiaca congénita o cancer ® 3% 34 Los
adultos sanos que son infectados, pueden mostrar sintomas de resfriado.

La reinfeccion puede producirse nuevamente, debido a la variedad de
cepas que circulan segun la temporada® .

Estadisticas a nivel mundial, nos indican que hRSV es la primer causa de
bronquitis y neumonia viral, con 17-18.5 admisiones por cada 1000 nifios,
ademas, es responsable de 64 millones de infecciones y 160,000 muertes
anuales, en donde 10,000 son reportadas en adultos mayores y personas
inmunosuprimidas. hMPV es la segunda causa de bronquiolitis y heumonia viral,
con 3.2 admisiones hospitalarias por cada 1000 nifios, en adultos mayores es

responsable del 8% de las infecciones y reporta un indice de mortalidad del 7% ©.

2.2.1. Epidemiologia en el continente Americano
En el continente americano se cuenta con la Organizacibn Panamericana
de la Salud (OPS), que se encarga de controlar y coordinar politicas que

promuevan la salud y el bienestar en los paises de este continente. Como parte de
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la actualizacion, emite boletines con datos recopilados de los Estados Miembros,
para vigilar distintos rubros concernientes a la salud publica. El boletin que
recientemente publico (2012), esta mas enfocado al monitoreo de la influenza, sin
embargo también se han recopilado datos de otros virus respiratorios. Se reporta
gue hRSV tiene un 32.44% de incidencia en el periodo 2011-2012, mientras que

para hMPV, se reporta una incidencia menor al 1% (ver figura 8).
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Figura 8. Datos epidemioldgicos de la distribucién por semanas de hRSV y hMPV en el continente Americano, la
linea ubicada en la parte superior de los histogramas, representa el patron de las infecciones virales totales
reportadas en el periodo de 2011-2012. A. Frecuencia epidemiolégca de hRSV. B. Frecuencia epidemioldgica de
hMPV. Adaptado de [3]

2.2.2. Estudios epidemiol6gicos nacionales.

Destacan diversos estudios epidemioldgicos recientes. En el primero, el grupo de
Noyola, realizé un estudio de epidemiologia molecular para hMPV, relacionado a
caracteristicas clinicas en el estado de San Luis Potosi en el afio 2005Y. El
segundo trabajo pertenece Cabello y colaboradores, que realizaron la
caracterizacion y deteccion viral de muestras de pacientes pediatricos en una
localidad del distrito de Tlalpan en la Ciudad de México en el afio 2006°%. En el
2007 se realizd otro estudio por Ayora en Yucatan, detectando diversos virus
respiratorios mediante RT-PCR durante los meses de verano!®®,

En el 2009 se llevd a cabo un trabajo de deteccion de los principales virus
respiratorios en el Instituto Nacional de Pediatria (INP), relacionandolo con

diversas manifestaciones clinicas!®¥.
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En 2010 se reportd que en el periodo de 2004-2006, en el Hospital Infantil de
México “Federico Gdémez’, Wong-Chew y colaboradores, monitorearon Ila
frecuencia de virus respiratorios por ensayos de IFD en el hospital®®.

Uno de los ultimos reportes epidemiolégicos, fue publicado en 2012, concierne al
periodo de 2004-2008, fue realizado por Rodriguez y colaboradores en el Hospital
Infantil de México “Federico Gomez” mediante la deteccion por IF de un panel de
virus respiratorios, sin embargo cabe destacar que hMPV, al no ser incluido en
dicho panel comercial, no fue detectado™®®.

Debido a la pandemia presentada en el 2009, surgié una red de vigilancia web
nombrada “REPORTA” del Sistema Ciudadano de Monitoreo de Enfermedades
Respiratorias, que mediante una encuesta, consolida una base de datos, que
permite conocer la presencia y ubicacién de enfermedades respiratorias en la
poblacion residente en México®”.

Dada la importancia e impacto de las IRA en la poblacién nacional, en México se
deberia tener una vigilancia epidemioldgica nacional actualizada de los virus
respiratorios que la causan (ademdas de la Influenza), sin embargo no se
encuentran previstos en la “NOM-017-SSA-1994, Para la vigilancia
epidemioldgica” ni en la “NOM-031-SSA2-1999, Para la atencion a la salud del
nifio”, lo que sin duda refleja el gran subregistro e inoperatividad de un sistema
general basado en la cuenta de casos y dependiente de la situacion sociocultural,
politica y financiera del momento.

Debido a ello, en nuestro pais se han realizado realmente pocos estudios
epidemioldgicos representativos, la mayoria de ellos realizados mediante ensayos
de IF, que es una metodologia aceptable pero depende de diversos factores. Por
lo tanto, para poder fortalecer las redes de vigilancia epidemiolégica que permitan
establecer la presencia, prevalencia e impacto de las infecciones de hRSV y
hMPV como agentes etiologicos virales de enfermedades del tracto respiratorio, se
necesita el desarrollo de métodos de diagndstico de virus respiratorios sensibles,
costeables y rapidos, ello repercutira no soélo en la contribuciéon de datos de estos
agentes infecciosos, también dara impulso al estudio epidemiolégico de otros virus

respiratorios, ademas de una mejor eleccion de tratamiento para los pacientes.
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1. HIPOTESIS

El desarrollo de metodologias especificas, sensibles y rapidas como el ensayo de
RT-PCR, permitira realizar, confirmar el diagndstico y contribuir con datos
epidemioldgicos de virus respiratorios, en particular h(MPV, debido a su relevancia

en poblacion pediatrica como agente etiolégico de IRA.

24



IV.OBJETIVOS

General
Caracterizar y detectar mediante una metodologia especifica a los virus
hRSV y hMPV en muestras procedentes de pacientes con infeccion respiratoria

aguda.

Particulares

1. Aislar e iniciar con la caracterizacion de un control interno de referencia
para hMPV, obtenido de aislados virales de muestras de pacientes.

2. Aislar hRSV y hMPV a partir de muestras de origen respiratorio, lo cual
permitira la obtencion de un banco de aislados.

3. Realizar ensayos de inmunofluorescencia directa a los aislados virales para
detectar la presencia de hRSV y hMPV en las muestras.

4. Disefar pares de oligonucleotidos especificos para fragmentos de los
genes N, M, L, y F del hMPV.

5. Estandarizar las condiciones apropiadas para la amplificacién de los genes
mencionados anteriormente.

6. Corroborar la infeccion por hMPV mediante ensayos de RT-PCR con los
oligonucledtidos disefiados.

7. Comparar diversos métodos de deteccion de virus respiratorios.
Relacionar la frecuencia y caracteristicas virales con caracteristicas clinicas

en las muestras.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 MUESTRAS DE PACIENTES CON IRA.

Este estudio se llevd a cabo con muestras obtenidas en colaboracion con el
INDRE y la Facultad de Medicina de la UASLP.

Se formd un banco con 124 muestras respiratorias, la mayoria pertenecientes a
menores de 5 afios que se obtuvieron por de exudado faringeo o nasofaringeo.
Fueron tomadas en los afios 2004, 2006, 2008-2011 (Ver anexo ).

Se conservaron en medio esencial minimo (MEM) con estabilizadores, en tanques

de nitrégeno liquido o en un ultracongelador a -80°C.

5.2. INFECCION EN CULTIVO CELULAR.

5.2.1. Propagacién de la linea celular

Se utilizé la linea celular de carcinoma epitelial de laringe HEp-2 de origen
humano, la cual se propagd en Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
completo (se suplementd con 5% v/v de suero fetal bovino (SFB), 2mM de
glutamina y antibiéticos: penicilina: 100UI/mL y estreptomicina 100mg/mL) con la
finalidad de obtener una cantidad suficiente de células para realizar los pases
ciegos de las muestras, obtener un control interno de hMPV, realizar
estandarizaciones y las metodologias subsecuentes.

5.2.2. Propagacién y titulacion de hRSV de referencia

La propagacion vy titulacion de hRSV de referencia (cepa long ATCC, VR-26) se
llevdb a cabo en monocapas semiconfluentes de células HEp-2 en DMEM
incompleto (suplementado con 2mM de glutamina y antibi6ticos). Posteriormente
de dos horas de adsorcion viral a 37°C en atmosfera humeda y 5% de CO,, se
retird el sobrenadante y se colocé medio DMEM incompleto fresco.

La monocapa infectada se mantuvo en atmésfera humeda y 5% de CO,, se
observé cada 24 horas, para observar la aparicion del efecto citopatico (ECP), que
se presenta aproximadamente de 72-96 horas posterior a la infeccion.
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Para obtener el virus, el sobrenadante de las células infectadas se colecta y
clarifica por centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos, posteriormente se
transfirié a tubos nuevos. La infectividad viral se estabilizé6 afadiendo MgSO,4 a
una concentracion final de 0.1M. Se conservo a -70°C hasta su utilizacion.
La titulacién de la infectividad viral re evalu6 por TCIDsg (denominado asi por sus
siglas en ingles Tissue culture infectious dose affecting 50% of the cultures). La
suspension viral obtenida previamente se diluyé en una proporcion 1:3 de manera
serial en medio DMEM incompleto, para realizar la infeccion se utilizaron placas de
96 pozos con monocapas celulares HEp-2 semicofluentes. Para cada dilucion se
utilizaron 50uL/pozo. La placa se incub6 por dos horas para permitir la adsorcion
viral, posteriormente el medio se reemplazé por 150 pL de medio DMEM
incompleto y se incubdé hasta por 96 horas (dependiendo de la presencia de
sincitios).
El titulo viral se determiné utilizando la formula de Karber, la cual se expresa la
dosis media infectiva por mililitro (TCID50/mL):
TCIDso = —A + [-5(S —1/,)]
Donde:
A: es el log10 de la ultima dilucién con el100% de los pozos con el efecto
citopético.
0: es el log10 del factor de dilucion
S: es la suma de los pozos que presentan ECP, tomando en cuenta la dilucién en
la que el total de pozos presenta ECP y hasta la primer dilucién en la que ningun
pozo presenta ECP.

5.2.3. Control interno de hMPV

En el caso de hMPV, no existe una cepa comercial que pueda ser utilizada como
referencia, por lo cual, a partir de dos muestras clinicas presuntivamente positivas
para hMPV, proporcionadas en colaboracion con el InDRE y la Facultad de
Medicina de la UASLP, se estandarizaron las condiciones apropiadas para facilitar
la deteccidén del efecto citopético, lo cual nos permitié calcular el titulo viral y

observar la infeccion viral.
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-Estandarizacion de condiciones para favorecer fusogenicidad.
Se probaron diversas condiciones, como: concentracion, tratamiento y tipo de
tripsina, en placas de 24 pozos con monocapas confluentes de células HEp-2, las

condiciones se describen a continuacion:

a) PREACTIVACION:

1. Incubar la muestra en un tubo eppendorf, agregandole tripsina comercial a una

concentracion final de 0.02%, por una hora a 37°C.

2. Realizar dos lavados de la monocapa celular con 1mL de PBS.

3. Realizar la infeccion de monocapas confluentes (aproximadamente del 90%) de
la linea HEp-2 con la muestra que previamente se incubd.

4. Incubar por dos horas a 37°C en atmosfera himeda y 5% de CO..

5. Retirar inéculo y agregar medio DMEM incompleto.

6. Observar cada 24 horas, hasta observar algin cambio en la monocapa celular.

b) TRIPSINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES, DURANTE LA ADSORCION VIRAL:

1. Realizar dos lavados de la monocapa celular con 1mL de PBS.

2. Realizar la infeccion de monocapas confluentes (aproximadamente del 90%) de
la linea HEp-2 con la muestra y la tripsina comercial a las concentraciones finales
requeridas (0.01% y 0.005%)

3. Incubar por dos horas a 37°C en atmosfera humeda y 5% de COs,.

4. Retirar inéculo y agregar medio DMEM incompleto.

5. Observar cada 24 horas, hasta observar algan cambio en la monocapa celular.

c) TRIPSINA+0.0005% TRIPSINA:

1. Realizar dos lavados de la monocapa celular con 1mL de PBS.

2. Realizar la infeccion de monocapas confluentes (aproximadamente del 90%) de
la linea celular HEp-2 con una muestra que previamente tuvo tratamiento con
tripsina comercial en la adsorcion viral.

3. Incubar por dos horas a 37°C en atmésfera humeda y 5% de COa.
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4. Retirar inoculo y agregar medio DMEM incompleto, adicionandole tripsina
comercial a una concentracion final de 0.005%.

5. Observar cada 24 horas, hasta observar algin cambio en la monocapa celular.

d) TPCK:

1. Realizar dos lavados de la monocapa celular con 1mL de PBS.

2. Realizar la infeccion de monocapas confluentes (aproximadamente del 90%) de
la linea HEp-2, con la muestra sin tratamiento.

3. Incubar por dos horas a 37°C en atmdsfera humeda y 5% de CO..

4. Retirar in6culo y agregar medio DMEM incompleto, suplementandolo con
tripsina TPCK (SIGMA N0.T1426) a una concentracion final de 0.2 pg/mL.

5. Observar cada 24 horas, hasta observar algan cambio en la monocapa celular.

-Ensayo de inmunofluorescencia directa.

Para corroborar la presencia de hMPV, se le realizd6 un ensayo de
inmunofluorescencia directa (IMAGEN™ hMPV, ver metodologia en siguiente
bloque).

-Propagacion y titulacién de control interno de hMPV.

La propagacion y titulacion de hMPV se llevd a cabo de manera similar a la de
hRSV.

5.2.4. Pases ciegos en muestras clinicas.

En colaboracién, con el INDRE vy la Facultad de Medicina de la UASLP, se nos
proporcionaron 124 muestras. Se les realizaron tres pases ciegos en placas de 24
pozos, con monocapas semiconfluentes de células HEp-2 propagadas en medio
DMEM con 5% de SFB. Para llevar a cabo el primer pase, se realizd la infeccién
de las células con 150 yL de la muestra y se dejé adsorber dos horas en
atmosfera hiumeda 5% de CO,, posteriormente se retird el indculo y se colocé
medio DMEM incompleto fresco. Se incubaron hasta por una semana, para

realizar la colecta de los sobrenadantes.
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En el segundo y tercer pase, se realizo la infeccion de las células con 150 pL del
aislado correspondiente y se incubaron hasta por una semana, para realizar la
colecta de los sobrenadantes. Con los aislados del tercer pase se realizaron
observaciones de la infeccion para notar si desarrollaban fusogenicidad, si no
presentaban efecto citopatico, se les aplicaba el tratamiento con TPCK
previamente estandarizado con el control interno de hMPV.

Cabe notar que si la monocapa se encontraba dafiada por la tripsina, se realizaba
un pase posterior al tratamiento, en donde otra monocapa de células HEp-2 se
infectaba con 150 pL de aislado tratado con TPCK, dejandolo adsorber por dos
horas, posteriormente se colocé medio DMEM incompleto fresco. Se realizaron
observaciones hasta por una semana.

Todos los aislados fueron colectados y conservados en un ultracongelador a
-80°C.

5.3. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD).

Se utilizaron cubreobjetos circulares estériles en placas de 24 pozos, con
aproximadamente 50 x10° células HEp-2 propagadas en medio DMEM completo,
las cuales fueron infectadas con 150 pyL de aislado viral. Para los virus de
referencia la infeccion se llevé a cabo con una moi de 2. Después de dos horas de
adsorcién viral a 37°C en atmosfera humeda y 5% de CO,, se retiré el
sobrenadante y se coloc6 medio DMEM incompleto fresco.

La monocapa infectada se mantuvo en incubacion a 37°C, en atmésfera hUumeda y
5% de CO, durante 48 horas, posteriormente se retiré el medio y se fijaron las
células con metanol/acetona. A continuacion, se realizo el bloqueo afiadiendo 1mL
de la solucion de ABS 1%-5% SFB-PBS a cada muestra, que se incubo por 12
horas a 4°C.

Al término de la incubacion se prosiguio a retirar la solucién de bloqueo y a realizar
tres lavados con la solucion de ABS 0.1%-0.3 Tween 20-PBS, durante 10 minutos
a temperatura ambiente con agitacion constante.

Se procedioé a afadir el anticuerpo; para detectar hRSV se realiza una dilucién

1:10 del anticuerpo monoclonal (Oxoid IMAGEN ™ hRSV) con la solucién de
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lavado, en el caso de hMPV la dilucién con el anticuerpo monoclonal es 1:15
(Oxoid IMAGEN™ hMPV), posteriormente se incuba por una hora en agitacion
constante, a temperatura ambiente y con proteccion de la luz.

Al término de la incubacion se procedio a retirar la solucion con el anticuerpo y a
realizar tres lavados para evitar uniones inespecificas.

Los cubreobjetos fueron fijados en portaobjetos para su observacién mediante un
microscopio de epifluorescencia (OLYMPUS BX60).

Como controles se utilizaron: 1) IFD de RSV, se utilizaron como control positivo
células infectadas con cepa long ATCC, VR-26, 2) Para la IFD de hMPV, como
control positivo se utilizé el control interno obtenido de una muestra de paciente.

En ambos casos como control negativo se utilizaron células HEp-2 sin infectar.

5.4. RT-PCR DE hMPV.
5.4.1. Extraccion de acidos nucleicos.
La extraccion de RNA total de los virus de referencia y de las muestras, se realizd
mediante el método descrito por Chomezynski y Sacchi °® a las 48 horas posterior
a la infeccién con el dltimo pase realizado de la muestra.
5.4.2. Sintesis de cDNA
El cDNA fue sintetizado en un tubo eppendorf de 0,2 mL:

Concentracion

Componente 1x [pL] final
Buffer 5X 4 1x
DTTO0.1 M 2 0.01
dNTP’s 10 mM 1 0.5
RNAsa inhibitoria
40U/l 0.5 1y
RNA Ajustar a 5ug 0.25 ug/uL
Agua DEPC Ajustarvol.a20ppL | = -----
TOTAL 20 pL
Con la siguiente programacion de temperaturas y tiempos:
80°C
6 min o
Agregar 65°C 70°C

1pL de 10

oligodT minutos
4°C

Agregar RT 1hora

4°C
4°C
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5.4.3. Disefio de oligonucleotidos especificos para hMPV.
Se realizo el disefio de primers especificos para hMPV utilizando el programa
Primer3 Plus para la deteccién de fragmentos de genes N, M, Fy L.
Se realiz6 una revision exhaustiva de alineaciones de oligonucle6tidos con una
secuencia consenso construida a partir de secuencias completas de aislados
reportados en el Genbank de los cuatro subtipos: A1(NL/1/100), A2(NL/00/17),
B1(NL/1/99) y B2(NL/94/01) de hMPV.
De igual manera se examiné la formacion de dimeros o estructuras secundarias y
BLAST con secuencias nucleotidicas en la base de datos del NCBI, para observar

si existia inespecificidad al reconocer genes de otros organismos o regiones.

5.4.4 Amplificacién de los genes de hMPV.
a) Gen N
La amplificacion ya estandarizada del fragmento del gen N de hMPV fue realizada

en un tubo eppendorf (Axigen) de 0,2 mL, donde se agregaron los siguientes
reactivos:

Componente 1x [pL] Concentracion final
Buffer 10x 5 1x
MgCl, 50 mM 3 3.0 mM
dNTP’s 10 mM 1 0.2 mM
Taq 5U/pL 0.2 1U
Primers 100 pmol/uL (FW y RV) | 4 clu 8 pmol/uL
Agua [pL] 258 |
cDNA 7 -
Volumen final [pL] 50

Con la siguiente programacion de temperaturas y tiempos en un termociclador
iCycler de BIO-RAD:

° 95°C
1%5m(i:n 55 seq _ 72°C 72°C
Gradiente de Tm 55 seg 10 min
S 60°C
Q ©
Q 60 seg g
N =
g S
g 2
g g
g \— /) X
Y Joc
35 ciclos
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Los oligonucledtidos se disefiaron para amplificar un producto de 599 pb que
comprende la region entre los nucledtidos 148-747 del genoma de hMPV.
Sentido: 5-CAACAGCAGTGACACCCTC-3’

Antisentido: 3'-ACTCATACCGTTTCGTAA-5".

b) GenL
La amplificacion ya estandarizada del fragmento de L de hMPV fue realizada en

un eppendorf de 0,2 mL, donde se agregaron los siguientes reactivos:

Componente 1x [pL] Concentracion final
Buffer 10x 5 1x
MgCI2 50 mM 25 2.5 mM
dNTP’s 10 mM 1 0.2 mM
Taq 5U/pL 0.2 1U
Primers 100 pmol/uL (FW y RV) | 4 clu 8 pmol/uL
Agua [uL] 263 | 0 -
cDNA 7 | -
Volumen final [uL] 50

Con la siguiente programacion de temperaturas y tiempos en un termociclador
iCycler de BIO-RAD:

95°C 95°C
; “ 72°C 72°C
10 min 55 seg 55 seg 10 min
S Tm de
'g 66 °C §
X 60 seg =
£ S
2~ -
3 Y g 4°C
a 35 ciclos n =

Los oligonucledtidos se disefiaron para amplificar un producto de 447 pb, que
comprende la region entre los nucleétidos 8920 y 9367 del genoma de hMPV.
Sentido: 5-GCCATAGCCCAAACCATA- 3

Antisentido: 3'-CCCTGTAACGACTAGACT-5'
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Cabe mencionar que en cada reaccion de amplificacion se utilizaron como control
positivo, el control interno establecido en este estudio y como controles negativos,

células sin infectar y un control de reaccion, que sustituia el cDNA por agua.

c) Gen control (B-Actina)
El control del ensayo de RT-PCR fue B-actina, la amplificacion del gen generd un
producto de 205pb. Fue realizada en un eppendorf de 0,2 mL, donde se agregaron

los siguientes reactivos:

Componente 1x [pL] Concentracion final
Buffer 10x 5 1x
MgCl, 50 mM 15 1.5mM
dNTP’s 10 mM 1 0.2 mM
Taq 5U/uL 0.2 1U
Primers 100 pmol/uL (FW y RV) | 1clu 2 pmol/uL
Agua [uL] 353 | -
cDNA 5 | -
Volumen final [pL] 50

Con la siguiente programacion de temperaturas y tiempos en un termociclador
iCycler de BIO-RAD:

1%5mci:n 3955qu 72°C 72°C_:
Gradiente de Tm 35 seg 10 min
S 58°C
Q ©
S 40 seg 2
N =
[ S
2 @
a .
35 ciclos 4°C

5.4.5. Electroforesis.
Los productos de amplificacion se observaron en geles de agarosa de 1.5%,
tefildos con bromuro de etidio; las imagenes se visualizaron y documentaron en un

transiluminador bajo luz UV. Fueron analizadas con el software Quantity One.
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6. RESULTADOS
Se han dividido en tres secciones:
a) Establecimiento del control interno de hMPV.
b) Infeccion in vitro, ensayos de IFD y RT-PCR.
c) Asociacion entre los resultados obtenidos y las caracteristicas de las

muestras con IRA.

6.1. ESTABLECIMIENTO DE CONTROL INTERNO DE hMPV.

El hRSV cuenta con cepas de referencia comerciales, sin embargo como ya se
habia mencionado, hMPV aun no cuenta con ellas. Para nuestro trabajo era de
fundamental importancia establecer un control con el cual realizar un dictamen
acerca de la presencia o ausencia de los virus en las muestras.

Se conoce que ambos virus pueden presentar ECP in vitro, sin embargo se ha
reportado que hMPV debe utilizar proteasas externas para formar sincitios, por ello
decidimos hacer uso de tripsina en diversas concentraciones y condiciones en
muestras que no habian desarrollado algun ECP, para favorecer la fusogenicidad,
lo cual nos daria un indicio de presencia viral.

A continuacion se presentan las observaciones que se realizaron:

Tabla 2. Observaciones de la estandarizacidn de tratamiento con tripsina, para facilitar la deteccién del
efecto citopético.

Tratamiento Observaciones

Preactivacion
Infeccion con tripsina La monocapa celular se encontraba muy dafada, se
[0.01%], durante la observaba una gran cantidad de células desprendidas.
adsorcion viral
Infeccion con tripsina La monocapa celular se encontraba con menos células
[0.005%)], durante la | desprendidas que en los tratamientos de preactivacién y con
adsorcion viral tripsina al 0.01%.
Tripsina [0.005%)] La monocapa celular se encontraba poco dafada, se
+ tripsina [0.005%] observaron pequefios sincitios.
La monocapa celular se encontraba poco dafiada se
observaron pequefios sincitios. La morfologia de las células
TPCK adheridas en monocapa cambid, se observaban alargadas y
agrupadas.
Sin tratamiento La monocapa celular se mantuvo adherida.
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Para poder elegir un tratamiento que no dafiara sustancialmente la monocapa y
permitiera la formacioén de sincitios, de los dos tratamientos en los cuales se
observé un efecto positivo (Tripsina [0.005%]+tripsina [0.005%] y TPCK), se
realiz6 un ensayo en placa, con la finalidad de observar cual era el tratamiento

mas eficiente (Ver figura 8).

Figura 8. Fotografia de los ensayos en placa realizados con diferentes tripsinas observados mediante tincion
con rojo neutro. A. Tripsina [0.005%]+tripsina [0.005%)], n6tese que la monocapa celular se encuentra dafiada.
B. Tripsina TPCK a una concentracion final de 0.2 pg/mL. Los sincitios se encuentran indicados por flechas
negras. Aumento 20x.

Se determind que el tratamiento mas eficiente para realizar la propagacion de
virus y facilitar la aparicion de sincitios, fue el de la TPCK a una concentracion de
0.2 pug/mL, debido a que presento sincitios mas grandes, mayormente distribuidos
y no se presentd gran afectacion en la monocapa celular.

En colaboracién con el INDRE, se obtuvieron dos muestras presuntivas para
hMPV, a las cuales se les aplicé el tratamiento con TPCK con las condiciones
previamente estandarizadas. S6lo una de las muestras desarroll6 sincitios (ver

figura 9).

Figura 9. Fotografias del ECP desarrollado por la muestra tratada con tripsina TPCK A. Control negativo de
células HEp-2 sin infectar y sin tratamiento.B. Muestra clinica que desarroll6 fusogenicidad con el tratamiento
Los sincitios se encuentran indicados por flechas negras. Aumento 10x.
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Para corroborar la presencia de hMPV en la muestra que desarrollo el efecto
citopético, se le realizé un ensayo de inmunofluorescencia directa (con anticuerpos
monoclonales conjugados con FITC). Como se puede observar en la figura 10, se

obtuvo un resultado positivo.

Figura 10. Ensayo de inmunofluorescencia directa para la deteccién de hMPV; A. Fotografia de sincitio de
hMPV, la zona verde es positiva, se puede observar que la marca esta distribuida en el sincitio. B. Fotografia
en campo claro de la zona que presenté inmunofluorescencia. C. Fotografia de contron negativo (monocapa

de células sin infectar). D. Fotografia en campo claro del control negativo.Aumento 20x.

Finalmente, se realiz6 la propagacion vy titulacion por TCIDsy del control interno
para hMPV, obteniendo un titulo viral de 3.43*10° TCIDso/mL (ver figura 11).

Figura 11. Fotografia de dos pozos del ensayo de TCIDs, ,0bservados mediante tincion con cristal violeta.
A. Monocapa de células HEp-2 sin infecta. B. Efecto citopatico desarrollado en la monocapa celular por la muestra
gue se establecié como control interno para hMPV. Aumento 10x.
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6.2. INFECCION IN VITRO, ENSAYOS DE IFD Y RT-PCR.

6.2.1. Infeccidn in vitro (pases ciegos).

Se nos proporcionaron 124 muestras provenientes de pacientes con cuadros

infecciosos respiratorios agudos (ver anexo ).

70.00

60.00 -

50.00 -

w B
Il e
=3 o
S =3

% de Muestras

20.00

10.00 |

0.00

Fusogénicas

Bespontaneas & Inducidas

No fusogéncias

Gréfico 1. Porcentaje de muestras que

desarrollaron fusogenicidad.

Para la identificacion de los agentes
virales se realizaron tres pases ciegos
por cada muestra para enriquecer el
titulo viral. Después del tercer pase solo
las muestras que no presentaron
fusogenicidad se trataron con TPCK para
facilitar su desarrollo (inducida 16.13%
n=20). El resto de las muestras present6
fusogenicidad (denominada espontanea,

18.55% n=23). Esta caracteristica es

importante, debido a que nos dio un indicio de la presencia viral.

El resto de las muestras (65.32%, n= 81) no desarrollé actividad fusogénica aun

posterior al tratamiento. Ver gréafico 1.

6.2.2. Ensayos de IFD.

Para corroborar la infeccion viral, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia

50.00

45.00 -
40.00 -
35.00 -

w

o

£ 30.00 -

S

2 25.00

$ 20.00 -

= 15.00
10.00 -

0.00

hRSV hMPV

Coinfecciones  Negativa para
hRSV'y hMPV

Gréfico 2. Agentes virales identificados en las
muestras con IRA.

directa (ver anexo Il), detectamos hRSV
(47.58% n=59) y hMPV (14.52% n=18) o
coinfeccion (con ambos agentes)
19.35% n=24. Al realizar el andlisis, nos
percatamos que habian muestras que no
resultaron positivas para hRSV o hMPV
por este método, por lo cual se les
denominé como “Negativa para hRSV y
hMPV”, para este rubro se obtuvo un
18.55% n=23. Ver grafico 2.
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6.2.2.1. Relacion de fusogenicidad con agente(s) viral(es)

60.00 Con los resultados obtenidos en
50.00 -

el cultivo celular y los agentes

40.00 -

virales identificados en cada

30.00

20.00 - muestra, se procedio a

% de Muestras

1000 1 FEEFE relacionarlos con el tipo de
0.00 ‘ :
hRSV hMPV Coinfecciones Negativa para fUSOgeniCidad que se presentc')
hRSV y hMPV

BEsponténes BInducida durante los pases ciegos. Como

Gréfico 3. Agentes virales identificados en las muestras ~ puede notarse en el grafico 3, en
con IRA.*p<0.01

hMPV se observa una mayor

proporcién de muestras fusogénicas inducidas por el tratamiento con tripsina
TPCK, sin embargo, no hubo alguna diferencia significativa que nos indicara esta
relacion (z=2.12,p=0.0678); en donde si observamos una diferencia, comparada
con las demaés categorias (hMPV, coinfecciones e indeterminado) fue en la
presencia de muestras fusogénicas espontaneas con hRSV (z=13.7, p<0.01). Ver

gréfico 3.

6.2.3. Ensayos de RT-PCR para la deteccién de hMPV.

6.2.3.1. Disefio de oligonucledtidos especificos.

Para el disefio y eleccion de los oligonucleétidos especificos, se tomaron en
cuenta diferentes caracteristicas que se enlistan a continuaciéon: %G-C mayor al
35%, temperatura de alineamiento de 56-60°C, tamafio de 22-27nt, sin formacion
tedrica de estructuras secundarias y especificidad para el gen seleccionado.
Tomando en cuenta estas caracteristicas, a continuacion se muestra un listado de

los oligonucledtidos seleccionados.
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Tabla 3. Caracteristicas de los pares de oligonucleétidos especificos para cada gen.

Estructura BLASTy Tamafino
: . " secundaria Alineamiento del
Sentido Oligonucledtidos Erllizrr%'a Sec‘l’f;’;da producto
[kcal/mol] COTSETEE pb
N FW 5' CAACAGCAGTGACACCCTC3’ 0 36.55 ++ 599
RV 3' ACTCATACCGTTTCGTAAS -0.48 33.05 ++
M| 2 FW 5' ATGCGACTGTAGCACTTGACG3' -1.09 34.92 +++ 365
e RV 3 TACTTGTTAGGGTTTCCGTS' -0.16 31.11 ++
L & FW 5' CAACCAGGAAAACAGCGACA 3' 0 32.24 +++
o RV 3' GCCATAACTTCCTACCACAG 5' 0 32.3 ++ 619
F FW 5' AAGTGCGACATTGATGACCT 3' 0 35.63 +++ 196
RV 3'GACCAACGAACGATGTTTCC 5’ 0.05 38.77 ++++
F B FW 5' GCCATAGCCCAAACCATA 3 0 38.93 ++ 447
RV 3' CCCTGTAACGACTAGACT 5' 0 35.81 ++

FW. Forward; RV. Reverse
Nota: Las cruces en la columna de BLAST y alineamiento fueron colocadas seguin la homologia observada con la secuencia
consenso: ++++100-90%; +++90-80% y ++80-70

6.2.3.2. Amplificacion de los genes de hMPV.

Se realizaron ensayos de estandarizacion de condiciones de amplificacion, para
cada par de oligonucleétidos especificos pertenecientes a los genes N, M, Fy L,
para ello se utilizaron como controles: 1) Positivo, el control interno establecido a
partir de una muestra clinica, 2) Negativos: Células HEp-2 sin infectar, hRSV
subtipo A y B y aMPV (Metapneumovirus aviar) y, finalmente 3) Control de

reaccion, donde se sustituyd del cDNA por agua grado biologia molecular.

Los oligos que mostraron mejores resultados fueron los que amplificaban Ny L, en
el caso de My F no se observé ningn amplicon.

En la estandarizacién de condiciones para la amplificacion del fragmento de F se
esperaba una banda de 196pb. Cuando se realizo la electroforesis, se obtuvo un
fragmento de amplificacibn de menor peso que era facilmente confundido con
oligonucledtidos residuales, por ello se descartd la amplificacion con estos pares
de oligos.

Con las condiciones previamente estandarizadas para amplificar a los genes N y
L, se llevo a cabo la confirmacion de la infeccion en los aislados de pacientes que

fueron positivos para hMPV por los ensayos de IFD (n=42). La muestra fue
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considerada como positiva cuando hubo amplificacion por lo menos en alguno de
los genes. A continuacion se muestra la distribucién en la amplificacion de las

muestras (Ver gréafico 4).

Amplificacion de genes en las muestras
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Gréfico 4. Distribucion de la amplificacion de los genes en las muestras

Como puede observarse, en la mayoria de las muestras se obtuvo amplificacion
en ambos genes.

En la figura 12 se observa un ejemplo con tres muestras, en las que se utilizaron
los genes (-Actina (205pb) para probar la integridad del RNA, L (447 pb), y N
(599pb) para corroborar infeccién por hMPV.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L= L . : » v
1040 1378 3652 C+

Figura 12. Gel obtenido con primers especificos para genes de -Actina, L y N con las condiciones previamente
estandarizadas, los carriles se indican a continuacién .MPM Marcadores de Peso Molelcular;1. Gen de B-Actina de la
muestra 1040; 2. Gen L de hMPV de la muestra 1040; 3. Gen N de hMPV de la muestra 1040; 4. Gen de B-Actina de la
muestra 1378; 5. Gen L de hMPV de la muestra 1378 ; 6. Gen N de hMPV de la muestra 1378; 7. Gen de -Actina de la
muestra 3652; 8. Gen L de hMPV de la muestra 3652; 9. Gen N de hMPV de la muestra 3652; 10. Gen L de hMPV del
control positivo; 11. Gen N de hMPV del control positivo.

Se observd que algunos de los productos de amplificacion de ambos genes no
s6lo presentaban una sola banda, algunas muestras presentaban bandas con un
peso inferior o superior (ver anexo Ill), lo cual nos sugiere la presencia de

variantes en los genes, como se muestra en la figura 12.
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Para el gen N, las muestras que so6lo amplificaron 1 banda de 599pb
representaron el 11.9% (n=5), el porcentaje de las que presentaron bandas
adicionales fue 69.52% (n=29) y las que no presentaron banda alguna (n==8),
correspondiente a un 19.057%. Ver grafico 4

De forma similar, para el gen L, las muestras que solo amplificaron 1 banda de
447pb representaron el 23.81% (n=10), el porcentaje de las que presentaron
bandas adicionales fue 59.52% (n=25) y las que no presentaron banda alguna

(n=7), correspondiente a un 16.67%. (Ver grafico 5).

Gen N GenlL
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Gréfico 5. Bandas observadas en la amplificacion de los genes Ny L.

6.2.3.3. Relacién de bandas observadas con fusogenicidad.

Se deseaba investigar si la ausencia o tipo de fusogenicidad tenia alguna relacion
con la amplificacién de una o varias bandas en los genes N y L, sin embargo, no
hubo alguna diferencia significativa que nos indicara esta relacion en ambos genes
(Wilcoxon, p>0.90). (Ver gréfico 6y 7).

Relacion entre fusogenicidad y bandas en gen N
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Gréfico 6. Relacion de fusogenicidad con bandas observadas en gen N. En las bandas donde se
presentd6 fusogenicidad (fusog), existe una divisién, que denota si ésta caracteristica fue
espontanea (en tercer pase) o inducida con tratamiento de tripsina TPCK).
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Relacion entre fusogenicidad y bandas en gen L
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Gréfico 7. Relacién de fusogenicidad con bandas observadas en gen L. En las bandas donde se
presento fusogenicidad, existe una division, que denota si ésta caracteristica fue espontanea
(en tercer pase) o inducida con tratamiento de TPCK).

6.2.4. Comparacién de métodos de deteccion.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los tres métodos principales para el
diagnéstico de virus respiratorios.

De acuerdo a los resultados de los ensayos de IFD, se puede calcular la
efectividad de los métodos estandarizados en el laboratorio, para el diagnostico de
hMPV.

El desarrollo de la fusogenicidad inducida, presentada durante la infeccion en el
cultivo celular, se consider¢ indicativo de la presencia de hMPV en las muestras.
De las 42 muestras positivas para hMPV por ensayos de IFD, so6lo 11 presentaron
desarrollo de sincitios (26.2%). En cambio, en los ensayos de RT-PCR, se
obtuvieron 40 muestras positivas, (95.3%). La diferencia fue estadisticamente

significativa (z=4.79; p<0.01). Ver grafico 8.
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Gréfico 8. Comparacion de la efectividad de métodos. Como referencia se tomo el
ensayo de IFD.* p<0.01 comparada con Cultivo.
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6.3 ASOCIACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO Y LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS MUESTRAS CON IRA.
Es importante describir las caracteristicas clinicas de las muestras, debido a que
posteriormente algunos rasgos se podran relacionar con la frecuencia de los

agentes etiologicos.

6.3.1. Edad.

Como se mencioné con anterioridad, hRSV y hMPV se presentan principalmente
en pacientes pediatricos, personas inmunosuprimidas y adultos mayores. En
nuestro trabajo se pudieron observar tres cohortes principales: pacientes
pediatricos (0-11 afios, 79.5% n=62), poblacién joven (12-60 afios, 12.8% n=10)
y adultos mayores (mayores de 60 afios, 7.7% n=6).

Como se observa, el mayor porcentaje se concentra en la primer cohorte (Grafico
9A). De acuerdo a diversos estudios, la mayor incidencia de hRSV y hMPV es en
pacientes pediatricos, por lo cual, en nuestra poblacion de estudio describimos
de manera detallada este grupo. Observamos que la incidencia de IRA es mayor
en el rubro de 7 meses a 2 afios (0.6<2), con un 48.7% n= 38; en segundo lugar
estan los nifios menores a seis meses con 23.1% n=18 (Gréfico 9B).
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Gréfico 9. Porcentaje de incidencia de IRA en las diferentes cohortes incluidas en el estudio. A. En la
totalidad de la poblacién estudiada. B. En la poblacion pediétrica.

6.3.1.1. Relacion entre edad y agente(s) viral(es)

Dentro de los grupos de edad se observo que estos agentes etiolégicos
se presentan mayoritariamente en la poblacién de 0-11 afios (gréafico
10A), por ello, dentro de este rubro, se desglosaron diferentes cohortes
(ver grafico 10B). Como puede observarse hRSV se presenta con una
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incidencia mayor a edades mas tempranas (0-2 afios), mientras que

hMPV se presenta a edades mas tardias (posterior a los 6 meses).

40.0 18.0
35.0 A 16.0 - B
" 300 - " 14.0
8 £120
£ 25.0 ]
g 210.0 -
3 200 - $ .,
) @
2 15.0 3
® x 2
100 1 4.0 -
5.0 2.0
0.0 - 0.0 -
0-11a 12a-60a mayores 60a 0-0.5a 0.6<2a 3-5a >6-11a
Grupos de Edad Grupos de Edad
WhRSV BhMPV m Coinfeccion WhRSV B hMPV m Coinfeccion

Gréfico 10. Porcentaje de incidencia de IRA en las diferentes cohortes de edad, catalogada por agente
etiologico. A. En la totalidad de la muestra. B. En la cohorte pediétrica.

6.3.2. Sexo.
Obtuvimos un 39.3% (n=33) de muestras pertenecientes al sexo femenino y un

60.7% (n=51) al masculino. Las frecuencias se clasificaron por agente etiolégico
(Gréfico 11B), se observo que hRSV afecta en mayor proporcion a los individuos

de sexo masculino (z=13.39; p<0.01).

% de Muestras

Femenino Masculino Femenino Masculino
Sexo
Sexo

W hRSV @ hMPV E Coinfeccion

Grafico 11. Porcentaje de incidencia de IRA catalogada por sexo. A. En la totalidad de la muestra .
B. Por agente etiol6gico.* p<0.01.

6.3.3. Tipo de muestra
Para conocer el agente etiolégico de una infeccion respiratoria se debe obtener
una muestra de los fluidos del tracto respiratorio, en nuestro caso las muestras se
obtuvieron por exudado faringeo (EFAR, 52.1% n=38), exudado nasofaringeo

45



15), posteriormente
11). Finalmente se

30) .Grafico 12.

RESULTADOS
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6.3.4. Diagnaostico clinico.
Como se menciond en las secciones de antecedentes e introduccion, las IRA

En el grafico 13 podemos observar que las causas mas comunes son Influenza

esta seccion se expone el diagndstico por el cual se les realizé la toma de muestra
con un 29.8% (n

tienen diversos agentes etioldgicos y pueden presentar numerosas patologias. En
Influenza (ETI) que presenta un 26.2% (n

Infeccion Respiratoria Aguda Grave (IRAG) con un 17.9% (n

esta la Infeccion Respiratoria Aguda (IRA) con un 13.1% (n

encuentra Bronquiolitis y Neumonia con 7.1% (n

para determinar el agente etioldgico.
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Grafico 13. Distribucién del porcentaje de muestras de acuerdo al diagndéstico presentado para
realizar latoma de muestra.
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6.3.4.1. Relacion del diagndéstico clinico con agente(s) viral(es).

Para conocer si alguno de los agentes virales identificados en las muestras tenian

relacion con el diagndstico clinico, se realizaron pruebas estadisticas.
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Gréfico 14. Distribucion de agente(s) etiol6gico(s) en las muestras de acuerdo al diagnéstico
presentado para realizar latoma de muestra. * p<0.01

En el gréfico 14 podemos observar que en ETI, encontramos mayoritariamente a
hRSV como agente etiologico (16.7%, n=14). Esta diferencia fue estadisticamente

significativa (z=7.33 p<0.01).

También hay que notar que hMPV no se presentd en IRAG, bronquiolitis y

neumonia.

6.3.4.2. Relacion del diagnéstico clinico con fusogenicidad.

No se encontré alguna diferencia significativa que nos indicara relacion entre
alguno de los diagnésticos clinicos con la fusogenicidad espontdnea o inducida
(z=1.57; p=0.1147). Ver gréfico 15.
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Grafico 15. Relacién de diagnostico clinico y fusogenicidad.
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6.3.4.3. Relacion del diagnéstico clinico con bandas amplificadas

en los genes Ny L de hMPV.

El nimero de bandas en los genes amplificados, sugiere la presencia de variantes
virales, las cuales deben ser confirmadas posteriormente por secuenciacion. Sin
embargo, decidimos comprobar si existia alguna relacién entre estas “variantes” y

el diagnadstico clinico.

Al observar el grafico 16A, notamos que prevalecen las bandas adicionales, en
particular en Influenza se presentan mas frecuentemente que en los demas

diagnésticos; esta diferencia fue significativa (z=4.79; p<0.05).

En el grafico 16B observamos que aparece con mayor frecuencia “una banda de
447pb” en los diversos diagndsticos. En el analisis estadistico de los resultados
para este gen, se encontré que la diferencia significativa se presentaba en los
datos de Influenza, (z= 4.79; p<0.05)

Cabe notar que en IRAG y Neumonia, solo se presentaron bandas adicionales.
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Grafico 16. Relacién de diagnostico clinico y bandas. A. En gen N. B. en gen L.* p<0.05 en ambos casos.

6.3.5. Estado clinico del paciente
Las IRA pueden presentar diversas manifestaciones, que son de gran importancia
para el sector salud, debido a que las atenciones que se brindan a la poblacion
para el mejoramiento de la salud, varian de acuerdo al estado clinico del paciente.
En las muestras, observamos que los pacientes hospitalizados/Casos graves, se

presentaron con 59% (n=36), seguidos por los casos no graves con un 34.4%
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(n=21) y finalmente la frecuencia de las personas en tratamiento o que reportaron

defuncién fueron 3.3% (n=2 cada uno). (Ver grafico 17)
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Gréfico 17. Distribuciéon del porcentaje de muestras de acuerdo al estado del paciente
con IRA.

6.3.5.1. Relacion del estado del paciente con agente(s) viral(es).

Como puede observarse en el grafico 18, hRSV (36.1%, n=22) se asocia a
pacientes hospitalizados (z=14.3; p<0.01). Ademas, encontramos que las
coinfecciones (16.4%, n=10), se relacionan con los casos no graves (z=5.05;

p<0.01). No se observé alguna asociacion significativa relacionada con hMPV.
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Grafico 18. Distribucién de agente(s) etiolégico(s) en las muestras de acuerdo al estado clinico del
paciente. *p<0.01
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6.3.5.2. Relacion del estado del paciente con fusogenicidad.

Al analizar la relacion entre la fusogenicidad y el estado clinico, se encontré una

diferencia significativa entre la no fusogenicidad con las muestras procedentes de

pacientes hospitalizados o en casos graves (z=9.81; p<0.01).
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Gréfico 19. Relacion de estado clinico del paciente y fusogenicidad. *p<0.01

6.3.5.3. Relacion del estado clinico del paciente con bandas

amplificadas en los genes Ny L de hMPV.

La relacion del estado clinico del paciente con variantes virales es de gran

importancia, por ello decidimos comprobar si existia alguna asociacion.

Al observar el grafico 20A, notamos que prevalecen las bandas adicionales,

encontramos diferencia significativa al comparar a los pacientes hospitalizados y los

casos no graves con los que se encuentran en tratamiento (z=4.94, p<0.01). En el

grafico 20B, observamos mayor frecuencia del rubro de una banda del peso esperado

(447pb), sin embargo no se encontr6 diferencia significativa entre los diferentes

estados clinicos (z=1.41; p=0.3146).
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Grafico 20. Relacion de estado del paciente y bandas.
A. En gen N. B. En gen L. p<0.01
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7. DISCUSION

7.1. ESTABLECIMIENTO DEL CONTROL INTERNO DE hMPV.

Debido a que no existe una cepa comercial de referencia para hMPV, el control
positivo que se utilizd en este estudio surgio a partir de muestras de pacientes. Sin
embargo, al no contar con la certeza de que nos encontrabamos con hMPV, se
procedieron a hacer diversas pruebas para tener la seguridad de su identidad.

Una de ellas, fue la induccion del desarrollo del efecto citopatico con tripsina, lo
cual ademés de darnos un indicio de presencia viral, nos permitiria cuantificar al
virus por métodos convencionales, como TCIDs.

Se ha reportado que el desarrollo de efecto citopatico se ha favorecido mediante
proteasas externas para otros virus respiratorios, como el virus de la Parainfluenza
humana 1y 2 'y el de la Influenza ™. Es por ello que se estandarizaron las
condiciones para que se desarrollara fusogenicidad.

Se seleccionaron diversas condiciones, concentraciones y tipo de tripsina, en las
cuales, como objetivos principales se encontraban: i) El menor dafio posible a la
monocapa y ii) Desarrollo de sincitios.

La linea celular HEp-2, esta reportada como permisible para hMPV, sin embargo
se ha observado que es altamente sensible a los tratamientos con tripsina, por ello
se eligieron concentraciones mas bajas a las reportadas por Tollefson et al**Y en
un rango de 0.01%-0.005%. Ademas se observé que si a la suspension viral se le
realiza un pase posterior al tratamiento con tripsina, sin afadir la proteasa, se
obtienen mejores resultados que en el primer pase, debido a que la concentracion
de tripsina residual es suficiente para inducir fusogenicidad y no dafia la
monocapa celular.

El tratamiento de eleccion fue el realizado con TPCK, como lo sugieren Schickli et
al®?. se eligié debido a que el dafio en la monocapa fue sustancialmente menor y
hubo mayor formacién de sincitios, esto se debe a que contiene el inhibidor
fenilalanilclorometilcetona (PCK). Las soluciones de tripsina comercial contienen
ademas quimiotripsina, lo cual las hacen mas agresivas con las células, sin
embargo el inhibidor que contiene la TPCK, no afecta la actividad de la tripsina,

pero desactiva la quimiotripsina. Esto es importante debido a que permitié que el
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efecto de la tripsina en la monocapa celular fuera mas suave, sin afectar la
formacién de sincitios.

Finalmente se aplico el tratamiento de eleccion a las dos muestras presuntivas
para hMPV. Se confirmo la presencia de hMPV por ensayos de IFD en la muestra
gue desarroll6 fusogenicidad, se propago y se titulé por TCIDso.De esta manera se
estableci6 el control interno del laboratorio para hMPV, que sirvi6 como referencia
para los ensayos de IFD y RT-PCR. Cabe destacar que no se repitio la aplicacion
del tratamiento con tripsina, en pases posteriores la fusogenicidad se desarroll6 de
manera espontanea, lo cual presumiblemente nos indica que emergieron mutantes

independientes de tripsina, similar a lo que sugiere Schickli et all**?.

7.2. RESULTADOS DEL LABORATORIO INFECCION IN VITRO, ENSAYOS DE IFD Y RT-PCR.

7.2.1. Infeccién in vitro.

El cultivo celular, es el método de referencia para el diagndstico viral. Por ello, se
realizaron tres pases ciegos a las 124 muestras obtenidas. Se nombran “ciegos”,
debido a que no conociamos con precision si habia algin agente etiologico viral.
Estos pases, ademas de enriquecer el titulo viral, nos permitieron obtener un
banco de aislados que sirven como respaldo de las muestras y nos proveen de
una cantidad suficiente de virus para realizar otros ensayos.

Como ya se ha mencionado, la fusogenicidad de hMPV se ve favorecida por la
presencia de tripsina, debido a que auxilia a la ruptura de las unidades F1y F2 de
la proteina viral de fusion, lo cual permite que los dominios de fusién queden

expuestos!?®!

. Por ello, a las muestras que no desarrollaron sincitios, se les aplico
el tratamiento previamente establecido con TPCK, si el ECP se presentaba, nos
daba un indicio de presencia viral, presuntivamente de hMPV, dados los

antecedentes tedricos y lo observado en el control interno.
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7.2.2. Ensayos de IFD.

Los resultados presuntivos en los pases ciegos, debian de ser corroborados por
otra técnica diagndstica con mayor sensibilidad y especificidad como ensayos de
IFD, los cuales reconocen proteinas virales de superficie (F y G) en células
infectadas.

Nuestros resultados indican que hRSV se presentd con un 47.58%. Este resultado
contrasta con el 74.7% obtenido en el 2012 por Rodriguez y colaboradores en el
Hospital Infantil de México “Federico Gdmez™®®, sin embargo nos acercamos mas
a los datos obtenidos por la OPS, que reporta una incidencia de 32.44%".

Para hMPV observamos un 14.52%, recientemente no se han publicado datos
nacionales acerca de este patdgeno, el ultimo reporte fue el de Noyola y
colaboradores en 2005°Y, donde encontraron un 8.4%. Sin embargo diversos
reportes mundiales han obtenido una incidencia desde el 4-43%? 1%
dependiendo de la zona geogréfica, la edad del paciente y la patologia del mismo.
En las coinfecciones (hRSV y hMPV) obtuvimos un 19.35%, un porcentaje un poco

mayor al reportado a nivel mundial (del 5-17%)"?.

7.2.2.1. Relacion de fusogenicidad con agente(s) viral(es)

Como se ha mencionado, los resultados en cultivo celular nos dieron indicios de
presencia viral, sin embargo estos datos se corroboraron con los ensayos de IFD.
De esta manera se pudieron relacionar los agentes etiologicos y el desarrollo de
fusogenicidad espontanea o inducida.

Como era de esperarse, del mayor desarrollo de sincitios lo presenté hRSV, el
cual se asocid con la presencia de fusogenicidad espontanea (p<0.01). Sin
embargo, también fue favorecido con el tratamiento de TPCK.

Se esperaba que hMPV se relacionara con el desarrollo de fusogenicidad
inducida, posterior al tratamiento con TPCK, sin embargo, no se encontro

asociacion significativa.
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7.2.3. Ensayos de RT-PCR para la deteccion de hMPV

Para poder realizar la caracterizacion de nuestro control interno, era necesario
identificarlo genéticamente, para ello se realiz6 la extraccion y purificacion de
acidos nucleicos, posteriormente la retrotranscripcion y finalmente la
estandarizacion de condiciones para la amplificacion de los fragmentos de genes
seleccionados.

Estos ensayos so6lo se realizaron en muestras con hMPV, debido a que en el
laboratorio ya existia una metodologia desarrollada para la deteccion de hRSV por
RT-PCR, por lo cual, en este trabajo se procedio a desarrollar la metodologia para
la deteccion de hMPV.

7.2.3.1. Disefio de oligonucleétidos especificos y amplificacion de
genes.

En la estandarizacion de condiciones para obtener un producto de RT-PCR
intervienen multiples factores, es por ello que el disefio de los oligonucleotidos y la
estandarizacion de los fragmentos amplificados fue muy cuidadoso, tomando en
cuenta diversas caracteristicas y condiciones.
La sintesis del cDNA se realiz6 con oligo dT, que nos permitié enriquecer el
templado para la reaccion de amplificacion. Se utilizé este reactivo debido a que
tratamos con muestras y de esta manera aseguradbamos que el RNA pudiera ser
detectado.
La estandarizacion de condiciones fue realizada con el control interno establecido,
variando la temperatura de. Otra condicibn modificada fue la concentracién de
magnesio, para conseguir mayor especificidad en el caso de N.
Finalmente, aunque se probaron diversas condiciones para la amplificacion de los
cinco fragmentos de genes propuestos (N, M, L, F y FB), de acuerdo a las
condiciones de amplificacion se establecieron dos pares para confirmar
infecciones por hMPV (correspondientes a los genes L y N), que son los mas
utilizados para corroborar la presencia de hMPV debido a que son conservados en

los cuatro subtipos.
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Posteriormente estas condiciones fueron aplicadas a las muestras. Como se
muestra en la figura 12, se observo una gran variacion de las bandas obtenidas
con un peso inferior o superior al esperado para ambos genes. Lo cual nos podria
dar un indicio de variantes en los genes que fueron amplificados, cabe recalcar
gue esta suposicion debe ser confirmada por secuenciacion, de ninguna manera la
observacion de estas bandas adicionales nos confirma tal variacion. También hay
que tomar en cuenta que la estandarizacion de condiciones fue realizada con el
control interno, que finalmente es un aislado de una muestra clinica y no esta
completamente caracterizado, incluyendo que no se conoce a que subtipo de
hMPV pertenece, por lo cual hasta el momento s6lo podemos especular que el
bandeo presentado en las muestras puede deberse a la presencia de variantes.

7.2.3.2. Relacién de bandas observadas con fusogenicidad.

La fusogenicidad y la presencia de variantes en los genes virales, son dos factores
importantes en la patogenicidad de hRSV y hMPV.

El desarrollo in vitro de sincitios nos indicé que el virus presente en la muestra
tenia la capacidad de infectar otras células sin salir de la célula hospedera,
ademas el desarrollo de variantes en los genes virales (observadas de manera
indirecta por la aparicibn de bandas de otros pesos moleculares) son de gran
relevancia, debido a que ambas caracteristicas se relacionan con evasiones al
sistema inmune, lo cual podria implicar una infeccion mas agresiva.
Principalmente, en la literatura se ha reportado que para miembros de la familia
Paramixoviridae las variantes relacionadas con el desarrollo o pérdida de

[29]

fusogenicidad se encuentran en las glicoproteinas de superficie'. Sin embargo

para sarampion se ha observado que variantes truncas en la proteina de matriz

facilitan el desarrollo de fusogenicidad™®* 1%

. De tal manera que si se hubiera
encontrado que las variantes en el gen N o L repercutian en el desarrollo de
fusogenicidad, implicaba que en el virus se habian realizado cambios a nivel
gendmico para adquirir este mecanismo. Sin embargo no se encontrd asociacion

alguna.
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7.2.3. Comparacion de métodos de deteccion.

El diagnostico de las infecciones virales respiratorias se ha basado
tradicionalmente en la técnica del cultivo celular a partir de secreciones
respiratorias. La infeccion viral se determina por la aparicion del efecto citopatico
en la monocapa celular tras la inoculacién. Sin embargo, el cultivo como método
de diagndstico es lento, necesita un minimo de 5-7 dias y su sensibilidad puede
verse afectada por la labilidad de los virus, puesto que la integridad de estos y su
concentracion (carga viral) es primordial. De modo que, aunque el aislamiento viral
es el “estandar dorado” para el diagndstico, su costo y la infraestructura necesaria
son una limitante para su aplicacion en los laboratorios de diagndstico rutinario.

La inmunofluorescencia permite obtener resultados en el mismo dia, aunque se
requiere de un microscopio de fluorescencia y personal entrenado para su
observacion, ademas puede presentar falsos positivos por uniones inespecificas.
Para poder analizar una muestra por IF, ésta debe contener un nimero aceptable
de células, debido a ello, es conveniente adiestrar al personal que se encarga de
la obtencion de muestras.

El uso de la deteccion de &cidos nucleicos se esta incrementando rapidamente,
debido a una mayor sensibilidad, rapidez y a que no es necesaria la presencia de
virus viables en la muestra clinica.

En nuestro estudio los ensayos de RT-PCR, demostraron mayor sensibilidad que
el cultivo celular. Estos resultados se obtuvieron en base a los ensayos de IF, que

se tomaron como referencia, debido a que se utilizaron anticuerpos comerciales.

7.3 ASOCIACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO Y LAS CARACTERISTICAS DE

LAS MUESTRAS CON IRA.

En este estudio se utilizaron 124 aislados virales, sin embargo cabe destacar que

los resultados obtenidos no toman en cuenta todas las muestras, debido a que las

instituciones que nos las facilitaron (INDRE y la UASLP) no poseian el reporte
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completo de los datos, sin embargo al realizar el analisis en algunas
caracteristicas se encontraron algunas diferencias significativas.

Las infecciones respiratorias por hMPV y hRSV parecen afectar a la misma
cohorte de edad (0-11 afios). En nuestro estudio la edad media de los pacientes
pediatricos fue de 18.9 meses, es un poco inferior a la descrita en otro estudio
nacional realizado por Rodriguez et al®® donde reportan una edad media de 22
meses, En América Latina, otros reportes recientes informan que en Brasil fue de
8 meses!'®. Si se toman en cuenta a los pacientes menores de 18 afios la media
es de 21.6 meses, aun asi es baja en comparacion con la reportada en Chile (33

)[107]

meses . sin embargo la media pediatrica es superior a la descrita por otros

grupos, Reina y colaboradores en Espafia observaron una edad media de 12.5

meses!t®

, estudios realizados en otros paises, como en Israel se ha reportado
una media de 17.6 meses!’®®. Aparentemente, observamos que la frecuencia de
hRSV es mayor a edades mas tempranas, esto concuerda con lo reportado por
Paperburg et al®.

En nuestro estudio encontramos que los pacientes de sexo masculino se asocian
a las infecciones por hRSV, lo cual concuerda con estudios que han encontrado

relaciones nifio:nifia hasta de 3:11

, 0 mayor susceptibilidad personas del sexo
masculino en etnias o grupos raciales, como los nativos americanos o0 las
poblaciones inuitas Canadienses®, sin embargo la informacién reportada al
respecto es controversial, ya que en otros reportes no han logrado demostrar tanta
diferencia entre la incidencia por sexo!®® 106 108]

No pudimos llevar a cabo una relacion con la frecuencia estacional, debido a que
las muestras provienen de diferentes afios y, para observar esta caracteristica se
requiere de un muestreo a lo largo de todo el afo.

La relacion entre el diagnostico clinico y hRSV y hMPV ha sido motivo de diversos
estudios clinicos. Obtuvimos una asociacion entre el diagnostico de enfermedad
tipo influenza (ETI) con hRSV, lo cual nos esta indicando que pueden existir
cuadros clinicos que se confunden con influenza, sin que éste sea su agente

etioldgico y ello repercute en el tratamiento que se indica para la infeccion.
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Ninguno de los diagndsticos se relacionaron con el desarrollo de fusogenicidad,
sin embargo la presencia de bandas adicionales se asocidé con el diagndstico por
influenza, ademas se repar6 en que solo estaban presentes en IRAG y neumonia,
lo cual nos puede sefalar que la aparicion de estas “variantes” identificadas en los
genes Ny L de hMPV presente en coinfecciones, podria aumentar la gravedad de
la infeccidn dirigiendo el diagnostico hacia patologias més exacerbadas. Empero
para hMPV, no podemos afirmar tal informacion, debido a que no existen reportes
que apoyen esta teoria.

En general la deteccién de mutaciones conocidas y nuevas es de gran importancia
en el tratamiento, ya que al conocerlas se podria identificar a los pacientes que
desarrollan la resistencia temprana, lo que permitiria una intervencion oportuna
evitando el fracaso del tratamiento antiviral.

En referencia al estado clinico del paciente, se observé una relacion entre la
presencia de hRSV en pacientes hospitalizados, ademas las coinfecciones se
asociaron con los casos no graves. Algunos estudios parecen indicar que la
gravedad de las infecciones por hMPV es inferior a las causadas por el hRSV!:
112L

Se ha intentado buscar algunas caracteristicas clinicas o epidemioldgicas
diferenciales con las infecciones respiratorias causadas por el hRSV, sélo se han
podido observar diferencias significativas en que la infeccion con hMPV presenta
una edad media mas elevada (afecta a mayores de 6 meses), presenta una tasa
de sibilancias recurrentes mayor y una proteina C reactiva menos elevada®® 3,
En términos generales, se reporta que las infecciones por hMPV son menos
graves y precisan de menos ingresos hospitalarios, aunque depende de los grupos
de edad y las zonas geograficas consideradas. En cuanto a las coinfecciones con
hRSV y hMPV, se ha indicado que son frecuentes %), Drews y colaboradores,
plantean que la presencia de hRSV en las coinfecciones se debia a que este virus
podria facilitar la infeccion por un segundo virus respiratorio**. Sin embargo, atin
no se ha aclarado su implicacién con la severidad de la infeccion. Algunos
estudios indican que el cuadro respiratorio es mas severo que con los agentes

115]

individuales?®* , mientras que otros no han descrito exacerbacion de la
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infeccion®™ 7. Si estos resultados contradictorios se deben a diferencias
metodoldgicas o variabilidad en los virus circulantes es desconocida.

Curiosamente, la hospitalizacion se asocié a las muestras que no desarrollaron
fusogenicidad, sin embargo hay que recordar que la respuesta del hospedero a la
infeccion depende de muchos factores, entre ellos el estado inmunolégico y la
patogenicidad del virus que realiza la infeccion, por lo cual in vivo, no se puede
realizar una asociacion directa de mecanismos evasores del sistema inmune,
como lo es la fusogenicidad, con un estado clinico grave del paciente.

En relacion con las bandas amplificadas, se encontraron diferencias entre los
pacientes no graves y hospitalizados en comparacién con los que se encuentran
en tratamiento, la diferencia entre éstos ultimos y los hospitalizados es que ya
habian sido diagnosticados y al momento de la toma de muestra ya se
encontraban en tratamiento, mientras que los hospitalizados habian comenzado
su tratamiento hasta su ingreso al hospital. Los pacientes con casos no graves no
se encuentran en tratamiento. Por lo cual, ésta pudo haber sido la razén de la

presencia de mayores “variantes” en el gen N de hMPV.
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8. CONCLUSIONES

Se aislo y se inicio con la caracterizacion de un control interno para hMPV
a partir de una muestra clinica.

Se desarroll6 una metodologia molecular para la confirmacién de la
infeccion de hMPV por RT-PCR.

Se obtuvo un banco de 124 muestras..

Reportamos frecuencias epidemioldgicas de IRA provocada por dos de los
principales agentes etiolégicos virales: hRSV 47.58%, hMPV 14.52% vy
coinfeccion 19.35%.

Se observé una asociacion significativa entre hRSV y diversas
caracteristicas, como el sexo masculino, el diagndstico clinico de ETl y la

hospitalizacion.
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9. PERSPECTIVAS
Aunque en este estudio se trataron 124 muestras, esta poblacion no es lo
suficientemente grande para ser representativa, por ello se debe de ampliar el
tamafo de muestra. Conforme a este calculo se necesitan analizar 337 pacientes

de acuerdo con cifras actuales (ver anexo V).

En cuanto a la repercusion clinica, es necesario realizar estudios a largo plazo con
informacion debidamente registrada y disponible, en donde queden asentados los
signos clinicos que presenta el paciente, su evolucion, si tiene alguna patologia
gue sea factor de riesgo para complicaciones con IRA y si se desarrolla asma o
EPOC, estos datos serian de gran ayuda para poder profundizar en el
conocimiento de la patogénesis de las IRA por hMPV, para entender cémo
responde la inmunidad de la poblaciébn juvenil y personas mayores e
inmunocomprometidas hacia esta infeccion, a pesar de que se han realizado un
gran numero de estudios sobre el impacto clinico de este virus, son necesarios
estudios mas detallados para aclarar la importancia de la variacién antigénica en
la poblaciéon humana. Por esta razén, este estudio se complementaria de una
manera muy importante realizando la secuenciacion de muestras y del control
interno de hMPV, para confirmar las posibles variantes observadas en los genes L
y N y reconocer a que genotipo pertenecen, esto ayudara a la inferencia de

patrones de circulacion del virus.

En cuanto al desarrollo de la metodologia molecular para la deteccion de hMPV,
restaria realizar una comparacion entre diversos métodos comerciales aprobados

por la FDA y el nuestro.

Todo ello es importante para el desarrollo de vacunas eficaces, disefio de
antivirales, el monitoreo y registro de informacién epidemioldgica, que mantiene
vigilados los patégenos circulantes que tienen impacto en la salud y economia de

la poblacion.
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ANEXOS

Anexo |
Datos obtenidos de la base de datos del INDRE y la UASLP.

Ig:::::;:s:c;ie Edad Tipo de Edo. de Fecha de inicio | Fecha de toma . .
ID (meses) | Sexo muestra procedencia de sintomas de muestra | DX presuntivo Estado del paciente
1 INDRE 671 1104 M ENASO / 24/12/2009 | 26/12/2009 IRAG DEFUNCION
2 INDRE 1032 12 F EFAR / 01/02/2010 08/02/2010 PVR HOSPITALIZADO
3 INDRE 1040 516 F EFAR DF 21/01/2011 | 26/01/2011 ETI En tratamiento
4 INDRE 1062 9 M SOB JALISCO 15/01/2011 | 17/01/2011 ETI Caso grave / Intubado
5 INDRE 1098 0 M EFAR DF 23/01/2011 | 31/01/2011 IRAG CASO GRAVE
6 InDRE 1099 5 M ENASO / 20/01/2010 | 25/01/2010 IRAG CASO GRAVE
7 UASLP 1162 10 M / SLP / 30/08/2004 NEUMONIA HOSPITALIZADO
8 INDRE 1189 48 M EFAR DF 01/02/2011 | 02/02/2011 INFLUENZA CASO NO GRAVE
9 UASLP 1202 1 M / SLP / 08/10/2004 NEUMONIA HOSPITALIZADO
10 InDRE 1207 228 F EFAR / 07/02/2010 | 09/02/2010 IRAG HOSPITALIZADO
11 UASLP 1222 9 M / SLP / 21/10/2004 NEUMONIA HOSPITALIZADO
12 INDRE 1255 8 M EFAR DF 31/01/2011 | 08/02/2011 IRAG CASO GRAVE
13 INDRE 1282 5 M SOB DF 07/02/2011 | 09/02/2011 IRAG CASO NO GRAVE
1293 324 M SOB NUE,VO 26/01/2011 28/01/2011 ETI CASO GRAVE
14 INDRE LEON
1298 804 F SOB NUE,VO 02/02/2011 03/02/2011 ETI Caso grave / Intubado

15 INDRE LEON
16 InDRE 1325 M EFAR / 03/01/2010 | 07/01/2010 ETI HOSPITALIZADO
17 InDRE 1326 M ENASO / 04/01/2010 | 08/01/2010 ETI HOSPITALIZADO
18 InDRE 1333 M EFAR / 13/01/2010 | 18/01/2010 IRAG HOSPITALIZADO
19 INDRE 1335 24 F SOB TABASCO | 25/01/2011 | 27/01/2011 ETI CASO GRAVE
20 InDRE 1335 36 M EFAR / 17/01/2010 | 18/01/2010 IRAG HOSPITALIZADO
21 UASLP 1344 M / SLP / 11/12/2004 NEUMONIA HOSPITALIZADO
22 UASLP 1348 M / SLP / 14/12/2004 NEUMONIA HOSPITALIZADO
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23 INDRE 1375 24 M EFAR MICHACAN | 02/02/2011 | 04/02/2011 DX PANEL /
24 INDRE 1377 M EFAR MICHACAN | 02/02/2011 | 08/02/2011 DX PANEL /
25 INDRE 1378 M EFAR MICHACAN | 08/02/2011 | 11/02/2011 DX PANEL /

1418 696 M SOB NUE,VO 04/02/2011 06/02/2011 ETI CASO GRAVE
26 INDRE LEON
27 INDRE 1426 888 M EFAR QUERETARO | 07/02/2011 | 10/02/2011 ETI CASO GRAVE
28 InDRE 1432 10 F EFAR / 01/02/2010 02/02/2010 ETI HOSPITALIZADO
29 INDRE 1440 8 M SOB JALISCO | 07/02/2011 | 07/02/2011 IRAG CASO GRAVE
30 INDRE 1452 11 F SOB JALISCO 12/02/2011 | 15/02/2011 ETI CASO GRAVE
31 INDRE 1537 264 M EFAR EDO. MEX | 22/02/2011 | 23/02/2011 Influenza CASO NO GRAVE
32 INDRE 1586 0 M SOB GUERRERO | 21/02/2011 | 24/02/2011 DX PANEL BROTE
33 InDRE 1589 1 F EFAR / 20/02/2010 22/02/2010 ETI HOSPITALIZADO
34 INDRE 1661 10 F EFAR / 07/02/2010 | 10/02/2010 ETI HOSPITALIZADO
35 INDRE 1690 17 M EFAR GUERRERO | 21/02/2011 | 03/03/2011 DX PANEL BROTE
36 INDRE 1693 3 M EFAR GUERRERO | 25/02/2011 | 04/03/2011 DX PANEL BROTE
37 INDRE 1773 24 F SOB GUERRERO | 22/02/2011 | 24/02/2011 DX PANEL BROTE
38 INDRE 1874 2 F SOB GUERRERO | 01/03/2011 | 10/03/2011 DX PANEL BROTE
39 INDRE 1883 288 F EFAR DF 17/03/2011 | 22/03/2011 Influenza CASO NO GRAVE
40 INDRE 1894 12 F SOB GUERRERO | 15/02/2011 15/03/2011 IRAG CASO GRAVE
41 InDRE 1905 132 F ENASO / 16/02/2010 | 19/02/2010 ETI CASO NO GRAVE
42 INDRE 1917 984 F SOB QUERETARO| 10/03/2011 | 13/03/2011 Influenza CASO GRAVE
43 INDRE 1918 744 F SOB QUERETARO | 05/03/2011 | 11/03/2011 Influenza CASO GRAVE
44 INDRE 1930 24 M SOB GUERRERO | 13/03/2011 | 14/03/2011 DX PANEL BROTE
45 INDRE 2017 24 M SOB GUERRERO | 16/03/2011 | 17/03/2011 ETI CASO NO GRAVE
46 INDRE 2023 36 M SOB GUERRERO | 21/03/2011 | 24/03/2011 IRAG CASO NO GRAVE
47 INDRE 2129 720 F SOB GUERRERO | 20/03/2011 | 24/03/2011 ETI CASO NO GRAVE
48 INDRE 2168 3 M SOB CHIHUAHUA | 28/03/2011 | 31/03/2011 IRAG BROTE
49 INDRE 2187 12 F EFAR / 23/02/2010 | 26/02/2010 ETI HOSPITALIZADO
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50 INDRE 2191 192 F SOB CHIHUAHUA | 28/03/2011 | 01/04/2011 ETI BROTE
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 CASO GRAVE
53 INDRE 2270 12 M ENASO DF 05/04/2011 | 07/04/2011 IRAG CASO NO GRAVE
54 INDRE 2340 12 M SOB CHIHUAHUA | 31/03/2011 | 01/04/2011 Influenza HOSPITALIZADO
55 INDRE 2348 8 M SOB CHIHUAHUA | 30/03/2011 | 02/04/2011 IRAG CASO NO GRAVE
56 INDRE 2371 12 M SOB CHIHUAHUA | 31/03/2011 | 04/04/2011 INFLUENZA HOSPITALIZADO
57 InDRE 2431 12 M EFAR / 07/03/2010 | 14/03/2010 ETI CASO GRAVE
58 INDRE 2436 48 F EFAR DF 12/04/2011 | 12/04/2011 Influenza CASO NO GRAVE
59 INDRE 2453 288 F SOB DF 05/04/2011 | 07/04/2011 ETI CASO GRAVE
60 INDRE 2508 48 F SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 11/04/2011 Influenza En tratamiento
61 INDRE 2522 996 M SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 13/04/2011 ETI DEFUNCION
62 INDRE 2523 11 M SOB CHIHUAHUA | 10/04/2011 | 13/04/2011 Influenza HOSPITALIZADO
63 INDRE 2524 36 F SOB CHIHUAHUA | 09/04/2011 | 14/04/2011 Influenza HOSPITALIZADO
64 InDRE 2652 1 M EFAR / 23/03/2010 | 26/03/2010 IRAG CASO NO GRAVE
65 INDRE 2719 8 M SOB CHIHUAHUA | 15/04/2011 | 18/04/2011 Influenza A H1 PDM CHIHUAHUA
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 /

70 UASLP 3115 / F / SLP / 14/11/2006 | BRONQUIOLITIS /

71 UASLP 3152 / M / SLP / 21/11/2006 | BRONQUIOLITIS /

72 UASLP 3491 / / / SLP / / / /

73 UASLP 3496 / / / SLP / / / /

74 UASLP 3497 / / / SLP / / / /

75 UASLP 3503 / / / SLP / / / /

76 UASLP 3510 / / / SLP / / / /

77 UASLP 3511 / / / SLP / / / /
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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 / / / /
123 | UASLP 3699 / / / SLP / / / /
92 UASLP 3705 / / / SLP / / / /
93 UASLP 3721 / / / SLP / / / /
94 UASLP 3734 / / / SLP / / / /
95 UASLP 3749 / / / SLP / / / /
96 UASLP 3763 / / / SLP / / / /
97 InDRE 3973 12 F EFAR / 29/09/2008 | 30/09/2008 INFLUENZA /
98 InDRE 4102 60 F EFAR / 10/07/2008 | 10/08/2008 INFLUENZA /
99 InDRE 4112 96 M EFAR / 10/06/2008 | 10/09/2008 INFLUENZA /
100 InDRE 4130 11 M EFAR / 10/10/2008 | 13/10/2008 INFLUENZA /
101 InDRE 4208 36 F EFAR / 10/10/2008 | 13/10/2008 INFLUENZA /
102 InDRE 4310 36 F EFAR / 14/10/2008 16/10/2008 INFLUENZA /
103 InDRE 4355 288 F EFAR / 19/10/2008 | 20/10/2008 INFLUENZA /
104 INDRE 4406 24 M EFAR / 20/10/2008 | 22/10/2008 INFLUENZA /
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105 InDRE 4468 24 M EFAR / 18/10/2008 | 20/10/2008 INFLUENZA /
106 InDRE 4510 36 M EFAR / 22/10/2008 | 24/10/2008 INFLUENZA /
107 InDRE 4514 24 F EFAR / 26/10/2008 | 28/10/2008 INFLUENZA /
108 InDRE 4520 36 F EFAR / 18/10/2008 | 22/10/2008 INFLUENZA /
109 INDRE 4593 1 F EFAR / 26/10/2008 | 29/10/2008 INFLUENZA /
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 / / / /
124 | UASLP 5651 / / / SLP / / / /

/. Dato no proporcionado.
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Anexo Il.

Resultados del tratamiento con TPCK, presencia o ausencia de
fusogenicidad y resultado de IFD.

D Tratamiento FUSOGENICIDAD Resultado en IFD
TPCK hRSV hMPV

1 671 Si Ausente + -
2 1032 Si Ausente - -
3 1040 --- Espontdnea + +
4 1062 Espontanea -

5 1098 Espontanea + -
6 1099 Si Ausente + -
7 1162 Si Inducida + -
g | 1189 Si Inducida + -
9 1202 Si Ausente + -
10 | 1207 Si Ausente - -
11 | 1222 Si Ausente + +
12 | 1255 Si Ausente - -
13 | 1282 Si Inducida + +
14 | 1293 Espontdnea + -
15 | 1298 Si Ausente - -
16 | 1325 Si Ausente + -
17 | 1326 Si Ausente + -
18 | 1333 Si Ausente + -
19 | 1335 si Ausente + -
20 | 1335 Si Ausente + -
21 | 1344 Si Inducida + -
22 | 1348 Si Ausente + -
23 | 1375 Si Ausente + -
24 | 1377 si Ausente + -
o5 | 1378 - Espontanea + +
26 | 1418 Si Ausente + -
27 | 1426 -—- Espontanea + -
28 | 1432 Si Ausente + -
29 | 1440 Si Ausente + -
30 | 1452 Si Ausente + -
31 | 1537 --- Espontanea - -
32 | 1586 Si Ausente - -
33 | 1589 Si Ausente + -
34 | 1661 Si Ausente + -
35 | 1690 -—- Espontanea + +
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36 | 1693 Si Ausente +

37 | 1773 Si Ausente -

3g | 1874 Si Ausente + -
39 | 1883 Si Ausente - +
40 | 1894 Si Ausente + +
41 | 1905 Si Ausente + -
42 | 1917 Si Ausente + +
43 | 1918 Si Ausente + +
44 | 1930 Si Ausente + +
45 | 2017 Si Ausente + +
46 | 2023 Si Ausente + +
47 | 2129 Si Ausente + +
48 | 2168 Si Ausente + +
49 | 2187 Si Ausente + -
50 | 2191 Si Ausente + +
51 | 2225 Si Ausente + +
52 | 2242 Si Ausente + -
53 | 2270 Si Ausente +

54 | 2340 Si Ausente +

55 | 2348 Si Ausente + -
56 | 2371 Si Ausente - -
57 | 2431 Si Ausente + -
58 | 2436 Si Inducida - +
59 | 2453 Si Ausente -

60 | 2508 Si Ausente - -
61 | 2522 Si Ausente - -
62 | 2523 Si Inducida - +
63 | 2524 Si Ausente -

64 | 2652 Si Ausente - -
65 | 2719 Si Ausente - +
66 | 3101 Si Ausente - -
67 | 3102 Si Ausente + -
68 | 3112 Si Ausente + -
60 | 3114 Si Ausente + -
70 | 3115 Si Ausente + -
71 | 3152 Si Ausente + -
72 | 3491 -—- Espontanea + -
73 | 3496 Si Inducida + -
74 | 3497 Si Inducida + -
75 | 3503 -—- Espontanea + -
76 | 3510 Si Inducida - +
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77 | 3511 --- Espontanea + -
78 | 3611 Espontanea - -
79 | 3612 Si Ausente + -
so | 3614 Si Ausente - -
g1 | 3618 Espontanea + -
g2 | 3619 Si Inducida + -
83 | 3629 Espontanea + -
84 | 3637 Si Ausente + -
g5 | 3651 Si Inducida + +
86 | 3652 Si Inducida + +
g7 | 3670 --- Espontanea - +
8g | 3671 Espontanea -
89 | 3674 - Espontanea +
90 | 3679 Espontdnea - +
91 | 3696 --- Espontanea + -
123| 3699 Si Inducida + +
92 | 3705 Espontdnea + -
93 | 3721 - Espontanea + +
94 | 3734 Si Ausente - -
o5 | 3749 - Espontanea + -
96 | 3763 Espontdnea - +
97 | 3973 Si Inducida - +
og | 4102 Si Inducida - +
99 | 4112 Si Ausente - -
100| 4130 Si Inducida + -
101| 4208 Si Inducida - +
102| 4310 Si Ausente - -
103| 4355 Si Ausente + -
104| 4406 Si Ausente - -
105| 4468 Si Ausente - -
106| 4510 Si Ausente -
107| 4514 Si Ausente -
108| 4520 Si Ausente - -
109| 4593 Si Ausente + -
110| 4969 Si Ausente - -
111| 5084 Si Inducida - +
112| 5153 Si Ausente - -
113| 5162 Si Ausente - -
114| 5243 Si Ausente - +
115| 5281 Si Inducida + -
116| 5524 Si Ausente - +
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117| 5614 Si Ausente + -
118| 5615 Si Ausente - -
119| 5622 Si Inducida + -
120| 5630 Si Ausente + +
121| 5637 Si Ausente + -
122| 5643 Si Ausente + -
124 | 5651 Si Ausente + -

---. No se aplico, debido a que la muestra present6 fusogenicidad espontanea.
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Anexo Il

Resultados de los ensayos de RT-PCR para la confirmacion de la infeccién
por hMPV.

L

Numero de bandas

N

Numero de bandas

B-ACT

447 pb

Adicionales

599 pb

Adicionales

205 pb

1040

1

1

[ER

1062

1222

1282

1378

1690

1693

1773

1883

1894

1917

1918

RlRr|lR|RPR|RRIR[R[R[N|R

1930

2017

2023

2129

2168

2191

2225

2270

2340

2436

2453

2523

2524

2719

3510

3651

3652

3670

3674

3679

3699

RlRr|R|R|IR|RPR|R|R[R[R[R|[R|R

RlRr|lR|R|RP|P|R[R[RPR[R|R[RP|RPR|R|RPR|P|RP|RPR[R|[R|R|R|R|RPR|RPR|RPR|RP|[R|R[R|R|R
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3721 1 1 1
3763 1 1
3973 2 1
4102 1 1 1
4208 1 1
5084 1
5243 1
5524 1 1 1
5630 1 1 1
---. Sin banda
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Anexo IV

*Calculo de tamanio de muestra

De acuerdo a estudios recientes, en nuestro pais se ha reportado que existe una prevalencia de etiologia viral de IRA del
32.44% para hRSV y un 8.4% para hMPV.

En reportes del Sistema Nacional de Informacién en Salud (SINAIS) se puede observar que en el 2010 se obtuvieron
26,712,790 casos de IRA en menores de 5 afios. En ese mismo afio se contaron 10,528,322 nifios con rango de edad
similar, de acuerdo a datos obtenidos mediante el censo del instituto nacional de estadistica y geografia (INEGI), esto
quiere decir que cada nifio en promedio tuvo 2,53 episodios de IRA en el periodo de invierno-primavera en ese afo. Si
realizamos una correlacion con los datos de IRA por etiologia viral reportados por diversos grupos de investigacion en
México, se puede observar que 8,665,629 casos fueron debidos a hRSV y 2,243,874 por hMPV en ese periodo de
invierno-primavera.

Con estos datos, podemos sacar un tamafio de muestra representativo para nuestro estudio con la férmula para el célculo
de muestreo en una poblacién infinita::

Para hRSV, con una frecuencia del 25%, un error del 5% y un a=0.05
_zap(1—p)  1.96%(0.3244)(1 — 0.3244) _ 0.8425

flo ke 0.052 = 00025 = 337
Para hMPV, con una frecuencia del 10%, un error del 5% y un a=0.05
_z2p(1—p) 1.96%(0.084)(1—0.084)  0.295 118
=" 7 0.052 ~0.0025 "

Por lo tanto para tener un tamafio de muestra representativo para ambos virus, se debera trabajar con una cohorte de
pacientes de aproximadamente 337 pacientes.
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