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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una causa importante de
morbimortalidad en nifios en todo el mundo. La mayoria de estas IRA son causadas por
los virus respiratorios clasicamente conocidos, como los virus Sincicial Respiratorio,
Influenza A y B, Parainfluenza 1, 2 y 3 y Adenovirus. Sin embargo, existe un porcentaje
no despreciable de IRA, de probable etiologia viral, en el que no se identifica el agente
causal, y que representa entre 40 y 60% de las neumonias adquiridas en la comunidad.

En el afio 2001 se describié en Holanda un nuevo agente causal de IRA, el
hMPV. Los primeros reportes de la presencia de hMPV en nuestro pais se han
documentado en Buenos Aires el afio 2004.

En el presente estudio se decidi6 evaluar la frecuencia de infeccion por hMPV
en nifios ( 3 meses - 5 afos de edad) diagnosticados con IRA, atendidos en el Hospital
de Niflos de Santa Fe “Dr. Orlando Alassia” en el periodo 2005-2006, con resultados
negativos para el grupo de virus respiratorios investigados de rutina. Para ello se
evaluaron estrategias de andlisis utilizando técnicas de biologia molecular. Con estas
se analizaron 118 muestras de aspirados nasofaringeos por Trascripcion Reversa
acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés)
para la amplificaciébn de secuencias especificas de los genes N y F del virus,
confirmando por PCR-RFLP los resultados positivos y se aplic6 una reaccion de
multiplex PCR para acortar tiempos en la busqueda del agente viral.

Por otro lado describimos un caso de exacerbacion de asma bronquial asociada
a la infeccién por hMPV, detectado recientemente en nuestro laboratorio

En la poblacién estudiada se pudo detectar la presencia del hMPV en el 4,2% de
los pacientes. Este hallazgo concuerda con la literatura, donde se describe entre 4 y
17% de infeccion por hMPV en poblaciones similares. Estos resultados reafirmarian la
importancia de la investigacion del hMPV como agente causal de IRA, sobre todo en
los casos en los que no se logra identificar ninguno de los virus respiratorios

tradicionalmente estudiados.
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ABREVIATURAS

A: adenina

ADN: acido desoxi-ribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

BrEt: bromuro de etidio

C: citosina

CTP: citosin trifosfato

D.O.: densidad 6ptica

ADNsa: endonucleasa con capacidad para digerir ADN
dNTPs: mezcla de los cuatro nucleétidos, ATP, TTP,CTP y GTP
GTP: guanosin trifosfato

ECP: efecto citopatico

H20 bd: agua bidestilada

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
IRA: infecciodn respiratoria aguda

Kpb: kilo pares de bases

LB: medio Luria-Bertani

L.C.: linea celular

MEM: medio esencial minimo

MgCl;: cloruro de magnesio

MgSO,: sulfato de magnesio

uM: micromolar

NaAc: acetato de sodio

NaCl: cloruro de sodio

NaOH: Hidréxido de sodio

p/v: peso en volumen

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

RFLP: polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion

r.p.m: revoluciones por minuto

ARNSsa: endonucleasa con capacidad de digerir ARN
SDS: dodecilsulfato de sodio

S.V.: shell-vial
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T: timina

TAE: buffer tris-&cido acético-EDTA

TE: buffer tris-EDTA

TTP : timina trifosfato

U: uracilo

UV: luz ultravioleta

v/v: volumen en volumen

V: voltios

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopirandsido

A:longitud de onda
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1- Generalidades

El metapneumovirus humano (hMPV) se ha descrito en Holanda en el 2001 y se
lo relacion6 como un nuevo agente causal de infeccion respiratoria aguda (IRA), tras su
hallazgo en nifios, jévenes, adultos y ancianos.

Este virus se asocia a cuadros de bronquiolitis, obstruccion y neumonia, entre
otras manifestaciones, y su espectro clinico ain no se encuentra totalmente definido.

Posee un periodo de incubacién que se supone entre cinco y seis dias y una
excrecion viral que duraria entre una y cuatro semanas por lo que puede ser
diseminado en el ambiente nosocomial, y debe ser considerado para evitar contagios y
propagacion en salas de pediatria (Van den Hoogen y cols., 2001).

Analisis seroldgicos retrospectivos revelaron que nifios menores de 5 afios de
edad han sido infectados por este virus y que el mismo ha estado circulando por mas
de 43 afos en algunas poblaciones (Van den Hoogen y cols., 2001; Van den Hoogen y
cols., 2004).

Se ha visto fuertemente asociado a exacerbaciones asméticas agudas, lo que
supone que seria uno de los responsables agentes virales que gatillaria los episodios
de broncoespasmo tanto en nifios como en adultos.

Desde su primera comunicacion en el 2001 se ha reportado ademés en otros
paises como Australia, Canada, Estados Unidos, Francia, Reino Unido, Espafia, Japon
y Latinoamérica lo que habla de una distribucion mundial de este microorganismo.
(Peret y cols., 2002; Mackay y cols., 2003; Peiris y cols., 2003; Garcia Garcia y cols., 2004;
Williams y cols., 2005; Luchsinger y cols., 2005; Mirazo y cols., 2005; Noyola y cols., 2005)

En nuestro pais, se reportaron las primeras evidencias de la presencia de hMPV
en Buenos Aires, en niflos con infecciones respiratorias agudas bajas (Galiano y cols.,
2004).

En este contexto, parece fundamental, como ya reconocen algunos autores,
incorporar la deteccion del metapneumovirus humano en el abordaje diagnéstico de los
lactantes y nifios con infeccién respiratoria (Van den Hoogen y cols., 2001; Williams y
cols, 2004). Si bien en la actualidad no se dispone de una herramienta terapéutica
especifica, si parece al menos evidente la utilidad de identificar el agente etiolégico de
esta patologia, para evitar tratamientos antibidticos innecesarios en el caso de
aparicion de bronquiolitis con infiltrados radiolégicos y para conocer a largo plazo la

evolucion de estos nifios (Ulloa-Gutierrez y cols., 2003).

12
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2 -Clasificacion Taxondmica

Basandose en estudios moleculares y de microscopia electronica, este virus se
ha clasificado como perteneciente a la familia Paramyxoviridae, sub-familia
Pneumovirinae, género Metapneumovirus.

Recientemente se han identificado, por analisis filogenéticos, dos serotipos: Ay
B, los cuales a su vez se subdividen en dos subtipos cada uno (A1-A2 y B1-B2,
respectivamente) (Fig. 1)

El mismo posee caracteristicas propias muy similares al Virus Respiratorio
Sincicial humano (VSR), como su epidemiologia, su distribucion estacional y sus
manifestaciones clinicas, entre otras (Van den Hoogen y cols, 2002; Van den Hoogen y
cols., 2003 ; McIntosh y cols., 2004; Schildgen y cols., 2004; Williams y cols., 2004).

Orden: Mononegavirales

Farnilia: Paramyxawiridae
Sub-familia: Pararrmovinnas
Género: Fespirovirus
Ezpecie: Parainfluenza humano tipos 1 -3
Génera: Rubulavirus
Especie: Parainfluenza humano tipos 2 — 4
wirus de la Parotiditis
Génera: Morbillivirus
Especie:irus del Sarampidn
Género: Henipawirus
E=pecie: %irus Hendra, “irus Mipah
Sub-familia: Prewmnovirinas
Género: Prneumovirus
Especie: %irus sincicial respiratario

Subgrupos: Ay B
Genera: Metapneumavirus

Especie: Metapneumaovirus humano

Subgrupos: Ay B
Subtipos: A1 - A2 B1 - B2

Figura 1. Clasificacion taxonémica del Metapneumovirus humano (Modificado de Khan, 2006)

3 -Estructura del Metapnumovirus humano

Como todos los virus de la familia Paramixoviridae, tiene caracteristicas
pleomérficas. Es de mayor tamafio que los ortomixovirus, y posee una envoltura en
doble capa muy fragil cubierta de proyecciones. Este virus posee un ARN de simple
cadena negativa no segmentada, cuya organizacion es diferente a la del VSR (Fig. 2) y

carece de los genes que codifican para las proteinas no estructurales, NS1 y NS2 .

1N
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Figura 2: Mapa Genomico de los Pneumovirinae. Gréafico comparativo entre el
VSR y el hMPV (Modificado de Khan, 2006)

El genoma asociado a las proteinas N (nucleoproteina), P (fosfoproteina) y L
(large), conforman la nucleocapside helicoidal que estd envuelta por un manto,
constituido por una bicapa de lipidos derivada de la membrana plasmatica de la célula
huésped, en la cual se encuentran insertas tres glicoproteinas (gp): la Proteina G de
adhesion, la Proteina F de fusion, que participa en la formacién de sincicios en los
cultivos celulares, y una pequefia con caracteristicas hidrofébas denominada Proteina
SH. Tanto la proteina G como la F constituyen las espiculas que se encuentran en la
superficie del virién. En la cara interna de la membrana estas glicoproteinas interactian
con la Proteina M de la matriz. La Proteina L es considerada la ARN polimerasa viral y

para su funcionamiento requiere de la presencia de las proteinas N y P (Fig.3).

Glicoproteina G

Glicoproteina F

MNucleocapside Helicoidal
(Proteina NP)

J—— Nembrana
Bilipidica

Polimerasa

Proteina M

Figura 3: Estructura del Virion (tomado de http://www.academicos.cualtos.udg.mx)

En nuestro pais se estudio la variabilidad genética de los genes G y F y se hallo

que los virus circulantes pertenecen a los dos linajes genéticos principales A y B,
dentro de los cuales se agruparon en dos sublinajes A1 y A2 para A. Para B sélo se
14
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agruparon en un solo sublinaje B1 en concordancia con un trabajo publicado en
Europa. Por otro lado se hall6 que la proteina F es la mas altamente conservada,
mientras que la G mostré extensa variabilidad entre los grupos Ay B. (Van den Hoogen y
cols., 2001; Van den Hoogen y cols., 2002; Biacchesi y cols., 2003; Galiano y cols., 2006; Huck
y cols., 2006)

4 -Epidemiologia

La infeccion por hMPV tiene un periodo de incubacion de 5-6 dias, su
mecanismo de propagacion es el comin a todos los virus respiratorios y se realiza por
aerosoles producidos con la tos y el estornudo. También, y no menos importante desde
el punto de vista epidemioldgico, se puede trasmitir a través de las manos o utensilios
de uso comun contaminados lo que permite que el virus acceda a través de las vias
aéreas, boca o conjuntivas. La eliminacién del virus se extiende entre dos a cuatro
semanas en nifios y un periodo menor en adultos (Abara y cols., 2006).

En algunas ocasiones se han reportado casos aislados de reinfeccion por hMPV
como también se ha descrito coinfeccion con otros patégenos. Ademas se ha
observado que se puede presentar en brotes que parecen coincidir con el VSR. Se han
publicado coinfecciones no s6lo con VSR sino también con Adenovirus aunque se
estima que esto no produce un aumento de la severidad de la infeccion (Williams y
cols.,2004; Kaida y cols., 2007).

Las infecciones debidas al hMPV, como todas las asociadas a IRA baja, ocurren
preferentemente en invierno y primavera. En zonas templadas, el pico estacional de
infecciones por este agente aparece al final del invierno y comienzos de primavera y se
ve solapado con el pico de aparicion de las infecciones con VSR. Ademas, se ha
demostrado -en muy baja frecuencia- la presencia del virus en individuos
asintomaticos. En cuanto a la infeccion primaria, suele presentarse -en la mayoria de
los casos- en nifios en el primer afio de vida, hospitalizados con enfermedad
respiratoria aguda. La infeccion puede repetirse pues no deja inmunidad completa
debido a la heterogenicidad del genoma (Boivin y cols., 2003; Williams y cols., 2004).

El hMPV no es un patdgeno estrictamente de nifios, sino también de sujetos con
condiciones de inmunosupresién y de ancianos en los que puede predisponer a

manifestaciones graves de infeccion (Falsey y cols, 2003)(Fig. 4).
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* Nifios
5% - 7% de Nifios con ITR

*Individuos Inmunocomprometidos

* Ancianos
* Comunidad en general

*3% de ITR en individuos de todas
las edades

Figura 4: Prevalencia de hMPV en distintas poblaciones (Modificado de Van den Hoogen y cols., 2004).

En el hemisferio norte, el hMPV estaria asociado como causal de enfermedad
respiratoria aguda entre el 6% al 40 % de los casos (Boivin y cols, 2003; Mc Adam y cols,
2004; Mullins y cols,2004; Bosis y cols, 2005 ).

En un estudio retrospectivo, Williams y cols. analizaron 72 muestras de suero de
niflos mayores y adultos guardadas desde 1958, encontrandose serologia positiva para
hMPV en el 100% de las mismas. Por otro lado se demostré que en lactantes de 6
meses a 1 afio la seroprevalencia era del 25%.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos realizados correspondieron a
pacientes hospitalizados (30% - 50%). En estos trabajos, la mayor parte de los
pacientes pediatricos estudiados cursaban con una enfermedad crénica de base como
asma, enfermedad pulmonar crénica, enfermedad cardiaca o cancer (Abara y cols,
2006).

En algunos casos se presenta como apnea, situacion que es mas frecuente en
prematuros que en ocasiones llega a requerir conexion a ventilacion mecénica y
tratamiento en una unidad de cuidados intensivos (Jofré y cols, 2007).

En los adultos la infeccibn por hMPV ha sido asociada con enfermedad
respiratoria aguda y las hospitalizaciones de los mismos se atribuyen a pacientes con
las mismas patologias que los nifios sumandose la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (Stockton y cols., 2002).

Debido a que la aparicion estacional del hMPV y la del VSR son similares, se
han descrito casos de coinfeccion, hallandose en un rango del 5 al 17 %. Aunque es
discutida la sinergia de ambos virus en la severidad de la enfermedad en pacientes

pediatricos, en muchos de los casos estos pacientes debieron ser hospitalizados para

16




Biog. Marcela A. Lopez Junio de 2008

su atencion. Si bien hay discordancia en opiniones entre algunos autores con esta
afirmacion, estos conflictos son atribuibles a diferencias metodolégicas o a la
variabilidad geografica en cepas circulantes. (Cuevas y cols., 2003; Greensill y cols., 2003;
Lazar y cols., 2004; Falsey y cols, 2006). Por otro lado, se ha reportado que la carga viral
y los distintos subgrupos de metapneumovirus se relacionarian con diferentes grados
de gravedad, sobre todo en niflos hospitalizados y en aquellos que poseen una
enfermedad cronica de base (Bosis y cols., 2008).

En Argentina, Galiano y cols. reportaron en el afio 2004 las primeras evidencias
de la presencia de hMPV en nifios con infecciones respiratorias agudas (IRA) bajas. En
este trabajo, 11 de 100 muestras de aspirados nasofaringeos fueron positivos para este
virus. El pico de aparicion del virus fue observado en los meses de primavera en
concordancia con lo publicado por un grupo de Vanderbilt, Nashville, USA. (Williams y
cols, 2004) (Fig.5). Poco tiempo después, otras comunicaciones fueron realizadas en

La Plata (Laham y cols., 2004) y Ushuaia (Mallimaci y cols., 2006).

N° of samples

Jan Fet Mar Apr May Jun Jul Aug Sap Oct MNov Dac

Em RSV C—JAdenovirus i
E= Influenza B3 Parainfluenza
. hMPY —+— Samples tested for hMPV

Figura 5: Cocirculacion de hMPV con otros virus respiratorios hallados en nifios menores a
cinco afios en la Ciudad de Buenos Aires durante el periodo 1998 — 2002
(Tomado de Galiano y cols., 2004)

5 -Respuesta Inmune

Teniendo en cuenta la clinica, la epidemiologia y ademés por estar incluido en
una misma subfamilia en la clasificacion taxondémica, el virus VSR y el hMPV
compartirian semejanzas en cuanto a la forma de infeccion y propagacion en

huéspedes susceptibles. En funcion de ésto, se puede deducir que la respuesta inmune

17
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puede relacionarse en varios aspectos. Usando el modelo propuesto para VSR, en
principio, la proteina de fusion estimularia la respuesta inmune innata al ligar el
antigeno con el receptor CD4 + en macréfagos y promoviendo la produccion de
citoquinas inflamatorias. Este proceso incrementa en primer lugar la produccion de
citoquinas, incluyendo interleuquina (IL-8), IL-1b y TNF-a, que se asocian con la
activacion de neutrdfilos y migracion hacia los pulmones. Estudios recientes
demostraron que existen polimorfismos presentes en genes inmunomoduladores de la
IL-4 y la IL-8 que pueden estar asociados con una predisposicion genética a una
enfermedad mas severa. En las exacerbaciones asmaticas se observo que el proceso
inflamatorio mediado por células T CD4 +, se caracterizada por una expresion elevada
de IL-4, IL-5 y IL-13. También se ha visto que el perfil de la IL-8 y RANTES en
secreciones nasales fue diferente al perfil observado en la infeccion por VSR (Jartti,
2002; Martin, 2006 y cols.).

Este incremento en la actividad inflamatoria ha sido hipotetizada como comun al
mecanismo de infeccion viral del tracto respiratorio bajo, mediada por la obstruccién
inflamatoria del lumen en los pequefios bronquiolos. Se ha encontrado que los niveles
de citoquinas inflamatorias en secreciones respiratorias de nifios infectados con hMPV
fue de 2 a 6 veces méas bajos que en los nifios infectados con VSR (Laham y cols.,
2004).

Las reinfecciones virales en humanos con estos virus, Son muy comunes ya que
generalmente no se desarrolla inmunidad permanente. Los nifios poseen una
respuesta inmune limitada a la mayoria de los virus; solo los anticuerpos adquiridos de
la madre aparecen protegiendo enfermedades severas en los primeros meses de la
vida. Ademés se ha descrito que los nifios poseen respuesta mucho menor en cuanto a
la afinidad de anticuerpos neutralizantes hacia los virus en comparacion con los
adultos. El rol de la inmunidad mediada por células y el clearence de infecciones virales
aun no estd demasiado claro en nifios, por lo tanto éstos estarian en riesgo en adquirir
enfermedades més severas debido a la inmunidad inmadura que poseen (Crowe y cols.,
2003; Martin y cols., 2006).

6 -Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas en nifios son indistinguibles de aquellas
provocadas por los virus respiratorios clasicamente conocidos, y varian desde infeccién

asintomatica hasta neumonia complicada
18
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La mayoria de los pacientes pediatricos son infectados a la edad de 5 afios y la
reinfeccion puede ocurrir en el primer afio de vida. La duracion de los sintomas antes
de la atencién médica es usualmente menor a una semana y la mayoria de los nifios
disemina el virus por al menos dos semanas (Boivin y cols., 2002; Peret y cols., 2002; Van
den Hoogen y cols., 2003; Williams y cols., 2004; Ebihara y cols., 2004)

Los porcentajes hallados en cuanto a la sintomatologia causada por este agente

en nifios se describen en la Tabla 1:

Sintomas Porcentaje Signos Porcentaje
Tos 90 Rinitis 77
Rinitis aguda 88 Sibilancias 52
Fiebre 52 Otitis 51
Irritabilidad 43 Faringitis 39
Ronquidos 22 Roncus 20
Diarrea 17 Estertores 8

Vémitos 10

Tabla 1: Signos y sintomas de 49 nifios con diagnostico de IRA, en los cuales se detect6 la presencia de hMPV
(Modificado de Williams y cols., 2004)

Los hallazgos mé&s comunes se manifiestan en la infeccion primaria como un
resfriado comun. Primeramente se observa una destruccion del epitelio respiratorio por
el virus, seguida por una produccion inicial de liquido claro en los primeros dias post-
infeccion, lo que lleva a una activacion de las defensas inmunitarias del huésped con
una mayor destruccion del epitelio respiratorio como parte de la respuesta inmune. Esto
predispone a que pueda existir un crecimiento de las bacterias oportunistas presentes
en el tracto respiratorio con secrecion de liquido purulento en los estadios finales de la
infeccion. Si hay una buena resolucion por parte del huésped hacia el virus, se produce
una regeneracion del epitelio y aclaramiento de la infeccion viral.

Ademas se puede observar, irritabilidad, rechazo alimentario, rinorrea,
congestion nasal, eritema faringeo, mialgia, tos y fiebre. Otras veces , la infeccion por
hMPV afecta las vias respiratorias bajas (IRAB), ocasionando cuadros graves con
dificultad respiratoria, bronquiolitis, neumonia, sindrome bronquial obstructivo y falla
respiratoria (Diaz-Rubio y col., 1994; Peret y cols., 2002; Peiris y cols, 2003).

Una de las caracteristicas clinicas principales causadas por el hMPV, es la

bronquiolitis que se caracteriza por presentarse como un sindrome agudo que afecta a
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los nifios durante los dos primeros afios de vida (mayor tasa de ataque entre 1y 6
meses de edad) y se observa una inflamacién del epitelio que reviste los pequefios
bronquios y los bronquiolos. A medida que la inflamacion progresa, la infiltracion
peribronquiolar y el edema de la submucosa y la adventicia conducen a la necrosis y
pérdida del epitelio bronquiolar y, en consecuencia, al estrechamiento y obstruccién de
la luz de las vias aéreas. La progresion del proceso conduce a la neumonitis intersticial.
Ademas dentro de la sintomatologia se incluyen unos prodromos de las vias aéreas
altas y un comienzo agudo con respiracion sibilante, distension toracica, tos, disnea,
apnea y sindrome de dificultad respiratoria aguda lo que conlleva a la mayoria de los
nifios a una hospitalizacioén (Calvo y cols., 2007).

Los sintomas no respiratorios como conjuntivitis, vomitos, diarrea y eritema son
reportados ocasionalmente y no son predominantes en la mayoria de los estudios.

Radiolégicamente los pacientes que sufren una enfermedad a causa del hMPV
pueden mostrar un infiltrado perihiliar difuso, zonas de hiperinsuflacion de localizacion
irregular, atelectasia, consolidacién e imagenes intersticiales (Williams y cols., 2004;
Schildgen y cols., 2004).

A-

Figura 6: (A) Radiografia de térax de un nifio de seis meses que presentd un cuadro de bronquiolitis a causa del
hMPV.(Tomado de Williams y cols, 2004) (B) Imagen radiol6gica tipica de una nifia de seis afios con asma
bronquial aguda asociada a una infeccién con hMPV (Tomado de Schildgen y cols, 2004) (C) A.Paciente de 6 meses
presentando Atelectasia segmentaria de I6bulo superior derecho (Tomado de Mallimaci y cols, 2006)

Diversos agentes bacterianos como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus asociados a una
coinfeccién por hMPV pueden provocar otitis media (Williams y cols., 2006).

A semejanza de lo que ocurre con el VSR, el hMPV también se ha asociado a
casos de exacerbacion asmatica aguda en nifios (Schildgen y cols., 2004; Williams y cols,
2005; Williams y cols, 2006) y en adultos asmaticos la infeccién por este virus juega un rol

decisivo, obligando la hospitalizacion de los pacientes afectados (Boivin cols., 2005;
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Boivin y cols., 2002; Maertzdorf y cols., 2004; Rawlinson y cols., 2003; Van den Hoogen y cols,
2003).

Los casos fatales a causa de una infeccion por este virus, en adultos jovenes
generalmente se asocian a otras enfermedades de base; se han descrito casos de
pacientes con leucemia que complican su enfermedad luego de un transplante de
médula 6sea (Cane y cols., 2003; Pelletier y cols., 2002). Ademas, se describié un caso
fatal de edema cerebral en un nifio causado por una encefalitis. Estas manifestaciones
neuroldgicas podrian estar vinculadas con los hallazgos del ARN del hMPV en los
tejidos del cerebro y pulmén post-mortem (Schildgen y cols., 2005).

En huéspedes inmunocomprometidos todavia se desconoce la incidencia y la
severidad de la enfermedad causada por el hMPV (Willians y cols., 2005).

En relacion a la infeccién en adultos, se observé una tasa entre el 2% y el 7%,
en la mayoria de los casos cursan con una enfermedad leve en la que se destacan: tos,
ronquera, congestion nasal y rinorrea. La fiebre es inusual. EI 50% de los casos refiere
dolor de garganta con produccién de esputo y sintomas generales compatibles a una
enfermedad viral. En pacientes de edad avanzada y con EPOC se ha reportado que
también puede ser detonante de exacerbaciones de asma (Chan y cols., 2004; Rohde y
cols., 2005; Martinello y cols., 2006).

En un estudio comparativo entre el hMPV y los demés virus respiratorios se
pudo observar que la clinica posee caracteristicas propias y lo diferencian del resto de
los virus respiratorios en cuanto a las sibilancias, la expiracion prolongada e hipoxemia

encontradas en aquellos individuos que portaban este agente viral (Wolf y cols., 2006).

1.7 -Prevenciéon y Tratamiento

Las primeras medidas terapéuticas han deben encaminarse al mantenimiento de
las funciones Vvitales frecuentemente amenazadas en lactantes y nifios. La
oxigenoterapia inicial, intubacion orotraqueal y ventilacion asistida, son medidas que en
situaciones graves resultan imprescindibles.

El agente antiviral indicado para controlar la infeccién del VSR es la ribavirina en
aerosol, un analogo nucleosidico. Es raramente usado por su falta de una eficacia en
niflos, por los efectos adversos que ocasiona y su dificultad en la administracion. La
ribavirina ha sido usada en pacientes inmunocomprometidos y también en pacientes
trasplantados de médula G6sea, frecuentemente en conjunciéon con una inmunoglobulina

especifica. (De Vincenso y cols., 2000). Recientemente, un grupo mostré que la ribavirina
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y la inmunoglobulina policlonal humana poseen una actividad neutralizante "in vitro”
contra el h(MPV equivalente a su actividad frente al VSR (Wyde y cols., 2003).

Las vacunas a virus vivo atenuado han sido desarrolladas satisfactoriamente
contra diversos virus. Sin embargo, la generacion de una vacuna atenuada para VSR
fue muy dificultosa y los mismos inconvenientes se han encontrado para obtener una
vacuna contra hMPV por esta via. En los ultimos afios, nuevas estrategias se estan
desarrollando con la incorporacion de técnicas de ADN recombinante. En este sentido,
se ha diseflado una vacuna quimérica bovina-humana que expresaba el gen F y fue
inmunogeénica y protectiva contra el hMPV en modelos animales (hamster) (Tang y cols.,
2003)

Finalmente se deben extremar las medidas preventivas para evitar la
diseminacién del virus en medios hospitalarios ya que las infecciones nosocomiales
son frecuentes y ensombrecen el prondstico de lactantes ingresados por otras

patologias y que adquieren la infeccién en el medio hospitalario.

8- Diagnhdstico de Laboratorio

8.1- Seleccion de la muestra a procesar

Para la obtencion de resultados confiables es fundamental que la muestra sea
de buena calidad. En general, se consideran idéneas el aspirado nasofaringeo, el
lavado nasal, y el escobillado nasal o faringeo. En caso necesario, también son utiles
muestras invasivas, como el lavado broncoalveolar o el material de biopsia respiratoria.

Las muestras se deben procesar lo mas rapido posible por lo cual se enviaran al
laboratorio, preferiblemente refrigeradas. Si el procesamiento no es de inmediato, el
material de estudio debe mantenerse a 4 °C hasta un maximo de 48 hs. Si se prevee
una demora mayor en el procesamiento, se deben congelar a temperaturas inferiores a
-70 °C. La conservacion inadecuada de la muestra o la demora en su procesamiento
repercuten en un resultado falsamente negativo a la hora del diagnostico.

La muestra de eleccion para la deteccién del hMPV, es el aspirado nasofaringeo
ya que es el procedimiento menos invasivo, de facil recoleccién y porque suministra el
namero apropiado de células infectadas. Con el uso de este procedimiento de toma de
muestra se ha logrado identificar la presencia de este virus tanto en sujetos

inmunocompetentes como en los inmunodeprimidos.
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8.2- Aislamiento en cultivo celular

El aislamiento del virus en cultivo a partir de muestra clinicas,
fundamentalmente utilizando lineas celulares (LC), ha sido clasicamente el
procedimiento de referencia en el diagndstico de las virosis respiratorias, aunque en la
practica sélo puede llevarse a cabo en laboratorios con una infraestructura adecuada.
El cultivo presenta las ventajas de poder disponer de las cepas para estudios
adicionales: serotipificacion, pruebas de sensibilidad, estudios epidemioldgicos, etc., y
de ser un sistema abierto que permite detectar, en principio, cualquiera de los virus. No
existe ninguna LC que sea capaz de permitir la replicacion de todos los virus
respiratorios, de la misma forma que no existe ningun virus capaz de replicar en todas
ellas. Este hecho obliga a realizar la siembra de la muestra en diferentes lineas que, en

conjunto, puedan cubrir el abanico de virus que pretendemos detectar.

Tabla 2. Comparacion de crecimiento en lineas celulares de los diferentes virus respiratorios

Linea celular
VIRUS HEP-2 MRC-5 LLC-MK2 MDCK A-549
VRS ++ + + - +/-
Influenza - +/- + ++ -
Adenovirus ++ + - - T+
Parainfluenza + - ++ - +/-
Rinovirus +/- ++ - - _
Coronavirus - - - - _
Metapneumovirus + - + - -
Bocavirus - - - - _

Hep-2: carcinoma laringeo, MRC-5: Fibroblastos de pulmén embrionario humano, LLC-MK2: rifién de mono
Rhesus, MDCK: rifién canino Cocker Spaniel, A549: carcinoma de pulmén humano,
(Fuente: Navarro y cols., 2007)

Las més utilizadas en las IRA y los virus a los que son sensibles se muestran en
la Tabla 2. El tiempo medio de crecimiento de los virus respiratorios en cultivo celular
suele oscilar en torno a los 5-7 dias, hasta hacerse evidente por la presencia de un
efecto citopatico mas o menos caracteristico, aunque varia segun el virus. A este
tiempo hay que sumarle las 24-48 hs. que tarda hasta la confirmacion definitiva. La
demora en la obtencién de resultados hace que, en gran medida, el diagnoéstico clasico
por cultivo pierda mucha utilidad en la practica clinica diaria.

Para resolver en parte estos inconvenientes del cultivo tradicional, se ha
desarrollado la técnica de shell-vial (SV) que, sin perder la especificidad y las ventajas

del cultivo, permite un diagnéstico en un tiempo mucho menor. La muestra se inocula
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por centrifugaciobn en una monocapa crecida en un cubreobjetos circular, que se
deposita en un tubo de fondo plano. Tras un periodo de incubacién de 18- 48 h, se
extrae el cubreobjetos y se realiza una inmunofluorescencia (IF) sobre la monocapa
con anticuerpos monoclonales frente a los antigenos del virus que queremos detectar.
En la actualidad, a los problemas resefiados del diagnéstico por cultivo, hay que
sumarles que la mayoria de los nuevos virus que se estan describiendo como
implicados en IRA, (tabla 2) no se replican, o lo hacen muy mal, en las LC mas

utilizadas hasta la fecha (Navarro y cols., 2007).

8.3- Anélisis Molecular

Existe un interés creciente en muchos centros de salud por mejorar los métodos
moleculares de diagnéstico de los virus respiratorios para conseguir la simplificacion
del proceso y una mayor rapidez, mediante automatizacion de los formatos existentes o
empleando nuevos formatos de amplificacion o de deteccion. La tendencia indica que
las técnicas moleculares estarian destinadas a sustituir a los métodos clasicos de
cultivo celular dado que esta Ultima no es una técnica de primera linea en la practica
clinica, por la laboriosidad que implica y la infraestructura que se necesita, para la
deteccion de virus respiratorios.

Por otra parte se hace imprescindible contar con métodos diagndsticos
especificos, de ejecucion rapida y de alta sensibilidad, como son los inmunoensayos o
la inmunofluorescencia para el uso rutinario en el diagnéstico de IRA por hMPV.

Es de remarcar que hasta no aparezcan métodos moleculares totalmente
automatizados, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (directa o acoplada a
un paso de Transcripcion Reversa) pareceria ser la mas apropiada y con méas ventajas
una vez gque es puesta a punto en el laboratorio. La combinacion de técnicas nuevas y
clasicas, en funcion de la disponibilidad de cada laboratorio, puede aumentar
enormemente el rendimiento diagnéstico en las infecciones respiratorias virales y, por
consiguiente, permitir una aproximacién mayor al impacto real que supone este tipo de

infecciones en la poblacion.

8.3.1- Técnicas Inmunoquimicas para deteccidon de antigenos virales
La utilizacion de anticuerpos monoclonales en el diagnoéstico de las infecciones
virales ha permitido facilitar la identificacion de los aislamientos que se llevan a cabo en

cultivo y el desarrollo de metodologias que permiten el diagndstico directamente a partir
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de muestras clinicas. De ellas, las mas utilizadas son la inmunofluorescencia, y las
técnicas inmunoenzimaticas (EIA).

En general, estos procedimientos presentan la ventaja tedrica sobre el cultivo de
poder detectar virus no viables, incapaces de replicarse, pero en ningin caso se ha
conseguido una sensibilidad o especificidad equiparables a las del cultivo.

La IF es la técnica méas versétil y la que permite detectar un mayor nimero de
virus, ya que para la mayoria de ellos existen anticuerpos monoclonales de los que se
puede disponer comercialmente. Se requiere un microscopio de fluorescencia y
entrenamiento en la observacion de las preparaciones. En el mercado ya existen
equipos comerciales para la deteccion de este patdgeno, pero aun su sensibilidad y
especificidad no han sido establecidas (Chemicon Interantional®)

En Italia un grupo de investigadores desarrollé un sistema inmunoquimico rapido
de diagnostico para el hMPV basado en la fluorescencia directa. En este trabajo los
anticuerpos monoclonales especificos de hMPV han mostrado una amplia reactividad
con todos los subtipos de hMPV tanto las muestras de pacientes como asi también en
células LLC-MK?2 infectadas con el virus. En este mismo estudio, utilizando la RT-PCR
como método de referencia, la IFD mostr6 una sensibilidad de 73,9 % y una
especificidad de 94,1% (Percivalle y cols., 2005).

Los métodos de EIA, aunque se han simplificado mucho en su disefio, y
permiten individualizar la técnica para cada muestra y una realizacion en un corto
lapso, requieren varios pasos y precisan de atencion constante durante su ejecucion.

En la actualidad, varias técnicas de EIA se estan desarrollando para el
diagnostico rapido del hMPV. No obstante, los resultados obtenidos, sobre todo en
cuanto a sensibilidad, varian mucho segun el equipo utilizado, la muestra y la edad de
la poblacion estudiada.

Existen varios grupos de investigadores que estdn desarrollando métodos
inmunoquimicos para la deteccion de las distintas proteinas de este agente. Hasta el
momento se encontré buena reactividad para todos los tipos y subtipos del hMPV, pero
aun los equipo para el uso rutinario se encuentran en vias de desarrollo y los que
existen son sumamente costosos. La Fig. 7 muestra un esquema de uno de los
modelos propuestos, en este caso utilizando anticuerpos monoclonales contra las
proteinas My F del hMPV (Alvarez y cols., 2004; Reid y cols., 2006).
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Figura 7: Enzimo inmunoensayo, para la detecciéon simultanea
de los genes M y F del hMPV (“Biotrin International ,2005)

8.3.2- Tecnologias de analisis de Acidos Nucleicos (NATs) para la Deteccién de
Virus Respiratorios

Las pruebas analiticas que implican las tecnologias de amplificacion de &cidos
nucleicos (NAT, en inglés) han supuesto una alternativa muy util para el diagnéstico de
los virus respiratorios, sobre todo para los laboratorios en los que el cultivo celular no
estaba disponible. La técnica mas comunmente utilizada es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), aunque hay otras NAT que también se han empleado en la
deteccion de estos virus,

En su conjunto, estas metodologias ofrecen dos ventajas principales con
respecto al cultivo: no requieren virus viables y se pueden obtener resultados en menor
tiempo. Ademas, las NAT son la Unica posibilidad existente en la actualidad para
detectar nuevos virus respiratorios emergentes. En el caso del hMPV, aunque se ha
aislado de cultivo celular y se han comercializado algunos equipos de deteccién de
antigeno, que podrian emplearse tanto a partir de muestras clinicas como de cultivo
celular, las NAT son las mas sensibles hasta la fecha para detectarlo. Una limitacion es
gue se debe conocer, al menos en parte, el genoma del virus que se quiere detectar.
Por otra parte, actualmente la combinacion de métodos automatizados de extraccion de
acidos nucleicos con NAT en tiempo real ha simplificado enormemente el proceso
completo. Los sistemas automatizados de extraccion permiten procesar un elevado
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namero de muestras con un tiempo de preparacion minimo y las nuevas NAT, como la
PCR en tiempo real, combinan amplificacion y deteccion, lo cual evita el manejo de los
productos postamplificacion y, por tanto, el riesgo de contaminacion en el laboratorio de
biologia molecular.

Estos nuevos formatos ofrecen sensibilidad y especificidad equiparables a los
formatos clasicos de PCR convencional y mayor rapidez en la obtencion de resultados
(de 10 h para PCR convencional a 4 h para protocolos de PCR en tiempo real).
También su utilizacién implica una mayor rapidez y simplicidad en la ejecucién del
procedimiento (de 3 hs. pasaria a 1 h, aproximadamente)

Dentro de las nuevas técnicas de deteccion se pueden mencionar, ademas de la
real-time PCR, otras que ya se comercializan como kit diagnésticos: real-time NASBA®
y multiplex real time PCR (hMPV + VSR) (Maertzdorf y cols., 2004).

En sintesis, en cuanto a su performance analitica, estas técnicas son ideales
debido a su rapidez y entrega de resultados, pero el inconveniente es, por el momento,
el gran costo del equipamiento necesario, el hecho de que varios equipos sean
reactivo-dependientes y, en consecuencia, no se aconsejan para el uso masivo debido
a la relacion costo-beneficio.

Ademas, en el caso de genomas virales consistentes en ARN, existe una gran
diversidad de disefios y protocolos para la deteccién de las distintas secuencias de
genes por la técnica de RT- PCR y todas han demostrado tener muy buena sensibilidad
y especificidad. Por otra parte, se postula que es la técnica de eleccion para el
diagnostico de infeccion por hMPV debido a que es una técnica robusta, reproducible y
el tiempo que se necesita para brindar resultados es corto a comparacion de otras.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y el hecho de que en
nuestro laboratorio (Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Emilio Coni”) no
se contaba con una metodologia de andlisis que permitiera poner en evidencia la
presencia del Metapneumovirus en nuestra region, nos planteamos los objetivos que se

detallan a continuacion.
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1- Objetivo General

» Iniciar la busqueda de Metapneumovirus como responsable de
patologias respiratorias en nifilos de nuestra region, con la aplicacion de

técnicas de biologia molecular.

2- Objetivo Particular

> Diseflar una estrategia de deteccion del hMPV basada en la amplificacion
in vitro por RT-PCR vy realizar la confirmacién de la misma, por un método

sencillo.
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Materiales y Métodos
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1- Seleccion y Preparacion de Muestras Clinicas

Se analizaron aspirados nasofaringeos (n = 118) de pacientes admitidos en el
Hospital de Nifios “Dr. Orlando Allasia” de la Ciudad de Santa Fe. Las muestras fueron
seleccionadas al azar de aquellas que presentaron negatividad a pruebas diagndsticas
para otros virus respiratorios.

También se tuvo en cuenta la clinica (cuadros respiratorios severos), la edad de
los nifios (menores a 5 afos), el periodo de incubacion de la patologia respiratoria (7 a
15 dias) y la época del afio en que se presentaron los casos (finales del invierno-

primavera de afio 2005)

2- Deteccion de Virus Respiratorios

La presencia de Virus Respiratorio Sincicial, Adenovirus, Virus Influenza Ay B
y/o Virus Parainfluenza 1, 2 y 3 fue analizada por inmunofluorescencia indirecta
utilizando anticuerpos monoclonales con un revelado mediante la adicion de una IgG
de cabra anti-lgG de raton conjugado a isotiocianato de fluoresceina (Chemicon ®

Internacional)

3- Conservacion de lalinea celular LLC-MK2 infectadas con el virus hMPV.

Se utilizaron lotes de células LLC-MK2 infectadas con el virus hMPV,
(gentilmente cedidas por la Dra. Cristina Videla, CEMIC, Buenos Aires), las que se
cultivaron a 37° C en atmésfera con 5% de diéxido de carbono por 14 dias, en medio
MEM-Earle’s suplementado con albamina al 1%, HEPES 1M, glucosa 100X, penicilina-
estreptomicina 100X y tripsina pancreética porcina 0,1%. Las células fueron
observadas cada tres dias en busca del ECP, definido como el hallazgo de células
granulares separadas de la monocapa.

Posteriormente, para su propagacion se seleccion6 una botella con una
monocapa completa. La misma fue lavada con medio de cultivo MEM vy luego se
agrego una solucién de tripsina al 0,1%, en un volumen suficiente para cubrir la
monocapa, descartando el exceso. El cultivo fue incubado a 37°C, durante 5 minutos.
Las células, una vez resuspendidas, fueron conservadas a —70°C, en alicuotas de 1,5
ml, para su posterior utilizaciéon. (En el desarrollo de la tesis no se realizaron ensayos

de cultivos celulares)

31




Biog. Marcela A. Lopez Junio de 2008

4- Purificacién de Acido Ribonucleico Total

El ARN total fue extraido a partir de las muestras clinicas seleccionadas y de la
linea celular LLC-MK2 infectada por el hMPV. Se utiliz6 un procedimiento estdndar con
Tiocianato de Guanidina usando el reactivo comercial denominado TRIZOL®

Para ello se adicioné 1 ml de Trizol® a un volumen de 500 pl de aspirado o de
suspensién de células LLC-MK2, homogeneizando e incubando 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego se agregaron 200 pl de cloroformo, se agitd
vigorosamente con voértex durante 15 segundos y se dej0 reposar 3 minutos a
temperatura ambiente. (Sambrook y cols., 1989)

Para separar las fases acuosa y organica, se centrifugaron las muestras durante
15 minutos a 10.000 g a 4°C. La fase acuosa superior (400 pl) se pasé a otro tubo
Eppendorf y a la misma se adicionaron 500 pl de isopropanol, incubando 10 min. a
temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente 10 minutos a 4°C, se retiré el
sobrenadante y se lavo el pellet de ARN con 1 ml de etanol al 75%. Se descarto el
sobrenadante luego de un paso de centrifugacién de 30 seg a 10.000g y se evaporo el
remanente de alcohol a 37°C. El pellet finalmente se resuspendié en 100 pl de agua
estéril mediante pipeteos y agitacion con vortex. La conservacion de los mismos se

realiz6 a —70°C. (Sambrook y cols., 1989)

5- Ensayos de Transcripcién Reversa

Para la obtencion del ADNc a partir de los ARN extraidos en el paso anterior, se
utilizé la enzima Transcriptasa Reversa MML-V (Moloney Murine Leukemia Virus) y
oligonucledtidos al azar (random primers). En los distintos ensayos, en un primer paso
se incub6 el ARN 5 ul de RNA previamente extraido a 70 °C, durante 5 min a fin de
eliminar estructuras secundarias. Luego se agregaron por tubo de reaccién: 200 U de la
enzima M-MLV, 100 pmol de random primers, dNTPs 0,4 mM, Tris-CIH pH 8,3 50 mM,
CIK 75 mM, Cl2Mg 3 mM y DTT 10 mM, todo llevado a un volumen final de 25 pl y la
mezcla se incubé a 42 °C durante 1 h. Finalizada esta incubacion, las muestras fueron
sometidas a 95 °C durante 5 min. a fin de inactivar la enzima transcriptasa reversa.
Las muestras de los ADNc obtenidos, se conservaron a —20°C hasta su procesamiento
por PCR. (Sambrook y cols., 1989)
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6- Amplificacion in Vitro de ADN por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Para detectar la presencia del genoma del hMPV, se seleccionaron secuencias
correspondientes a los genes Ny F, para ser amplificadas por la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa. En la Tabla 3 se presentan los oligonucleotidos utilizados.

Sitio de hibridacién de primers
Oligo Secuencia (N° de Acceso a Gen Bank 371337)
hMPV-Nf | 5- TATATTCATGCAAGCTTACGG-3 777- 797
hMPV-Nr | 5- CCCAACTTTGCAAGTGTTGTTC-3 994-1015
hMPV-Ff | 5- GAGCAAATTGAAAATCCCAGACA-3 3328-3350 (Falsey, 2003)
hMPV-Fr 5-GAAAACTGCCGCACAACATTTAG-3 3652-3674 (Falsey, 2003)

Tabla 3: Secuencias de Primers utilizados en los ensayos de PCR.

7 - Optimizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la optimizacion de la amplificacion de segmentos correspondientes a los
genes Ny F, se trabaj6 con un volumen final de 25 pl, utilizando reactivos comerciales.
La reaccion se llevo a cabo en un medio conteniendo buffer termofilico (10mM Tris-HCI
pH:9, 50 mM NacCl y Triton X-100), 0,4 uM de los oligonucledtidos primers o cebadores
especificos de secuencia, 0,5 U de Taq ADN polimerasa, 1 pl de ADN plasmidico,
agua en cantidad suficiente para 25 pl asi como MgCl; y dNTPs en concentraciones
apropiadas. En primer lugar, se evalué la concentracion de MgCl, en concentraciones
crecientes de 1 a 3 mM, manteniendo el resto de los reactivos en concentraciones
constantes. En segundo lugar la concentracion de dNTPs se titul6 en un rango de 40 a
120 uM, con las mismas condiciones para los reactivos restantes. (Sambrook y cols.,
1989)

Por otro lado, con el fin de conocer el rango dinAmico del ensayo, se plantearon
experiencias de PCR en las que se evalué la formacién de productos de amplificacion a
partir de distintas concentraciones de ADN (Diluciones seriadas de ADN plasmidico

conteniendo el inserto del gen N) , en funcién del niumero de ciclos transcurridos
Condiciones de ciclado. En cuanto al programa de ciclado se aplicaron varias
alternativas citadas en la bibliografia. (Falsey, 2003; Greensill,2003). Una vez evaluados

aquellos que nos parecieron idéneos, elegimos el siguiente protocolo:
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Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (seg.)
94 600
1 55 300
72 120
94 30
30 55 30
72 60
94 30
1 55 30
72 300

Tabla 4: Programa de ciclado utilizado para las reacciones de PCR.

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un Termociclador Eppendorf Modelo

Personal Cycler

8 -Controles de Amplificacién

En cada reaccion, desde el paso de transcripcion reversa, se incluyeron los
siguientes controles:
Control de reactivos: conteniendo agua en lugar de muestra,
Control positivo: ARN obtenido a partir de un cultivo viral en células LLC-MK2
Control Negativo: conteniendo un ARN no relacionado purificado de células
mononucleares de sangre periférica humanas.
Ademés, a fin de confirmar la identidad del producto amplificado a partir del Gen N, se

realizd una digestion del fragmento de amplificacion con la enzima Hinf | (PCR-RFLP).

9 -Precauciones para evitar la contaminacion en las reacciones de PCR.

Multiples precauciones fueron tomadas para asegurar que no ocurrieran
contaminaciones con amplicones. Estas incluyeron: separacion fisica de los
procedimientos post-amplificacion de aquellos de la extraccion de ARN y preparacion
de “master mix”, el uso de puntas de micropipetas con barreras asi como un minucioso

tratamiento de las superficies de trabajo con hipoclorito de sodio y radiaciéon UV.
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10- Clonado de secuencias fragmentos de los genes Ny F del Metapneumovirus
humano

A fin de contar con un control Positivo para las reacciones de PCR, de facil
purificacion y mantenimiento, debido a que no se realizaron ensayos de cultivos
celulares, se procedio a la construccion de un pladsmido recombinante portador de parte

de la secuencia de los genes Ny F del hMPV, para ello se utilizaron:

10.1 -Cepas de Escherichia coli: Escherichia coli IM109 wild type. (Genotipo:
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+), relA1, supE44, A( lac-proAB), [F" traD36,
proAB, laqlqZAM15])

Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron en medio LB, a 37°C y en agitacion a
180 RPM, suplementandolos con ampicilina a una concentracion final de 0,1 pg/ml.
Para conservar las cepas durante periodos largos de tiempo, se realiz6 un cultivo a
partir de una colonia aislada en Agar LB, durante toda la noche a 37°C. Se transfirieron
500 pl del cultivo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia un volumen igual de LB-

Glicerol 30% (vol/vol), se homogeneizé y se conservé a —70°C (Sambrook y cols., 1989)

10.2 -Vector Plasmidico: Se utiliz6 como vector el plasmido pCR TOPO TA
(Invitrogen® life technologies, USA). El mismo tiene un tamafio de 3900 pb y se
encuentra en forma lineal, covalentemente unido a la Topoisomerasa |I. Posee, ademas
un agregado de una base de Timina los extremos 3" de cada cadena de la doble hebra.
Para facilitar la seleccion de transformantes, posee genes de resistencia a ampicilina y

kanamicina, ademas del promotor T7 para la ARN polimerasa. (Fig.8)

PCR’2.1-TOPO

@ Represents covalently bound topoisomerase |

Figura 8: Representacion esquematica del plasmido vector utilizado
para la reaccion de clonado.
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10.3 -Reacciones de Ligado: Para realizar las reacciones de ligado, se incubaron
productos de amplificacion de los genes N y F con el vector plasmidico TOPO®
Cloning vector, en una relacion molar 1:1 (vol/vol) A la mezcla se le adicionaron 2,5 pl
de buffer 2x de T4 ADN ligasa, en un volumen final de 5 ul y se incubé durante 5 min a
temperatura ambiente. Finalizada la reaccién de ligado, la mezcla fue utilizada para

transformar bacterias Escherichia coli IM109 competentes. (Fig. 9)

Productos de PCR obtenidos Adicionar 1 pl de reaccion de Incubar 5 min. a Transformacién de
por Taq polimerasa PCR a1 pl de TOPO® Temperatura Ambiente células competentes
Cloning vector.

i

[ ) > { »

§ Vector

Figura 9: Esquema del protocolo simplificado de la reaccion de clonado,
para los genes estudiados

10.4 -Transformacion de bacterias y Seleccion de clones recombinantes:
Células de E. Coli de la cepa JM109, se cultivaron en medio liquido LB a 37°C y en
agitacion hasta . DOsso= 0,6-0,8. El cultivo saturado fue diluido 100 veces en el mismo
medio y cultivado en las mismas condiciones hasta. DOsso= 0,6-0,8. Las células se
cosecharon por centrifugacién a 4.500 r.p.m. durante 5 minutos y se resuspendieron en
100 pl de Solucién de Transformacion. A la suspensién obtenida se le agregaron 10 pl
de la mezcla de ligado y se incub6 durante 30 minutos en hielo. Luego se adicionaron
900 plI de Solucion de Transformacion fria y se incubé a 37°C con agitacion durante 90
minutos. Finalmente, las células fueron centrifugadas a 4.500 r.p.m. por 5 minutos,
resuspendidas en 50 pl de medio LB y distribuidas con un rastrillo de Drigalski sobre
placas de Petri que contenian LB-agar suplementado con 100 pg/ml de ampicilina, X-
gal 0,006 % p/v e IPTG 0,3mM. Luego de una incubacion durante 24 hs a 37°C, las
colonias recombinantes, de color blanco, se diferenciaron de las no recombinantes
(azules), debido al sistema de a-complementacion para la actividad R3-galactosidasa,

aportado por el vector. (Sambrook y cols., 1989)
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11 -Extraccion de ADN Plasmidico (Miniprep por lisis alcalina)

Se inoculd una Unica colonia bacteriana recombinante en 10 ml de medio LB
estéril (conteniendo ampicilina 100 pg/ml), permitiendo su crecimiento hasta saturacién
durante toda la noche con agitaciéon a 37°C. Se tomé una alicuota del cultivo (1 ml) y
se centrifugd a 10.000g durante 1 min. El sobrenadante se descart6 completamente,
se resuspendio el pellet en 100 pl de solucion 1y se dejé reposar 5 min. a temperatura
ambiente. Se verificd que las células estuvieran completamente resuspendidas para
luego adicionarle 400 pl de solucion Il, se mezcld y se dejo en hielo durante 10 min.
Posteriormente se adicionaron 300 ul de solucién Il y se mezcl6 utilizando un vortex a
maxima velocidad durante 15 seg. Se dej6 reposar en bafio de hielo durante 5 min. y
se procedio a centrifugar durante 5 min. a 10.000 g para eliminar restos celulares y
ADN cromosomal. Se transfirieron 600 ul de sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo,
se agreg6 1 vol (600 pl) de alcohol isopropilico frio y se dejo 30 min. en mezcla
frigorifica para que precipiten los &cidos nucleicos. Se realiz6 una centrifugacion de 3
min. a 10.000 g a temperatura ambiente para recuperar el ADN plasmidico. Se
descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet con 100 pl de etanol al 70% . Finalmente
se evaporo el resto de etanol en estufa a 37°C y el pellet de ADN se resuspendio en 50

ul de buffer TE pH:8 y se conservé a -20°C. (Sambrook y cols., 1989).

12 -Confirmacion de laidentidad del inserto
La confirmacion de la identidad de los fragmentos insertados en el vector

plasmidico se realizé por PCR, en idénticas condiciones a las descritas previamente.

13 -Analisis con enzimas de restriccion (PCR-RFLP):
Los fragmentos obtenidos mediante la reaccion de PCR a partir de la linea
celular LLC-MK2 y muestras, para el gen N fueron sometidos a un clivaje con enzimas

de restriccidn; la composicién y condiciones de reaccion se describen en la Tabla 5:

Tabla 5: Protocolo de trabajo utilizado para la PCR-RFLP
Reactivos Volumen agregado
Buffer termofilico 10x 2,0 ul
BSA Acetilada, 10 pg/ul 0,2 ul
Hinf I, 10 U/l 1,0u
Producto de PCR 10 pl
H,O estéril 6,8 pl
Incubacion a 37 °C por 60 min.
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14 — Ensayo de Multiplex-PCR en muestras clinicas

Para la realizacion de la amplificacion de segmentos correspondientes a los
genes N y F mediante un ensayo de Multiplex-PCR , se trabajé con un volumen final de
25 pl, utilizando reactivos comerciales. La reaccion se llevd a cabo en un medio
conteniendo buffer termofilico (L0mM Tris-HCI pH:9, 50 mM NacCl y Tritén X-100), 0,4
UM de una mezcla de oligonucleétidos primers o cebadores especificos de secuencia
(Genes Ny F), 0,5 U de Tag ADN polimerasa, 2.5 pl de cADN, agua en cantidad
suficiente para 25 pl asi como MgCl, y dNTPs en concentraciones apropiadas.
(Sambrook y cols., 1989). En cuanto al programa de ciclado se aplicé el descripto

previamente en la seccion 7.

15 -Electroforesis en gel de agarosa

Para la evaluacion de las moléculas de ADN obtenidas en los distintos casos se
sembraron las muestras en geles de agarosa en concentraciones en el rango del 1 al
3%, dependiendo del tamafio del fragmento a analizar. Los geles fueron preparados en
buffer TAE 1X, con el agregado de Bromuro de Etidio a una concentracion final de 0.5
pg/ml. Las corridas electroforéticas se realizaron en el mismo buffer a 5-10V/cm. Como
marcadores de tamafio se utiliz6 una mezcla de fragmentos de ADN de tamafio
escalonado (100 bp ladder, Promega ®) Los fragmentos de ADN resueltos en el gel se
visualizaron en un transiluminador de luz UV (A255 nm) o luego de una tinciéon con

sales de plata (Zalazar y cols., 2001).

16— Anélisis in silico

Para la confirmacion de la identidad y especificidad de los oligonucleotidos
cebadores utilizados, se recurrio a las utilidades del programa Blast 2 sequences 2.2.14
(Align two sequences) y Blast n disponibles on-line en la pagina del NCBI (National
Center for Biotechnology Information , http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Ademads, para la selecciéon de las enzimas capaces de clivar los fragmentos de
amplificacion generados por PCR se recurri6 al programa NTISuite (Version 6.0.3)

Para el analisis de geles los mismos fueron fotografiados, digitalizados y

analizados densitométricamente, utilizando el programa Scion Image (Scion Co., USA)
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1- Optimizacién del ensayo de amplificacion in vitro del genoma de hMPV

Nos propusimos optimizar un ensayo de RT-PCR para los genes N y F del
hMPV, sensible, especifico y aplicable en forma rutinaria en nuestro laboratorio.

Dentro de los pardmetros criticos en un ensayo de RT-PCR, analizamos varias
condiciones en la reaccion de amplificacién in vitro. En este sentido, luego de obtener
ADNCc a partir de ARN viral (obtenido de cultivos de células infectadas con hMPV),
clonarlo en un vector apropiado y obtener el plasmido recombinante purificado, se

realizaron experiencias a fin de considerar -en primera instancia- :

a) los efectos de la concentracion de dNTPs,
b) la concentracién optima de Mg*?

c) el rango dinamico de trabajo.

Para evaluar los efectos de la concentracion de MgCl, mas apropiada para esta
reaccion, se evaluaron concentraciones de MgCl, desde 1,0 a 3,0 mM, manteniendo
constantes el resto de los reactantes. La figura 10 A muestra una imagen tipica de
estos ensayos. Aunque con poca diferencia a simple vista, el analisis densitométrico
de las bandas de esta figura mostré6 que la mayor sefal fue obtenida cuando la
concentracién de MgCl, en el medio fue 2,0 mM.

De la misma forma se diseiid una experiencia similar para conocer la
concentracion optima de dNTPs en el ensayo. Para ello se utilizaron cantidades
crecientes de los mismos, desde 40 a 120 uM, mientras el resto de los componentes de
la PCR se mantenian en niveles constantes. Luego del andlisis de las imagenes de la
Fig 10 B, se observé que la mayor sefial fue encontrada para una concentracion de

dNTPs igual a 100 pM.
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A - Concentracion MgClp (mM) B - Concentracion dNTPs (uM)
1 15 2 25 3 40 60 80 100 120

-y
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7 7
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Unidades Arbitrarias
Unidades Arbitrarias

15 20 30 8
Concentracion de MgCl, (mM) Concentracion de dNTPs (uM)

Figura 10:Analisis densitométrico de las imagenes obtenidas por electroforesis en agarosa para determinar las
concentraciones optimas de trabajo de MgCl, y dNTPs en las
experiencias de PCR

En concordancia con otros autores, con concentraciones en defecto se produce
una disminucién en el rendimiento del producto formado. En forma opuesta, con un
exceso dNTPs puede observarse una disminucion en la sefial esperada pero debido,
fundamentalmente, a que se favoreceria la formacion de productos no deseados,
comprometiendo la especificidad del ensayo asi como a la menor disponibilidad de
Mg*? libre.

Por otra parte, para conocer la cinética de la reaccién de amplificacion in vitro,
se evalud la formacion de productos en funcién del nimero de ciclos transcurridos,
para diferentes concentraciones iniciales de templado de ADN (7.10* — 7.10°
moléculas). Esto adquiere importancia a fin de poner en evidencia el maximo nimero
de ciclos que pueden llevarse a cabo mientras el sistema se encuentra en
disponibilidad de reactivos y no se alcanza la meseta o plateau, dato importante a la
hora de intentar disminuir el tiempo total de ejecucion del ensayo, sin comprometer la
sensibilidad del mismo. Luego de someter distintos nimeros de copias iniciales de
templado a un nimero creciente de ciclos de amplificacion, alicuotas de los mismos se
analizaron por electroforesis y densitometria. Para el rango de concentraciones
analizado, la respuesta mas apropiada, en funcion de nuestros requerimientos

analiticos estuvo comprendida entre los ciclos 20 a 30 (Fig 11.).
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PR 7.10°Moléculas

7.10* Moléculas
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n 710 Moléculas
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Figura 11: Cinética de formacion de productos de amplificacion en funcion del nimero de ciclos

transcurridos y a diferentes concentraciones de templado de ADN.

A - Electroforesis en gel de agarosa al 2% /TAE 1X, coloreado con Bromuro de Etidio.

B - Analisis densitométrico de los amplicones de la Fig.2A.

En cuanto al programa de ciclado se aplicaron varias alternativas citadas en la
bibliografia. Una vez evaluados aquellos que nos parecieron idéneos, elegimos el
siguiente protocolo: incubacion inicial a 94 °C durante 10 min., annealing a 55 °C por 5
min., y extension a 72°C durante 2 min., seguido por 30 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30

seg. a55°C y 1 min. a 72 °C. El dltimo ciclo consistié en una incubacion a 94°C por 30

seg., a 55°C durante 30 seg. y una extension final de 5 min. a 72 °C.
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2- Aplicacion de ensayo de RT-PCR en muestras clinicas

Una vez analizados y seleccionados los parametros anteriores, se procedié a
intentar la aplicacion de esta metodologia en muestras clinicas de pacientes
pediatricos, afectados de infeccidn respiratoria aguda, posiblemente de origen viral.

Se seleccionaron aquellas muestras en que todos los ensayos dieron resultados
negativos para los agentes Vvirales clasicamente analizados (Virus Sincicial
Respiratorio, Adenovirus, Virus Influenza A y B y/o Virus Parainfluenza 1, 2 y 3). Como
reaccion de screening, la reaccién de amplificacion del genoma viral por RT-PCR tuvo
como blanco a una region conservada dentro del genoma del hMPV (Genes N)

La Figura 12 muestra uno de los resultados del andlisis del hMPV en un lote de
muestras clinicas de nifios afectados con IRA. En la misma se observa que, cuando se
utilizd el par de primers correspondientes al gen N, en una de las muestras pudo

amplificarse el fragmento esperado de 238 pb.

238pb»

Figura 12: Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de amplificacion por RT-PCR del gen N del hMPV.
Calles 1 a 8: Muestras clinicas (Aspirados nasofaringeos en estudio) .
Calle 9 : Control negativo .Calle 10: Control positivo (Linea celular LLC-MK2
infectada con hMPV).Calle 11: Master Mix (Control de Reactivos)

En los casos en que se obtuvo una reaccion positiva para el mencionado gen N,
y a fin de confirmar el resultado inicial, decidimos amplificar otra regién del genoma;
para ello se seleccionaron primers para la region F, relatada en la bibliografia como la
mas conservada. En este ensayo de confirmacion, una banda de 347 pb fue

visualizada. (Figura 13)
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GenF Gen N

< 238 pb

Figura 13: Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de amplificaciéon por RT-PCR de los genes N y F del
hMPV. 1y 5: Control positivo (Linea celular LLC-MK2 infectada con hMPV), 2y 6: Control negativo, 3y 7:
Muestras clinicas (Aspirado nasofaringeo) en estudio, 4: Marcador de tamafio molecular
(Cien Marker, Biodynamics, Argentina)

Ademés, a fin de aumentar la confiabilidad del resultados obtenidos, las
secuencias correspondientes a los fragmentos de amplificacion de los genes Ny F
fueron analizados con un software apropiado para seleccionar una enzima de
restriccion que originara cortes factibles de ser utilizados en la confirmacién de la
secuencia amplificada. A partir de este andlisis, nuestra estrategia incluyé una digestion
del amplicon del gen N con la enzima Hinf I, lo que origin6é dos fragmentos de 156 y 82
pb. Los resultados obtenidos se observan en la figura 14.

A- Hinf |
0y ' i 238

156 82

238 pb
<156 pb
<82 pb

Figura 14: PCR-RFLP del amplicon del gen N de hMPV con la enzima Hinf I.
A) Representacion esquematica del sitio de reconocimiento de Hinf | dentro del fragmento de PCR. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 3%. 1. Marcador de tamafio molecular (Cien Marker, Promega®), 2: Fragmento de PCR del
gen N de 238 pb, 3: Digestion de los productos de PCR, utilizando la enzima Hinf 1.
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Luego de aplicar la metodologia aqui estandarizada en muestras de 118
pacientes pediatricos, se pudo detectar la presencia del hMPV en el 4,2% de la
poblacion estudiada. Estos resultados estarian en concordancia con lo descrito en la
literatura, donde se describen porcentajes que varian entre un 4 y 17% de infeccion

por hMPV cuando se analizaron poblaciones similares.
3 - Clonado de secuencias fragmentos de los genes Ny F del hMPV

Debido a que en el marco de la tesis, no estaba previsto la realizacion de
ensayos de cultivos celulares, se opto por poseer un control positivo de facil
propagacion y conservacion,

Para ello se utilizaron cepas de Escherichia coli JM109, y como vector de
clonado de los genes amplificados por PCR, el vector plasmidico comercial
denominado pCR TOPO TA (Invitrogen USA) del cual se aprovecharon tres ventajas
que posee:

1- Ligado del inserto a traves de sistema T/A con ayuda de la topoisomerasa

2- Seleccion de clones recombinantes (Por el sistema de a-complementacion para la
actividad - galactosidasa)

3- Gen de resistencia a la ampicilina para seleccion de cepas transformadas.

Se siguio el protocolo de ligado y transformacion de las células competentes sugerido
por el fabricante, sin modificaciones, logrando obtener dos cepas transformadas con los
amplicones de los genes de interés. Para la confirmacion de la identidad del inserto se
procedié a la purificacion de ADN plasmidico por el método de Miniprep por lisis
alcalina descripto por Sambrook y cols, seguido por un ensayo de PCR . La siguiente imagen

es una de las obtenidas al realizar la confirmacién del inserto por PCR:

Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de amplificacion por PCR de los genes N y F del hMPV, utilizando
como templado DNA plasmidico. 1 y 2: Cepa transformada con el vector de clonado conteniendo el amplicon del gen

F; 2y 4: Cepa transformada con el vector de clonado conteniendo el amplicon del gen N.
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4- Aplicaciéon de un ensayo de Multiplex-PCR en muestras clinicas

Una vez puesta a punto la PCR para los genes individuales, decidimos analizar
la posibilidad de desarrollar un ensayo para la deteccién simultanea de ambos genes
en la misma reaccidn. Se comenzo el trabajo con las mismas condiciones de ciclado , y
manteniendo las concentraciones de los reactantes, que para la deteccién de los genes
Ny F de manera individual.

Como las bandas de amplificacion no presentaban una intensidad apropiada
(buena densidad) optamos por modificar las concentraciones de dNTPs y MgCl; ,
obteniéndose los mejores resultados, cuando modificamos la concentracion de 2 a 2,5
mM de MgCl, y de 100 a 120 de dNTPs uM . Una imagen caracteristica de los ensayos

de multiplex PCR se grafican en la Figura 15.

347 bp
238 bp

Figura 15: Multiplex-PCR: Para los gen N y F del hMPV
Electroforesis en gel de agarosa al 2%.1: Marcador de tamafio molecular (Bench Top $X174 ADN/Hae Il Markers,
Promega®) ; 2: Muestra analizada por Multiplex PCR; 3: Fragmento de PCR del gen F de 347 pb,
4: Fragmento de PCR del gen N de 238 pb
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5- Deteccion de Metapneumovirus humano (hMPV) asociado a un caso de
exacerbacion de asma aguda bronquial severa

Dado que recientemente se han publicado cuadros de exacerbacién de asma
asociados a la infeccion por hMPV (Schildgen y cols., 2004; Williams y cols., 2005), en este
trabajo describimos el caso de un paciente, de 4 afios y 6 meses, admitido en el
Hospital de Niflos de Santa Fe “Dr. Orlando Alassia”, que tuvo que ser hospitalizado
por un episodio agudo de asma bronquial con sospecha de una infeccion viral
concomitante. El cuadro clinico mostr6 un cuadro de crisis asmatica aguda,
presentando fiebre, accesos de tos catarral y agitacion. Al momento del ingreso
hospitalario, el paciente present6 ademas, una radiografia mostrando atrapamiento
aéreo e infiltrado intersticial, por lo cual se procedié a su internacion que se prolongo
por cuatro dias. Durante este periodo se le suministraron corticoides, broncodilatadores
y oxigeno. Debido a los sintomas clinicos que presentéd el paciente, compatibles con
una infeccion respiratoria viral concomitante, una muestra de aspirado nasofaringeo fue
obtenida al dia siguiente de la admisién por el Servicio de Guardia del Hospital. Una
alicuota de la muestra fue conservada a —20°C hasta la purificacion de ARN y el resto
fue utilizado para la bulsqueda inicial de virus respiratorio sincicial, adenovirus, virus
influenza ay b y virus parainfluenza 1, 2 y 3 por inmunofluorescencia indirecta. Todos
los ensayos para virus respiratorios dieron resultados negativos para los agentes
virales analizados. Al mismo tiempo, la basqueda del hMPV se realiz6 en otra alicuota
del aspirado nasofaringeo por RT-PCR, utlizando las condiciones descritas
previamente, con lo cual se pudo poner en evidencia secuencias de los genes N y F del
hMPV (Figura 16).

Estos resultados son similares a los reportados en un caso de exacerbacion de
un cuadro asmético debido a hMPV en un paciente pediatrico, en el cual se postula
que, a semejanza de lo que ocurre con VSR, una infeccion por hMPV puede gatillar
una enfermedad respiratoria crénica como el asma Ademas, se ha reportado
recientemente que la infeccion por hMPV juega un rol decisivo en las exacerbaciones
de asma agudo en adultos, llevando a la hospitalizacion de los pacientes afectados
(Schildgen y cols.,2004; Williams y cols., 2005)

En el hemisferio sur, ain cuando se ha descrito que entre los nifios
hospitalizados con diagnéstico de IRA, el porcentaje de deteccion de hMPV oscilaria
entre el 54 % y el 17% (Galiano y cols., 2004), no se conocen datos acerca de la

asociacion de este virus con la exacerbacion de casos de asma. En consecuencia, bajo
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nuestro conocimiento, esta seria la primera descripcién de la deteccion molecular de

hMPV en nuestra region, asociada a un cuadro de crisis asmatica.

Figura 16: Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de amplificaciéon por RT-PCR de los genes N y F del
hMPV.1: Marcador de tamafio Molecular (Cien Marker, Promega® ) 2 y 3 Muestra clinica
(Aspirado nasofaringeo) en estudio.

En relacion a esto, la definicion de la importancia local del hMPV como causa de
distintos sindromes clinicos adquiriria fundamental importancia si se tiene en cuenta la
hip6tesis propuesta acerca de la existencia de diferentes subgrupos virales que podrian
estar asociados a sindromes de variada severidad (Peret y cols, 2002; Stockton y cols,
2002; Peiris y cols, 2003). Asi, la presencia e intensidad de la circulacion local de
distintos subgrupos, podrian determinar la importancia relativa del virus en distintos
cuadros clinicos.

Finalmente, acordamos con otros autores en que la aplicaciéon de procedimientos
de analisis molecular por RT-PCR permitirA una estimacion mas aproximada de la
prevalencia e incidencia de infecciones por hMPV, aportando a la vez informacion
adicional en la evaluacion de las manifestaciones clinicas de estas infecciones
respiratorias virales. Por otra parte, la implementacion en forma rutinaria de la
deteccion del hMPV disminuiria los casos de IRA de origen desconocido, permitiendo
asi establecer en forma mas acabada el papel que desempefiaria este virus en nuestro
medio, facilitando la eleccién de las conductas terapéuticas mas apropiadas, orientadas
a las subpoblaciones susceptibles.
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Conclusiones

Finalmente, podemos decir que en nuestros laboratorios hemos podido evaluar
una estrategia de identificacion molecular del hMPV, basada en ensayos de RT-PCR
,RFLP y Multiplex PCR.

Con la aplicacion de estas metodologias detectamos la presencia de este virus
respiratorio en muestras de aspirados nasofaringeos de pacientes pediatricos con
cuadros clinicos compatibles con infeccion viral, con resultados negativos para el panel

de virus respiratorios tradicionalmente estudiados.

En la poblacién estudiada se pudo detectar la presencia del hMPV en el 4,2%
de los pacientes. Este hallazgo concuerda con la literatura, donde se describe entre 4 y

17% de infeccion por hMPV en poblaciones similares.

Se pudieron clonar secuencias correspondientes a los genes N y F del hMPV a
fin de contar con controles positivos de facil propagacion y mantencion, para su

posterior utilizacion en las reacciones de amplificacion in vitro por PCR.

Ademas se ha podido asociar la infeccion por este agente viral con un cuadro de

exacerbacion de asma bronquial severa en un paciente pediatrico

Estos resultados reafirmarian la importancia de la investigacién del hMPV como
agente causal de IRA, sobre todo en los casos en los que no se logra identificar

ninguno de los virus respiratorios tradicionalmente estudiados.

Actualmente, nuestros esfuerzos estan dirigidos a aplicar el ensayo de Mdultiplex
PCR (para los genes N y F del hMPV), para utilizarlo en un estudio de incidencia de

este patdégeno en cuadros infecciosos respiratorios desarrollados en nuestra region.
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Medios de cultivos liquidos
LB (Luria-Bertani)

Bacto-triptona 10g
Extracto de Levadura 509
NacCl 10g

Ajustar a pH 7,5 con NaOH 5N ,aprox. 200 pl
Llevar a 1 litro con H,O destilada.

Medios de cultivos sélidos
LB-Agar

Para placas de 90 mm de diametro se utilizé 25 ml de medio LB. A la férmula base se
adiciono 1,5g de Bacto-agar .Luego se procedi6 al autoclavado.

LB-Agar con ampicilina/IPTG/X-gal:

Para placas de 90 mm de didmetro se utilizaron 25 ml de medio LB con la adicion de 25
ul de ampicilina para una concentracion final de 100pg/ml, 100 pl de 100 mM de IPTG y
20 pl de 50 mg/ml de X-gal.

Antibidticos:

ampicilina

Solucién Stock: 10 mg/ml de solucién de sal sddica de ampicilina en agua desionizada.
Esterilizar por filtracion a traves de filtros de 0,22 pum. Conservar a a -20 °C.

Solucién de Trabajo: 50 — 100 pg/ml

Isopropil-1-tio-f-D-galactosido (IPTG)

IPTG 0,2383 g
H,O desionizada. csp. 10 ml
Concentracion final: 0,1M

5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-gal)

X-gal 20 mg
N,N-dimetilformamida 1 ml
Guardar a -20°C. Proteger de la luz .Concentracion final: 2%

Solucion de Transformacion
CaCl, 75 mM, glucosa 0,5%, MOPS 10 mM, pH 6,5

CaCl, (PM 110,99) 0,832 ¢
Glucosa (PM 180,16) 0,500 g
MOPSNa (PM 231,2) 0,231g
HCI conc. csp llevar a pH 6.5 aprox. 10 gotas
H.0 desion. csp 100 ml.

Esterilizar por filtracion con filtro de 0.2 p. Conservar a 4°C.
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Reactivos para la miniprepacion de ADN plasmidico
Solucion I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH: 8, EDTA 10 mM pH: 8

Glucosa 0,450 g
Tris-HCI 1 M pH: 8 1,25 ml
Na,EDTA 0,5 M pH: 8 1,00 ml
H.O desionizadacsp 50 ml
Esterilizar por filtracion con filtro de 0,2 um. Conservar a 4°C.

Solucién Il: SDS 1%, NaOH 0,2 N

SDS 10% 100ul
NaOH 10 N 20 ul
H.O desionizada 880 ul

Preparar en el momento de usar.

Solucién lll: NaAc 3M pH: 4,8

NaAc 2,049
H-O desionizada c.s.p. 50 ml.
Ajustar a pH: 4,8 con acido acético, autoclavar y guardar a T.A.

Buffers de electroforesis

Solucién de trabajo (1x): Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M
Solucién concentrada stock (5x)

Tris base 54,4 ¢g
Acido bérico 27,59
EDTA 0.5 M ph:8.00 20 ml
H,O desionizada c.s.p. 1000 ml

Soluciones varias
Acetato de sodio 3 M, pH 4,8

NaAc. 3 H.0O

Acido acetico glacial c.s.p.

H,O desionizada c.s.p.

Esterilizar en autoclave 20 min. A 1 atm de presion (kg/cm?)
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Anexo |

1- Genoma del hMPV y zona de apareo de primers usados en la experiencia

1 13225
L]

et M —

[—

Legend:
- CDS

]

M2 sy

Gy
CDE

SHES

e —  RHA

= 1088-2888—. ..

w—— gENE

)

AF371337. Human metapneumovirus (hMPV) — (www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank)
LOCUS
DEFINITION Human metapneumovirus isolate 00-1, complete genome.
VERSION AF371337.2 GIl:20150834
SOURCE
ORGANISM Human metapneumovirus, Viruses; sSARN negative-strand viruses; Mononegavirales;

238 pb

AF371337

13350 bp

Human metapneumovirus

ARN

Paramyxoviridae; Pneumovirinae; Metapneumovirus.
REFERENCE 1 (bases 1to 13350)
AUTHORS van den Hoogen,B.G., et.al. TITLE: A newly discovered human pneumovirus isolated from
young children with respiratory tract disease. JOURNAL : Nat. Med. 7 (6), 719-724 (2001)

ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

gtataaatta
ctgagtgatt
gatgtgggta
tgtggagaaa
caatatatta
agtgaagtcc
ggagaagatt
gacaaagaag
caaaatcaga
atattcacta
aaccgtgtac
agatccttct
ggcaaagcat

gattccaaaa
tatcatacaa
caacaactgc
ttctgtatge
gcacagcttt
aagtggtctt
tacagatgtt
caaggaaaac
ggccctcagce
aactagcatc
taagtgatgc
atgacttatt
taggctcatc

aaatatggga
gcatgctata
agtgacaccc
taaacatgct
aggatcagag
aaccagaacg
agacatacac
aatggcaacc
accagacaca
aaccatagaa
actcaagaga
tgaacaaaaa
atctacaggc

caagtgaaaa
ttaaaagagt
tcatcattgc
gactacaaat
agagtgcagc
tactctctgg
ggggtagaga
ttgcttaagg
cccataatct
gtgggactag
taccctagaa
gtgtatcaca
agcaaagcag

linear VRL 15-APR-2002

tgtctcttca
ctcagtacac
aacaagaaat
atgctgcaga
agattctgag
ggaaaattaa
agagctgggt
aatcatcagg
tattatgtgt
agaccacagt
tggacatacc
gaagtttgtt
aaagtctatt

agggattcac
aataaaaaga
aacactgttg
aataggaata
gaactcaggc
aaacaataaa
agaagagata
taatatccca
aggtgcctta
cagaagggct
aaagattgcc

cattgagtat

tgttaafata

ccaaaagctg gactgttatc actagccaac tgtcccaact ttgcaagtgt tgttctcgga

aatgcctcag gcttaggcat aatcggtatg tatcgaggga gagtaccaaa cacagaatta

ttttcagcag ctgaaagtta tgccaaaagt ttgaaagaaa gcaataaaat aaatttctct

tcattaggac ttacagatga agagaaagag gctgcagaac atttcttaaa tgtgagtgac

Gen N
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347pb<

1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

gacagtcaaa
aaggaaaaga
aatcattaag
ctgtatcaga
cagaaccaaa
caatcaaagt
ccagtgatgg
aggtttcatt
atttgctctc
gagatacttc
tgatattagg
atgggatcag

atgattatga
tattcttttc
aaaaccaggt
aacattggaa
gttagcatgg
catggatccc
gaaaacccct
tacaccaaat
agataatgaa
atcattaagc
gctattaaga
agatgcaatg

gtaattaaaa
atgggtaatg
cataaaagat
ttacctacta
acagataaag
attgaagaag
gcagaaaaga
gaaccaggga
gaagaagatg
attgaggcca
acactcaaca
attggcgtaa

aagtgggaca
aagcagcaaa
ctcaatctat
tcagtagacc
gtggggcaac
aagagtctac
aactgaaacc
aatatacaaa
cagaatcttc
gattggaatc
ttgctacagc
gagaggaatt

agtcaaaatg
attagcagaa
tataggagaa
tgcaaaacca
caaaactgaa
cgagaagaag
atcaactaac
gttggaaaaa
aatcttaacc
aatagaggag
aggacccaca
aatagcagac

tcattccctg
gctttccaga
aaagtgaata
accataccgt
ataaagcaag
gtgctaccct
accaaaaaga
gatgctctag
tttgaagaaa
aaattaagca
gcagcaagag
ataataaagg

*********************************************************************;

2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
(3301
3361
3421
3481
3541
3601

K3661
3721
3781
3841

attaattatg
gactcaagtc
caagacttgg
cttggccaag
aaaatcaagt
aaagtggtga
ttagaagagt
tacaccaatg
cccagcttaa
gtttctgctg

gatgctgaac tagccagagc tgtttccaac atgccaacat ctgcaggaca aataaaactg

atcatgacta
atagtagaac
agccatcaag
agctactaac
tagaacaaga
tcattttttc
catgtagcac
tttttacact
taaaaacaga

atcaactggc

tgaacaatcc
taggagcata
ggacaagata
cctatctcat
attaaatcaa
attgttaata
tataactgaa
ggaggtaggc
attagacctg

caaaggcata
tgtccaggct
tgtcttgaag
agatcataaa
tcaagaacgg
acacctcaac
ggatatctca
gatgtagaga

accaaaagtg

ttcaaaaagc
gaaagcataa
tccagataac
gtcaccattc
gacaaataaa
acggtcttaa
gtgttctgag
accttacatg

cactaagaga

ttggagctgg
gcaaaatatg
aaccaagcac
tagttatata
aatgtcttgg
agagagctac
gacaggttgg
tgccgatgga

gctcagaaca

. gag casattgaaa atcccagaca atctagattc

agacaa cgctggaata acaccagcaa tatctttgga cttaatgaca

atgttggaga accgtgcaat ggtaagaaga aaagggttcg gattcctgat aggagtttac

gga

13261 tagttaatta aaaactaaaa atcaaaagtt agaaactaac aactgtcatt aagtttatta

13321 aaaataagaa attataattg gatgtatacg
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2- Andlisis mediante el uso de Programas Bioinformaticos (Blast 2 sequences 2.2.14
(Align two sequences y Blast n disponibles en National Center for Biotechnology Information)
para determinar en el genoma del hMPV la zona de apareo de primers usados en la
experiencia

OihdIrA Taxanarmy Structure

ELAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTIV 2.2.14 [WMay-07-2006]
Match:h M_ismatch:l‘z gap open:|5 gap extension: IE

%_dropoff |5|:I ﬁxpﬁct:lm-UUUU wordsize: IH Filter [ View optionlgtaﬂdﬂrd |

Masking character option |><fur pratein, n for nucleatide x| Masking color option I Black "I
I Show CDS translation  Align |

Score = 43 .0 bicts [(22] , Expect
Idencicies = 22/22 (100%), Gaps
Strand=Plus,/ Minus

0.0490
oszz2 (0%)

Query 21 AMCAACACTTGCAAAGTTGGG 42
IIIIIIiIIIIlIIIIIIII!I
Shijct 1015 GARACAACACTTGCAAAGTTGGG 994
: Andlisis de secuencia para
IL los primers que flanquean
la region del gen N
Score = 35.3 bits (18) ., Expect = 8.3
Idenctities = 18/18 (100%), Gaps = 0518 (0%)

Scrand=Plus/FPlus

Query 1 TATATTCATGCAAGCTTA 18

el
Sbicc TRT TATATTCATGCAAGCTTA 7949

Score = 44.9 bit=s (23), Expect
Identities = 23/23 (100%), Gaps
Strand=FPlus/Plus

0.013
0/23 (0%)

Query 1 GAGCAMATTGAAAATCCCAGACA 23

B I S
Sbicct 3328 GAGCAAATTGAAARATCCCAGACA 3350

Andlisis de secuencia para
los primers que flanquean la
region del gen F

Score = 44 .9 bits (23) , Expect
Identcities = 23/23 (100%), Gaps
Scrand=Flus,/Minus

D.013
0/23 (0%)

Query Z4 GAAAATTGCCGCACAACATTTAG 36

IJIIIIIlIIIIIIIIIIIIIII
Sbijct 3674 GAL TGCCGCACAACATTTAG 3652
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Anexo |l

Publicaciones, trabajos presentados y otras actividades realizadas en el transcurso de
este trabajo

1- Publicaciones

Metapneumovirus humano (hMPV) asociado con exacerbacion de asma aguda bronquial severa.
Lopez MA; Kusznierz GF, Imaz MS; Cociglio R, Tedeschi FA, Zalazar FE.
Revista Argentina de Microbiologia (2006).38:140-142

Identificacion molecular de Metapneumovirus Humano (hMPV) por PCR-RFLP
Lopez MA; Kusznierz GF, Imaz MS; Cociglio R, Tedeschi FA, Zalazar FE.
Acta Bioguimica Clinica Latinoamericana (2007) 41 (2):90,P153

2- Asistencia Congresos con Presentacion e Trabajos
Identificacion molecular de Metapneumovirus Humano (hMPV) por PCR-RFLP
Lopez MA; Kusznierz GF, Imaz MS; Cociglio R, Tedeschi FA, Zalazar FE.

Congreso Nacional Bioquimico CUBRA IX.
Carlos Paz. Cordoba. Septiembre 2007.
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