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RESUMEN

Los enterovirus (EV) son la causa mas comun de infecciones de las vias
respiratorias en humanos y se clasifican en siete especies (EV A-D y
rhinovirus [RHV] A-C) con mas de 200 serotipos diferentes. Poco se sabe
acerca del rol de EV en las infecciones respiratorias en América del Sur. El
objetivo principal de este estudio fue determinar la prevalencia de los EV en
nifos < 15 afnos con enfermedad tipo influenza incluidos en un estudio de
vigilancia pasiva de Influenza y otros virus respiratorios en el distrito de Piura
durante el afo 2011. Se obtuvo de cada participante una muestra de
hisopado faringeo y datos epidemioldgicos. El aislamiento viral se realiz6
mediante cultivo celular utilizando cuatro lineas celulares (LLCMK2, Vero EB,
RD y A549). La identificacion y determinacion del serotipo de EV se
realizaron mediante el ensayo de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
monoclonales. Los aislamientos no serotipificables por inmunofluorescencia,
fueron seleccionados para su analisis mediante RT-PCR, seguido por
secuenciamiento. En total se analizaron 424 muestras, aislandose EV en 47
muestras (11,1%). 46.8% de estos EV se encontraron en nifios < 1 afio de
edad. Nuestros resultados revelaron un predominio de especies EVB
(62,5%). No se aislaron especies EVD. Se identificaron quince serotipos, 4
EVA, 8 EVB, y 2 EVC. Por otra parte, siete muestras no pudieron ser
correctamente clasificadas con nuestra metodologia. Los serotipos mas
frecuentes fueron coxsackievirus B2, coxsackievirus A2, y echovirus 9. El
uso de células RD y A549 incrementd el aislamiento de EV. Este estudio
proporciona datos sobre los serotipos de EV que circulan en el distrito de
Piura y establece la necesidad de realizar mas estudios.

Palabras clave: Enterovirus, infecciones respiratorias, Piura
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ABSTRACT

Enteroviruses (EVs) are the most common cause of respiratory tract
infections in humans and are classified into seven species (EVA-D and
rhinovirus [RHV] A-C) with more than 200 different serotypes. Little is known
about the role of EVs in respiratory infections in South America. The main
objective of this study was to determine the prevalence of EVs in children
aged < 15 years with influenza-like illness enrolled in an Influenza and other
respiratory viruses’ passive surveillance network in the district of Piura during
2011. Throat swabs and epidemiological data were collected from each
participant. Virus isolation was performed by cell culture using four cell lines
(LLCMK2, Vero, RD and A549). The identification and serotyping of EV were
performed by immunofluorescence assay using monoclonal antibodies.
Isolates non-serotypeable by immunofluorescence were selected for analysis
by RT-PCR, followed by sequencing. A total of 424 samples were analyzed,
and EVs were found in 47 samples (11.1%). 46.8% of these EVs were found
in children aged < 1 year. Our results revealed a predominance of EVB
species, 62.5%. No EVD isolates were isolated. Fifteen serotypes were
identified, 4 EVA, 8 EVB, and 2 EVC species. Moreover, seven samples
could not be correctly classified with our methodology. The most common
serotypes were coxsackievirus B2, coxsackievirus A2, and echovirus 9. The
use of cells RD and A549 increase the isolation of EVs. This study provides
data about the serotypes of EVs circulating in the district of Piura and sets
the need for further studies.

Keywords: Enterovirus, respiratory infections, Piura



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica
En el Perl las infecciones respiratorias constituyen un importante
problema de salud publica especialmente en poblacién infantil, siendo segun
el Ministerio de Salud la principal causa de mortalidad durante el afio 2011
con el 12.1%. El Ministerio de Salud y el Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales - NAMRU-6 realizan estudios de vigilancia del
virus Influenza, sin embargo, la informacion de otras etiologias virales es

escasa.

1.2Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

e ,Como determinar la prevalencia de enterovirus en menores de 15
anos con enfermedad tipo influenza en el distrito de Piura en 20117

1.2.2 Problemas especificos

e ;Como determinar los serotipos de enterovirus aislados en el distrito
de Piura en 2011?

e ;COmo determinar la mejor linea celular para el aislamiento
enterovirus?

e ;Como determinar el grupo etario con mayor indice de aislamiento de

enterovirus en el distrito de Piura en 20117

1.3 Justificacion de la investigacion

Diversos estudios han demostrado la importancia de los enterovirus
en infecciones respiratorias tanto en nifios como en adultos. Ademas existen
reportes del aislamiento de estos patégenos en casos de enfermedad tipo
influenza tanto en ninos como adultos (Jacques et al., 2008; Koon et al.,
2010; Lo et al., 2010; Monto, 2002; Portes et al., 1998; Straliotto et al., 2002;
Trallero et al., 2010). Sin embargo actualmente la informacién disponible
sobre la epidemiologia de enterovirus relacionada a infecciones respiratorias
en Sudamérica es muy escasa. Estos estudios en su gran mayoria reportan

datos globales de deteccidn de enterovirus sin mencionar los serotipos



involucrados (Arango et al., 2015; Douce et al., 2011; Laguna-Torres et al.,
2009; Laguna-Torres et al., 2010).

Laguna-Torres et al en 2009 reportaron que la mayoria de los casos
positivos a virus respiratorios se presentaron en ninos menores de 15 anos,
ademas, Piura presentd el 50.8% de sus casos positivos a algun virus
respiratorio. En este estudio también se reporta una prevalencia global de
0.5% para enterovirus. Sin embargo estos resultados estan subestimados
por el uso de lineas celulares con poca susceptibilidad para enterovirus
(Laguna-Torres et al., 2009).

La metodologia expuesta en el presente estudio podra ser utilizada en
trabajos similares en otras ciudades, y asi conocer la verdadera magnitud de

enterovirus en infecciones respiratorias en Peru.

Con los resultados de este estudio se podra conocer el rol de
enterovirus en las infecciones respiratorias en nifios de Piura. Comparando
los resultados obtenidos con los reportados en otras partes del mundo se
podra evidenciar el potencial riesgo de nuestra poblacién a presentar otro
tipo de infecciones. Los resultados obtenidos servirdn como punto de partida
y de referencia para futuros estudios sobre enterovirus en infecciones
respiratorias asi como en otro tipo de enfermedades como por ejemplo,

infecciones del sistema nervioso.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

e Determinar la prevalencia de enterovirus en nifilos menores de 15
anos con enfermedad tipo influenza en el distrito de Piura en 2011.
1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar los serotipos de enterovirus aislados en el estudio.

e Identificar la mejor linea celular para el aislamiento de enterovirus.

e Determinar el grupo etario con mayor indice de aislamiento de

enterovirus en el distrito de Piura en 2011.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de investigacion

La enfermedad tipo influenza (ETI) se presenta como una importante
causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, especialmente en nifos
quienes presentan en promedio de dos a siete episodios al ano (Monto,
2002). Esta enfermedad presenta una amplia variedad de sintomas,
pudiendo ser asintomatico en hasta 50% de las personas infectadas o bien
evolucionar gravemente ocasionando la muerte. Se caracteriza por cefalea,
congestion nasal, dolor de garganta, fiebre mayor o igual a 38°C, malestar
general, mialgias y pérdida de apetito. La Guia Técnica del 2009 de la
Organizacion Panamericana de la Salud define un caso de ETI como:
paciente de cualquier edad con historia de aparicién subita de fiebre superior
a 38°C y tos o dolor de garganta.

Aunque la incidencia de ETI es similar tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo, los indices de mortalidad son mas altos en estos
altimos. En regiones de clima templado del hemisferio norte como Estados
Unidos y Europa los agentes etiolégicos asociados a ETI estan bien
caracterizados, Sin embargo, en Sudamérica, la informacion disponible
sobre la epidemiologia y etiologia de ETI es escasa; incrementandose en los

ultimos anos.

Aproximadamente el 80% de los patégenos identificados en casos de
infecciones respiratorias se atribuyen a virus respiratorios. ETI se puede
atribuir a un amplio espectro de estos patdgenos, incluyendo los virus
influenza, adenovirus, virus sincitial respiratorio, enterovirus,
metapneumovirus humano y los virus parainfluenza. Las manifestaciones
clinicas de las infecciones respiratorias causadas por diferentes agentes
virales puede ser muy parecidas, dificultando el diagnéstico etiologico
(Arango et al., 2015; Laguna-Torres et al., 2009; Monto, 2002).

Los enterovirus (EV) se clasifican dentro de la familia Picornaviridae,

género Enterovirus. Estos virus son pequefos, no envueltos y poseen un



genoma ARN de aproximadamente 7,400 nucleétidos dispuestos en una
hebra simple, sentido positivo. EV presenta caracteristicas especiales tales
como su estabilidad a pH acidos, éter, cloroformo, alcohol y su poca
sensibilidad a detergentes no i6nicos; que constituye un problema para el
control de estos virus (Minor PD & Muir P, 2009; Modlin J, 2010; Romero JR,
2007).

Los EV que afectan humanos se subdividen en cuatro especies, EVA
— EVD, de acuerdo a sus caracteristicas genotipicas y antigénicas. Ademas,
este grupo incluye mas de 100 diferentes serotipos y su numero se
incrementa con nuevos serotipos que son continuamente descubiertos
(Knowles N.J et al., 2012). Los EV se transmiten principalmente de persona
a persona por via fecal-oral u oral-oral y por contacto con descargas de
garganta, gotas respiratorias o fomites (Romero JR, 2007).

Aunque muchas de estas infecciones son asintométicas, también
pueden causar un amplio rango de sindromes clinicos, tales como
infecciones respiratorias, meningitis, encefalitis, conjuntivitis, paralisis flacida
y la enfermedad mano-boca-pie. EI numero de infecciones por EV varia
segun clima, region, edad y situacion socioeconémica. Ademas, 75 % de las
infecciones por estos virus ocurren en nilos menores a 15 afos de edad
(Minor PD & Muir P, 2009; Modlin J, 2010; Romero JR, 2007).

La técnica “Gold standard” para el diagnéstico de la mayoria de EV es
el cultivo celular, a pesar del incremento en el uso y la variedad de métodos
moleculares (Romero JR, 2007). Sin embargo, por su diversidad, no se ha
encontrado una Unica linea celular en la cual la replicacion de todos los
serotipos sea exitosa; por este motivo se requiere el uso de varias lineas

celulares para la éptima recuperacién de los diferentes serotipos.

Los estudios realizados son escasos y no existe un consenso con
respecto a que combinacién de células es mas eficiente; sin embargo
algunas propuestas han sido publicadas (Jacques et al., 2008; Mizuta et al.,
2008; She, Crist, Billetdeaux, Langer, & Petti, 2006; Terletskaia-Ladwig et al.,



2008). La Organizacion Mundial de la Salud recomienda el uso de células
RD y L20B para la deteccidon de enterovirus polio y no-polio. Las células de
rindn de mono muestran mayor susceptibilidad para poliovirus,
coxsackievirus B y echovirus; las células RD para poliovirus, coxsackievirus
A y echovirus; y la linea celular A549 para poliovirus, coxsackievirus B y
echovirus (Terletskaia-Ladwig et al., 2008). La combinaciéon de lineas
celulares que se utilizara en este estudio es la siguiente: células de rindn de
mono (LLCMK2 y Vero E6) y las células humanas (RD y A549). Cabe
resaltar que las dos primeras células se utilizan en las investigaciones que
realiza el Departamento de Virologia e Infecciones Emergentes para el

aislamiento de virus respiratorio en sus diferentes protocolos.

Diversos estudios han demostrado la importancia de los EV en
infecciones respiratorias tanto en nifios como en adultos (Jacques et al.,
2008; Koon et al., 2010; Lo et al., 2010; Portes et al., 1998; Trallero et al.,
2010). Ademas se ha reportado el aislamiento de estos patdégenos en
estudios de vigilancia de enfermedad tipo influenza (ETI) e infeccidn
respiratoria aguda (IRA) en los ultimos afos (Arango et al., 2015; Garcia et
al., 2013; Huaman et al., 2014; Laguna-Torres et al., 2009; Laguna-Torres et
al., 2010). Durante la pandemia de influenza A (H1N1) del 2009; Koon et al
reportaron que coxsackievirus and echovirus fueron los patégenos virales
mas comunes en las muestras negativas a pH1IN1 (Koon et al., 2010).
Aunque los serotipos de EV pueden co-circular, diferencias en el serotipo
predominante se observa segun la region. Por ejemplo, los serotipos
predominantes en pacientes con infecciones respiratorias por EV en Francia
(Jacques et al., 2008) y Espana (Trallero et al., 2010) fueron echovirus 11y
echovirus 6; en Taiwan (Lo et al., 2010) y China (Xiang et al., 2012),
coxsackievirus B3 y coxsackievirus A21; y en Brasil (Portes et al., 1998),

echovirus 11, respectivamente.

Sin embargo, actualmente la informacion disponible sobre la
epidemiologia de EV relacionada a infecciones respiratorias en Sudamérica
es muy escasa, Yy se encuentra limitada a unos cuantos estudios de
vigilancia de ETI o IRA (Arango et al., 2015; Douce et al., 2011; Huaman et



al., 2014; Laguna-Torres et al.,, 2009; Laguna-Torres et al., 2010). Estos
estudios en su gran mayoria reportan datos globales de deteccion de EV sin

mencionar los serotipos involucrados en cada caso.

La vigilancia epidemiolégica nos da informacion crucial para entender
los cambios que se presentan en la circulacion de los diferentes serotipos de
EV y su asociacion con las enfermedades. La identificacién del serotipo es
esencial para propésitos epidemiolégicos, estableciendo el serotipo

dominante cada afno asi como la deteccion de nuevos serotipos.

2.2 Género Enterovirus

2.2.1 Generalidades

Antiguamente los enterovirus (EV) y los rhinovirus (RHV) se
consideraban como dos géneros diferentes, sin embargo en el noveno
reporte del Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV por sus
siglas en inglés) estos dos grupos son considerados como parte de un
mismo género, Enterovirus (Knowles N.J et al.,, 2012). De este punto en
adelante se denominara EV a todos los miembros del género con excepcion

de los rhinovirus.

El género Enterovirus es uno de los 12 géneros que conforman la
familia Picornaviridae (“Pico’-pequeno, “rna’-referencia al genoma, “viridae’-
referencia a virus). De manera similar a otros miembros de la misma familia,
los EV son pequerios (~30nm de diametro en su estado hidratado), sin
envoltura, con particula viral esférica y poseen un genoma ARN hebra simple
de cadena positiva (Knowles N.J et al., 2012; Romero JR, 2007).

Sus propiedades fisicas, tales como su densidad de flotacién en
cloruro de cesio y su estabilidad a medios &cidos permiten distinguir a los EV
de otros picornavirus. Muchos aspectos de su patologia, transmision y
epidemiologia estan intimamente relacionados con sus propiedades
biofisicas y su ciclo de vida citolitico (Modlin J, 2010; Romero JR, 2007).



Los viriones de la mayoria de EV son estables en un amplio rango de
pH (3 a 10) lo que les permite mantenerse infectivos durante su transito a
través del tracto gastrointestinal. Ademas los EV son resistentes a muchos
desinfectantes usados en laboratorio incluyendo alcohol 70%, isopropanol,
lisol diluido y componentes de amonio cuaternario. Estos virus no muestran
sensibilidad a solventes lipidicos incluyendo éter y cloroformo; y son estables
en muchos detergentes a temperatura ambiente. Sin embargo, EV se
inactiva con formaldehido, glutaraldehido, hipoclorito de sodio, cloro residual,
temperaturas mayores a 56°C y luz ultravioleta (Knowles N.J et al., 2012;
Romero JR, 2007).

Los EV son estables en ambientes liquidos y pueden sobrevivir por
muchas semanas en agua, fluidos corporales y aguas residuales. Esto
debido a algunas propiedades de los viriones que incluyen termoestabilidad
en la presencia de cationes divalentes, estabilidad a acidos y la ausencia de
una envoltura lipidica (Minor PD & Muir P, 2009; Romero JR, 2007).

La replicacion del virus se da principalmente en el tracto
gastrointestinal y/o en el tracto respiratorio alto, pero en algunos casos esta
replicacion se puede dar en otros tejidos como nervios y musculo originando
un amplio espectro de enfermedades desde simples resfrios hasta encefalitis
(Minor PD & Muir P, 2009; Modlin J, 2010; Romero JR, 2007).

La susceptibilidad de las células huésped a la infeccion por EV esta
definida por la presencia de proteinas de membrana especificas que
funcionan como receptores a las cuales se une el virus. Por ejemplo, los tres
serotipos de poliovirus comparten un mismo receptor “PVR”, un miembro de
la superfamilia de las inmunoglobulinas que es codificado por el cromosoma
19. La CD55 o DAF (por sus siglas en inglés, decay-accelerating factor) una
proteina reguladora del complemento y la molécula intercelular de adhesion
1 (ICAM-1) juegan un rol importante en la entrada a la célula del
coxsackievirus A21. Los coxsackievirus B también interactian con 2
diferentes proteinas de membrana celular, el receptor coxsackievirus-
adenovirus (CAR) de 49 kDa y DAF. EI DAF aparece también como el



principal receptor para la mayoria de los echovirus, mientras que los
serotipos 1 y 8 se unen a la subunidad a de la molécula de integrina VLA
(Minor PD & Muir P, 2009; Modlin J, 2010).

2.2.2 Genoma

Los EV presentan un genoma de ARN de hebra simple de
aproximadamente 7.4 kb que sirve como plantilla para la traduccion de
proteinas virales asi como para la replicacion del ARN. El genoma esté
organizado en 4 regiones: una region no codificante larga (~740 nucleotidos)
denominada 5°UTR, seguido de un marco abierto de lectura denominado
ORF (~6600 nucledétidos), luego una region no codificante corta (entre 70 y
100 nucleédtidos) llamada 3°UTR vy finalmente una cadena terminal
poliadenilada (Figura1) (Minor PD & Muir P, 2009; Romero JR, 2007).

Dentro de la regién 5°'UTR se encuentra el sitio de entrada interna al
ribosoma o IRES (por sus siglas en ingles) que permite la traduccién directa
de la poliproteina. Ademas, esta region se encuentra covalentemente unida
a una proteina pequefa de aproximadamente 7kDa denominada VPg, la cual
es necesaria para la iniciacion de la sintesis de ARN. Se ha demostrado
también que la regiéon 3'UTR juega un rol importante en la replicacién del
ARN viral (Knowles N.J et al., 2012; Racaniello, 2007).

El ORF se inicia y finaliza aproximadamente en los nucleétidos 740 y
7370, respectivamente. EI ARN completo funciona como un mensajero
monocistronico cuyo producto de traduccién es una poliproteina de peso
molecular 250 kDa. Esta poliproteina sufre cortes especificos para formar
tres polipéptidos, P1, P2 y P3. La regién P1 sufre clivajes sucesivos para
formar la capside viral, formandose 5 copias de VP1, VP3 y VPO (precursor
de VP2 y VP4) dentro de subunidades, con el subsiguiente ensamblaje de 12
de estos pentameros dentro de una capside dodecaédrica completa (Minor
PD & Muir P, 2009; Romero JR, 2007).

La encapsulacion del ARN viral estd asociada con el clivaje final de la
proteina VPO en VP2 y VP4. Las regiones P2 y P3 codifican siete proteinas



no estructurales (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C y 3D) que son esenciales para el
ciclo vital del virus con funciones conocidas que incluyen actividad
polimerasa, clivaje proteolitico de los productos de traduccién e inhibicién de
la sintesis de proteinas de las células huéspedes (Knowles N.J et al., 2012;
Romero JR, 2007).
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Figural. Esquema del genoma de los enterovirus, mostrando sus diferentes regiones

y sitios de clivaje (referencia: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html)

2.2.3 Capside viral

Como la mayoria de los miembros de la familia Picornaviridae, la
capside de los EV estd compuesta ‘por 60 copias de cada una de las 4
proteinas estructurales (VP1-VP4). Estas se encuentran organizadas en una
estructura icosaédrica que presenta simetria rotacional 5:3:2. Cada una de
estas 4 proteinas se asocian para formar una subunidad denominada
protémero, en el que las 3 proteinas mayores (VP 1-VP3) se disponen en la
superficie del virion y el pequeno péptido VP4 lo hace en la cara interna; la
asociacién de 5 protdmeros constituye un pentamero y la asociacion de 12
pentdmeros constituyen el icosaedro con un pseudo nimero de triangulacion
(T) igual a 3 (Figura2).
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Las proteinas de la capside cumplen varias funciones: i) Proteger al
ARN genomico de las endonucleasas ambientales; ii) Reconocer los
receptores celulares especificos, proceso fundamental en la determinacion
del rango de huésped y del tropismo celular; iii) Determinar la antigenicidad;
iv) Portar las sefnales de desensamblaje para la liberacion del ARN gendmico
y de empaquetamiento durante la maduracién del virién (Racaniello, 2007).

La sintesis de ARN se produce después de 3 horas post-infeccion.
Luego de 6 a 7 horas, los viriones son visibles dentro del citoplasma por
microscopia electronica, con su subsiguiente liberacion por lisis de la célula
resultando en una carga de 10* a 10° viriones por célula (Minor PD & Muir P,
2009; Romero JR, 2007).

Figura2. Estructura de la capside de los enterovirus. Se observa las proteinas VP1,
VP2 y VP3 en la cara externa, mientras que la proteina VP4 en la cara interna

(referencia:http://viralzone.expasy.org/all_by_ species/97.html)

2.2.4 Clasificacion

Los EV humanos fueron originalmente clasificados en 4 grupos en
base a los patrones de replicacién que presentaban en cultivos celulares y
sus manifestaciones clinicas en humanos y al ser inoculadas
intracranealmente en ratones lactantes. Estos grupos son: i) poliovirus (PV)
agentes causales de poliomielitis en humanos, generalmente no patégenos
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en ratones; ii) coxsackievirus A (CVA) asociados a enfermedades del
sistema nervioso central, exantemas en humanos, y causantes de paralisis
flacida en ratones; iii) coxsackievirus B (CVB) asociados a enfermedades del
sistema nervioso central y enfermedades cardiacas en humanos, y
causantes de paralisis aséptica en ratones; y iv) echovirus (E) de las cuales
no se conocia enfermedades provocadas en humanos y no eran patégenos
en ratones. Aunque estos criterios fueron utiles por un largo tiempo, la
aparicion de nuevos EV y el desarrollo de nuevas lineas celulares hacia cada
vez mas dificil la clasificacion, es por esto que los nuevos serotipos fueron
denominados como enterovirus y numerados consecutivamente a partir del
EV68 (Knowles N.J et al.,, 2012; Minor PD & Muir P, 2009; Romero JR,
2007).

Algunos virus pertenecientes a este género principalmente echovirus
(E) fueron clasificados en un principio de forma equivocada. Por ejemplo, E8
y E1 son el mismo serotipo, E10 es ahora reovirus 1, E28 es ahora rhinovirus
humano 1A, E22 es ahora parechovirus humano 1 y E23 es ahora
parechovirus humano 2. De igual manera se ha determinado que CVA23 y
E9, CVA15 y CVA11, CVA18 y CVA13 son el mismo serotipo. Hepatitis A
virus 1 (HAV-1; género Hepatovirus) fue en un principio nombrado como
enterovirus 72. Rhinovirus humano 87 es considerado una variante de
EVD68 (Romero JR, 2007).

En los ultimos afos los métodos de biologia molecular han permitido
realizar la clasificacion de los EV de una manera mas clara, principalmente
mediante el analisis filogenético basado en las secuencias completas de la
proteina viral VP1, la principal proteina de la capside de los EV. El numero
de serotipos se ha incrementado afio tras afno por la identificacién de nuevos
EV en base a las caracteristicas moleculares. Segun el Comité Internacional
para la Taxonomia de Virus (ICTV) este género se encuentra dividido en 12
especies (Tabla 1); se consideran como EV humanos las especies A, B, C y
D. Los EV son clasificados dentro del mismo serotipo si presentan una
similaridad nucleotidica mayor al 75% y una similaridad aminoacidica mayor
al 85% del gen VP1 (Oberste et al., 1999; Romero JR, 2007). Estos virus
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presentan diferencias en su afinidad a un tipo de célula, propiedades
antigénicas y los receptores celulares. Sin embargo, en todos los casos el
hébitat natural y el sitio primario de replicacion es el tracto intestinal.

Tabla 1. Clasificacion de especies de enterovirus

Nomenclatura actual Nomenclatura anterior # serotipos
Enterovirus A Human enterovirus A 24
Enterovirus B Human enterovirus B 61
Enterovirus C Human enterovirus C 23
Enterovirus D Human enterovirus D
Enterovirus E Bovine enterovirus (grupo A)

Enterovirus F Bovine enterovirus (grupo B)

Enterovirus G Porcine enterovirus B 11
Enterovirus H Simian enterovirus A 1

Enterovirus J unclassified simian viruses 6
Rhinovirus A Human rhinovirus A 80
Rhinovirus B Human rhinovirus B 32
Rhinovirus C Human rhinovirus C 53

Fuente: Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (Knowles N.J et al., 2012)

2.3 Diagnostico de Enterovirus

2.3.1 Aislamiento en cultivo celular

Esta es la técnica utilizada en la mayoria de laboratorios clinicos. El
efecto citopatico que se presenta en la infeccién por EV es la reduccién de
tamano y redondeo de las células dentro de la monocapa. Luego, el nicleo
de las células infectadas presenta piknosis. Cuando la infeccién progresa la
célula se degenera y se separa de la superficie de la placa. La deteccidn del
efecto citopatico cuando la carga viral es baja, como suele suceder en
muestras como liquido cefalorraquideo, oscila entre 3,7 y 8,2 dias. Para la
confirmacién de EV se realiza una inmunofluorescencia o neutralizacién con
anticuerpos monoclonales genéricos para EV dirigido a la proteina viral VP1.
También se pueden realizar pruebas fisico-quimicas, que demuestran la
capacidad de este virus para crecer en presencia de cloroformo y pH &cido
(Knowles N.J et al., 2012; Romero JR, 2007)
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En la tabla 2, se resume la susceptibilidad de las lineas celulares
comunmente usadas en aislamiento viral. Se puede observar que no hay una
sola linea celular éptima que soporte el crecimiento de todos los serotipos de
EV. Por esta razén se recomienda el uso de varias lineas celulares para

optimizar el aislamiento y diagndstico de enterovirus.

Tabla 2. Susceptibilidad de lineas celulares para el aislamiento de EV
(Romero JR, 2007)

Susceptibilidad para el aislamiento de

Linea Celular .. -
Poliovirus _Coxsackievirus Echovirus

A B
Rifnén de mono
Rhesus o+t + +++ o+t
Cynomolgus ++++ + +++ +++
Bufalo verde (BGM) +++ + ++++ ++
Humanas
HelLa +4++ + +++ +
Rifnén (HK) +++ + ++ +++
WI-38 ++ ++ + o+t
Pulmén de embrién (HELF) +++ ++ + +++
MRC-5 +++ + + +++
Rabdomiosarcoma (RD) +++ +++ + +++
Hep-2 +++ + +++ +
A549 +++ + +++ +++
NCI-H292 +++ +++ +++ +++

La Organizacién Mundial de la Salud en su manual de laboratorio para
poliovirus, recomienda el uso de las lineas celulares RD y L20B para el
aislamiento de poliovirus y otros EV. Es ampliamente conocida la dificultad
para aislar coxsackievirus A en cultivo celular, siendo la célula RD la mas
sensible para ello. En ocasiones, los laboratorios de diagndstico clinico
utilizan la combinacion de una linea de rinbn de mono, més otra de
fibroblasto humano, a la que se le puede anadir la linea RD para recuperar
con mayor facilidad y rdpidamente echovirus y aquellos virus pertenecientes
al grupo coxsackievirus A (Romero JR, 2007).

Otras lineas celulares han sido probadas con éxito en diferentes

estudios para el aislamiento de enterovirus. Algunas lineas tumorales
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humanas como CaCo-2, procedente de carcinoma de colon (Buck,
Wiesemann, & Stewart, 2002), o NCI-H292, carcinoma mucoepidermoide de
pulmén, han mostrado una alta sensibilidad para el aislamiento de
enterovirus perteneciente a cualquier serotipo (Hierholzer, Castells, Banks,
Bryan, & McEwen, 1993).

2.3.2 Identificacion y caracterizacion

La principal técnica usada para identificar enterovirus a partir de
cultivo celular es el uso de anticuerpos monoclonales para cada serotipo
mediante la técnica de inmunofluorescencia y/o neutralizacion de suero. En
la década de los 80, la identificacién de los serotipos se realizaba basandose
en la neutralizaciéon con un pool (grupo) de sueros equinos hiperinmunes y
antisueros monovalentes policlonales para su confirmacion. El test de
diagndéstico ampliamente utilizado fue el de Lim Benyesh-Melnick (LBM)
(Melnick, Rennick, Hampil, Schmidt, & Ho, 1973), en el que anticuerpos de
42 EV diferentes son mezclados en 8 grupos (A-H), el sobrenadante viral
desconocido es incubado separadamente con cada pool a 37°C durante 2
horas, luego la mezcla virus-antisuero se inocula en otro sistema de cultivo
celular susceptible durante varios dias. El conjunto de antisueros que
neutralizaban el aislado desconocido es el que identifica el virus. Esta
técnica fue durante mucho tiempo el “Gold Standard”, pero es muy laboriosa,

consume mucho tiempo y muchas cepas permanecen como no tipificables.

Actualmente, se emplean kits comerciales, el kit usado con mayor
frecuencia para la identificacion de EV es el desarrollado por “Diagnostic
Hybrids”. Para la identificacion de serotipos el kit desarrollado por “Millipore”
permite identificar 18 serotipos (PV1-3, CVA9, CVA16, CVA24, CVB1-6, E4,
E6, E9, E11, E30, ENT71). Sin embargo el gran numero de serotipos
existentes y el descubrimiento cada afio de nuevos serotipos hace mas
laboriosa la identificacion de EV. Por este motivo en los ultimos afnos el uso
de la biologia molecular ha cobrado mayor notoriedad y es cada vez mas

usada para la identificacion y el descubrimiento de nuevos serotipos.
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En la regién 5’'UTR del genoma de EV se encuentran secuencias muy
conservadas entre los distintos serotipos, lo cual lo hace un blanco perfecto
para el disefo de primers y sondas utilizadas en el diagnéstico molecular.
Los segmentos situados entre las posiciones 444-468, 542-560 y 577-596
(numeracion relativa al genoma del poliovirus 1, cepa Mahoney), han sido
estudiados como reactivas frente a la mayoria de serotipos de EV (Coiras,
Aguilar, Garcia, Casas, & Perez-Brena, 2004; Oberste et al., 1999).

La biologia molecular ha aportado mucho a la determinacién del
serotipo de EV, ya que existen cepas no neutralizables mediante los
serotipos clasicos, por diferencias notables con su cepa prototipo, como
sucede con CVA24v, causante de importantes brotes de conjuntivitis
hemorragica. Por ello se han probado distintas regiones del genoma de EV
que sirvan para determinar el serotipo de una manera confiable. Estudios
realizados reportan que las regiones VP2, VP4 o ARN polimerasa, son muy
semejantes entre los distintos serotipos, por lo que no permiten una
discriminacién adecuada (Casas et al., 2001; Oberste, Maher, & Pallansch,
1998). Sin embargo, la secuencia de la region VP1 si aporta las condiciones
idéneas, tal como se ha observado en distintos estudios, una explicacion es
que esta regién es altamente inmunogénica (neutralizable de anticuerpos).
Mediante el andlisis de esta regidbn se determina un aislamiento en un
serotipo determinado si tiene una homologia 275% en nucledtidos y/o 285%
en aminoacidos con su cepa representativa (Oberste et al., 1999; Romero
JR, 2007).

2.4 Epidemiologia de Enterovirus

2.4.1 Transmision

Las infecciones por estos virus son muy prevalentes y presentan una
distribucién mundial, variable segun la estacién climatica, region, edad vy
situacién socioeconémica. Las infecciones se dan a lo largo de todo el afo,
pero en zonas de clima templado, las mayores tasas se producen en la
época mas calurosa. En climas tropicales, las infecciones por EV ocurren
todo el afno con un incremento de la incidencia durante la temporada de

lluvias. Este caracter estacional nunca se ha explicado satisfactoriamente,



16

pero las altas temperaturas podrian favorecer la presencia en las aguas de
una mayor cantidad de EV en el medio ambiente. Es importante recordar, la
gran cantidad de portadores asintomaticos, que transmiten la infeccién con la
misma eficacia que los enfermos (Modlin J, 2010).

Existen varias vias de transmision para estos virus como por ejemplo:
fecal-oral, respiratoria, transplacentaria, perinatal, aunque la emisién mas
prolongada del virus es desde el tracto gastrointestinal y por ello, la ruta
fecal-oral es la principal via de transmisién. A pesar de eso, para ciertos
serotipos como CVAZ21, enterovirus 68, 70 y 71; la ruta respiratoria y la
inoculacién directa son importantes para su transmision (Modlin J, 2010;
Romero JR, 2007).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, tres cuartas partes del
total de enfermedades causadas por EV se producen en nifos menores de
15 afos, probablemente por la ausencia de contacto anterior con los
diferentes serotipos del virus. En un estudio llevado a cabo en Nueva York
durante el pico anual de transmision se observd una tasa de infeccion de los
ninos menores de un mes del 12.8%. Las tasas de Infeccién sintomatica
decrecen a partir del segundo mes de vida, aunque contindan siendo
superiores en nifnos de corta edad que en nifos mayores o adultos. Los
niveles socioecondmicos mas bajos también presentan altas tasas de
infeccion, por el hacinamiento, la falta de higiene y la mayor facilidad de
contaminacion fecal (Modlin J, 2010).

La frecuencia con la que cada serotipo causa infeccion puede variar
de manera significativa. Algunos serotipos muy prevalentes se aislan todos
los afios mientras que otros pueden surgir o reaparecer tras muchos afnos de
relativa inactividad. No se conocen bien las razones por las que aparecen y
desaparecen los distintos serotipos, comportdndose de forma endémica o
epidémica (Modlin J, 2010; Romero JR, 2007).
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2.4.2 Infeccion

Los EV pueden causar un amplio espectro de enfermedades en
humanos. Ademas de producir infecciones gastrointestinales pueden afectar
otros organos: Poliovirus afecta el sistema nervioso central, produciendo
paralisis flacida, el grupo de los Coxsackievirus esta asociado a pancreatitis,
miocarditis, encefalitis y diabetes mellitus, Enterovirus 70 produce
conjuntivitis hemorragica aguda, mientras que los Echovirus y otros
Enterovirus se asocian a meningitis y encefalitis, fundamentalmente en
nifos. Sin embargo, ninguna enfermedad es asociada Uunicamente a algunos
serotipos especificos de EV y ningun serotipo es Unicamente asociado a una
sola enfermedad (Minor PD & Muir P, 2009; Modlin J, 2010; Romero JR,
2007).

Si bien la mayoria de las infecciones enterovirales suelen ser
asintomaticas, la manifestacion clinica mas comun de infeccion por EV es
una enfermedad febril aguda no especifica, con o sin presencia de
exantema. Este sindrome viral es una de las mayores causas de fiebre en
ninos. Ademas, la meningitis, representa la infeccién del sistema nervioso
central reportada con mayor frecuencia y su presentacion clinica varia con la
edad del paciente y con la capacidad de producir una respuesta inmune
eficiente (Modlin J, 2010).

Estos virus son la principal causa de sindrome febril respiratorio sin
foco o “gripe de verano” con disfagia y tos en ocasiones. La infeccion del
tracto respiratorio alto causada por EV es por lo general clinicamente
indistinguible de enfermedades causadas por otros agentes como por
rhinovirus 0 Mycoplasma pneumonia, al menos que estén acompanadas por
meningitis aséptica, exantema u otras manifestaciones clinicas que
evidencien infeccion por EV (Modlin J, 2010; Romero JR, 2007).

Muchos serotipos estan asociados a infeccidon del tracto respiratorio
alto. Entre los serotipos mejor caracterizados estan CVA21 y CVA24, los
cuales producen una enfermedad similar al resfrio comun, excepto por una

alta incidencia de fiebre. Se ha reportado brotes epidémicos CVA21 en
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poblacion militar, aunque no existen reportes de epidemias en poblacion civil
si se reporta alta evidencia seroldgica. Echovirus 4, 8, 9, 11, 20, 22 y 25 son
también causas de enfermedad respiratoria. Las infecciones por EV del
tracto respiratorio bajo son poco comunes, sin embargo algunos serotipos
como echovirus 6, 9, 11, 33 y enterovirus 71, han sido aislados en infantes y
ninos con neumonia. En los ultimos afnos ha cobrado gran importancia el
estudio de enterovirus 68, perteneciente a la especie EVD. Las infecciones
de este serotipo suelen ser exclusivamente del tracto respiratorio y ha sido
reportado en Asia, Europa y Estados Unidos (Modlin J, 2010; Xiang et al.,
2012).

2.5 Antecedentes en Sudamérica

En Sudamérica se han realizado diversas investigaciones con
respecto a la vigilancia ambiental de EV (Kluge et al., 2014; Spilki et al.,
2013; Vecchia et al., 2012), asi como algunas relacionadas a infecciones
neurologicas en Argentina (Cisterna et al., 2007; Freire et al., 20083;
Mistchenko, Viegas, Latta, & Barrero, 2006) y Brasil (Castro, Cruz, Silva, &
Gomes Mde, 2005; Gomes Mde, de Castro, Oliveira, & da Silva, 2002). Sin
embargo, son pocos los estudios que reportan EV asociado a infecciones
respiratorias.

Estos reportes se encuentran incluidos en trabajos mas amplios
centrados en la investigacion de la etiologia de la enfermedad tipo influenza
en paises como Ecuador, Colombia, Brasil y Peru (Tabla 3). La mayoria de
estos estudios usan el cultivo celular y la inmunofluorencia como técnicas de

identificacion y caracterizacion de EV.
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Tabla 3. Antecedentes de EV asociado a infeccion respiratoria en Sudamérica

AUTOR PAiS CARACTERISTICAS METODOLOGIA RESULTADOS SEROTIPOS
Infeccion respiratoria Cultivo celular Total: 2153 PV1y2
aguda
(Portes et Brasil 93% nifos Hep-2*, EV:45(21%) E1,2,7,11,19,31
al., 1998) iy " * %
’ secrecion nasofaringea MRC-5%, RD CvB4
1985 - 1991 neutralizacion
ETI Cultivo celular Total: 6,835 No describe
(Laguna- ) 0-94 afios Vero* y EV: 31 (0.5%)
Torres et Peri i tari LLCMK2*
al., 2009) isopados orofaringeos 2
2006 - 2008 IFA
ETI Cultivo celular Total: 2872 No describe
(TLaQU”a't Perd 0-100 afios Vero* y EV: 52 (1.8%)
orres e r
al., 2010) er Hisopados orofaringeos LLCMK2*
enero - julio 2009 IFA
ETI Cultivo celular Total: 1,702 No describe
(Douce et Ecuador 0-100 afios Vero™y EV: 15 (0.88%)
al., 2011) Hisopados orofaringeos LLCMK2*
2006 - 2010 IFA
ETI RT-PCR Total: 3375 PV, CVA
(Garcia et Lati L. < 25 afios Secuenciamiento EV: 101 (3%) CVB, E
atinoamérica
al., 2013) I I Hisopados nasofaringeos Ent68, 71, 99
2010 - 2011 Ent104, 109
ETI Cultivo celular Total: 2039 No describe
(A;ar;go Colombi 0 - 76 afios Vero* y EV: 13 (0.64%)
etal., mbi . .
2015) olombia Hisopados orofaringeos LLCMK2*
2007 - 2012 IFA
ETI Cultivo celular Total: 24239 PV, CVA
(Huaman 0-100 afos Vero*y LLCMK2*  EV:175 (0.7%) CVB, E
etal, Perd Hisopados nasofaringeos IFA Ent71
2014) RT-PCR,

2005-2010

secuenciamiento

* Se usaron para aislamiento de Enterovirus, ETI: Enfermedad tipo Influenza

Garcia et al realizaron un estudio para detectar rhinovirus y

enterovirus en pacientes con ETI en diferentes paises de latinoamérica,

empleando RT-PCR para su deteccibn y secuenciamiento para su

caracterizacion. Este estudio se muestra como uno de los primeros que

muestra en detalle la distribucién de serotipos de EV en latinoamérica,

mostrando a los virus del grupo EVB como los mas frecuentes en estas

muestras (Garcia et al., 2013).
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En el campo de la epidemiologia, en nuestro pais solo existen tres
estudios donde se reporta EV asociados a infecciones respiratorias, sin
embargo solo uno de ellos investiga en detalle los serotipos aislados en
estas muestras. Todos estos estudios se realizaron en el Centro de
Investigacion de Enfermedades Tropicales (NAMRU-6), en el Departamento
de Virologia e Infecciones Emergentes. Los estudios realizados por Laguna-
Torres et al en 2009 y 2010, reportan EV en muestras de pacientes con ETI
entre 2006 — 2008 y 2009 con una frecuencia de 0.5% y 1.8%,
respectivamente. Estos estudios se realizaron en 13 ciudades del Peru
abarcando costa, sierra y selva (Laguna-Torres et al., 2009; Laguna-Torres
et al., 2010).

En 2014, Huaman et al reportaron resultados obtenidos analizando
muestras de pacientes con ETI obtenidas entre el afno 2005 al 2010 y
colectadas en 11 ciudades del Peru, este es el primer y unico estudio hasta
la fecha que reporta en detalle los serotipos de EV que circulan en el pais.
En este estudio se reporta una prevalencia de 0.7% ademas se aislaron 16
serotipos la mayoria pertenecientes al grupo EVB (Huaman et al., 2014).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Flujograma de trabajo

Recoleccion y
seleccion de muestras
(hisopado faringeo)

(—

Inoculacién de las muestras Revision diaria
en las 4 lineas celulares 4\ para detectar
(LLCMK2, Vero E6,RDYy —/| efecto citopatico

A549) (EC)

(—

Inmunofluorescencia (IFA) para
identificacion de enterovirus
(EV) y 18 serotipos

(—

Analisis por RT-PCR para region
5°UTR a muestras con resultado:
IFA para EV (+) y serotipo (-)
EC (+) e IFA (-)

+

(—

Analisis por RT-PCR para region
VP1 — clasificacion por serotipo

(—

Andlisis de resultados
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3.2 Tipo de estudio

El estudio realizado es un estudio observacional, descriptivo de serie
de casos, transversal y retroprospectivo. El trabajo se llevé a cabo en el
Departamento de Virologia e Infecciones Emergentes del Centro de
Investigacion de Enfermedades Tropicales (NAMRU-6) ubicado en el distrito
de Bellavista — Callao. Este centro lleva a cabo protocolos de vigilancia
epidemioldgica de virus respiratorios en Peru y otros paises de la region.

3.3 Poblacion

Para realizar este estudio se incluyeron muestras de pacientes con
Enfermedad Tipo Influenza (ETI), con edades < 15 afos, que fueron
atendidos en el Centro de Salud de “Pachitea” ubicado en el distrito de Piura,
provincia de Piura, departamento de Piura durante enero a diciembre del
2011. Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética del
NAMRU-6. Para el andlisis de resultados las edades se separaron en cuatro

grupos de edad (< 1 afios, 1 - 5 afos, 6-10 anos, 11-15 afos).

3.4 Definicidn de caso

En este estudio se utilizé la definicion de ETI dada por la Organizacion
Mundial de Salud. Definicion de caso: cualquier persona con episodio de
fiebre (temperatura oral 238°C, temperatura axilar 237.5°C) y tos o dolor de
garganta con menos de 5 dias de duracidon al momento de la toma de

muestra.

3.5 Muestra

De cada paciente incluido en el estudio se obtuvo una muestra de
hisopado faringeo. Esta muestra fue obtenida con un hisopo de nylon
(Copan Diagnostics, EE.UU), colocada en un medio de transporte universal
“‘“UTM™” de 3 mL (Diagnostic Hybrids, EE.UU), luego almacenadas a -20°C y
transportadas al laboratorio usando contenedores con hielo seco. En el
laboratorio las muestras fueron conservadas a -80°C hasta su procesamiento
(Laguna-Torres et al., 2009; Laguna-Torres et al., 2010).
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3.6 Aislamiento e identificacion viral

3.6.1 Cultivo celular e Inmunofluorescencia

Para el aislamiento de EV, las muestras se inocularon en diferentes
lineas celulares tanto animales como humanas para permitir el crecimiento
de los diversos serotipos asi como cualquier otro agente viral implicado en el
proceso infeccioso. Todas las muestras fueron inoculadas en monocapa de
células en placas de 24 pozos. Se emplearon cuatro lineas celulares
obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC®): Células de rifdn
de mono verde africano (Vero E6; CRL-1586TM), células de rinibn de mono
Rhesus (LLCMK2; CCL-7TM), células de Rhabdomyosarcoma - musculo
(RD; CRL-136TM) y células de adenocarcinoma — pulmén (A549; CRL-
185TM).

Para todas las lineas celulares se utiliz6 como medio de crecimiento 1
mL de Medio Minimo Esencial de Eagle (E-MEM), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y una mezcla antibidtica. ElI medio de
mantenimiento utilizado consistié en E-MEM, suplementado con 2% de SFB
y antibiéticos (10 mg estreptomicina y 25 ug amfotericina B por ml). Una vez
formada la monocapa de células en cada pozo, aproximadamente después
de 3 dias de preparadas, 200ul de muestra se agregd en cada pozo de la
placa, cada muestra se inoculd por duplicado en cada linea celular. Para
ello, se elimind el medio de crecimiento de cada pozo, se depositaba la
muestra sobre la monocapa y se dejaba absorber mediante centrifugacién a
600g x 30 minutos a 33°C. Posteriormente, las placas se incubaron por 1
hora a 37°C, para luego agregar a cada pozo 1ml de medio de
mantenimiento. Las muestras procesadas, se incubaron a 37°C con 5% de
CO2 por un lapso de 10 dias. Las placas fueron visualizadas diariamente
para la deteccion de efecto citopatico caracteristico. Por lo general, el efecto
producido por EV se manifiesta después de 3 — 10 dias post-infeccién
(Laguna-Torres et al., 2009; Laguna-Torres et al., 2010; Huaman et al.,
2014).

Después de este tiempo o una vez observado efecto citopético, se

prepararon laminas para realizar el ensayo de inmunofluorescencia (IFA). Se
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colect6 400 pL de cultivo de cada pozo, se centrifugé a 2000 rpm x 10 min a
4°C, se eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 300 uL buffer
fosfato salino (PBS) 1x. Este pellet en PBS se utiliz6 para preparar laminas
las cuales se dejaron secar dentro de la cabina de flujo laminar y una vez
secas se fijaron en acetona a -20°C x 1 hora. Se determiné la presencia de
EV mediante el kit comercial “D3 Enterovirus Duo Pack” (Diagnostic Hybrids;
EE.UU). Las muestras positivas en este paso fueron probadas con diferentes
kit comerciales de anticuerpos monoclonales que identifican 18 serotipos de
EV divididos en 5 grupos (Millipore; EE.UU). Ademéas de EV, se realizé
deteccion de otros virus por IFA como: adenovirus, influenza A virus,
influenza B virus, parainfluenza virus 1-3, virus sincitial respiratorio, virus

herpes simplex y metapneumovirus humano.

3.6.2 Extraccion de ARN

Las muestras con efecto citopatico y resultado negativo para EV, asi
como las muestras con resultado EV positivo pero sin tipificacion por IFA
fueron seleccionadas para su andlisis y clasificacion por métodos de biologia
molecular (RT-PCR). EI ARN se obtuvo de 140 pL cultivo celular usando el
kit de extraccion Viral RNA Mini Kit (QlAamp, Qiagen; EE.UU).

3.6.3 Amplificacién de la regiéon 5‘UTR

Para determinar la presencia de EV, en las muestras seleccionadas,
sometimos los ARN obtenidos a una reaccion de RT-PCR anidada (nested
RT-PCR), para la regién que codifica 5’'UTR, se utilizé los primers (Tabla 4)
(Coiras et al., 2004).

La primera parte del proceso consistido en realizar una transcripcién
reversa (RT) para obtener ADN copia (ADNc) a partir del ARN obtenido de
cada muestra. 2.5 yl de ARN se agregé a 7.5 ul de mezcla de RT,
compuesta por: agua libre de nucleasas, buffer AMV 5X, MgSO4, dNTPs
10mM, Tfl ADN polimerasa (Promega, EE.UU) 5units/pl, Transcriptasa
inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV) 10U (Promega, EE.UU) y
primers 1-EV/RV y 2-EV/RV (Tabla 4) 10pmol/pl. Esta mezcla se incubé a 48
°C durante 45 minutos para generar el ADNc, seguido de 3 minutos a 94°C
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para inactivar la enzima. Luego se incluyeron 45 ciclos de (94°C x 30
segundos, 55°C x 1.5 minutos y 72°C x 1 minutos), seguido de 72°C por 10

minutos. Posteriormente se colocd en hielo o 4°C.

A continuacion a 1 pl de la mezcla se adicion6 5uL de buffer de
reaccion 10X, 16ul de agua libre de nucleasas, 0.5uL de dNTPs mix 10mM,
0.5uL de Tag DNA polymerase (Invitrogen, EE.UU) 5Sunits/uL y primers 3-
EV/RV y 4-EV/RV (Tabla 4) 10pmol/uL; obteniendo un volumen final de
24uL. Esta mezcla de reaccion fue incubada 4 minutos a 95°C, 35 ciclos de
(94°C x 30 segundos, 55°C x 1 minuto, 72°C x 30 segundos), seguido de
72°C por 10 minutos. Posteriormente se colocé en hielo o 4°C.

Finalmente, se realiz6 la deteccion de amplicones mediante
electroforesis con gel de agarosa 2% y 0.5mg/mL de bromuro de etidio. El
tamano de nuestro producto de PCR fue de aproximadamente 220

nucleétidos.

Tabla 4. Primers utilizados para la identificacion de EV (Coiras et al.,

2004)

“RT-PCR Secuencia (5'—3') Localizacion* T:rr:'a)ﬂgoc:‘el
1-EV/RV  Forward CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA 445-467 EV (755 nt)
2-EV/IRV Reverse = TCIGGIARYTTCCASYACCAICC 1200-1178  RHV (639 ni)
Nested

PCR
3-EV/IRV  Forward ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG 536-559 EV (226 nt)
4-EV/IRV  Reverse CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA 762-743 RHV (110 nt)

*Con respecto al genoma de Poliovirus 1 cepa Sabin, 7500 nucleotidos

3.6.4 Amplificacion de la region VP1

Para determinar los serotipos presentes en las muestras positivas

para la region 5’UTR, sometimos los ARN obtenidos a una reaccion RT-PCR
semianidada (seminested RT-PCR), para la amplificacion de la region que
codifica VP1, utilizando los primers (Tabla 5) (Nix, Oberste, & Pallansch,
2006).
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La sintesis de ADNc se llevo a cabo en 10 puL de mezcla de reaccion
conteniendo: 5 uL de ARN, 2.6 uL de buffer de reaccion 2X, 0.5 pyL de cada
primer AN32, AN33, AN34, AN35 5pmol/uL, 0.2 uL de RNasin y 0.2 pyL de
Superscript lll/Platinum Taq (Life Technology, EE.UU). Seguido de
incubacion a 22°C x 10 minutos, 45°C x 45 minutos, 95°C por 5 minutos,
posteriormente se colocé en hielo o 4°C.

El volumen total (10 pL) de la reaccidén anterior se utiliz6 para el
primer PCR (PCR1) obteniendo un volumen final de 50 uL. Al ADNc se le
agreg6: 10 pL de buffer de reaccion 5X, 4 yL de dNTPs mix 2.5mM, 2.5 uL
de cada primer 222 y 224 10pmol/uL, 0.5 pL de Go Taq DNA polymerase 2.5
U/uL (Promega, EE.UU) y 20.5uL de agua libre de nucleasas. Seguido de
incubacion a 95°C x 2 minutos y 38 ciclos de amplificacion (95°C x 30
segundos, 42°C x 30 segundos, 60°C x 45 segundos), posteriormente se
colocé en hielo o0 4°C.

Como siguiente paso se realizd un segundo PCR (PCR2) para
obtener una amplificacion semianidada. 1 L de PCR1 se agreg6 a: 5 pL de
buffer de reaccién 5X, 2 uL de dNTPs mix 2.5mM, 1.25 uL de cada primer
AN88 y AN89 10pmol/uL, 0.25 uL de Go Tag DNA polymerase 2.5 U/uL
(Promega, EE.UU) y 14.25 uL de agua libre de nucleasas para obtener un
volumen final de 25 pL. Seguido de incubacién a 95°C x 5 minutos y 38
ciclos de amplificacion (95°C x 30 segundos, 60°C x 20 segundos, 72°C x 15
segundos), posteriormente se colocé en hielo o 4°C.

Finalmente, se realiz6 la deteccion de amplicones mediante
electroforesis con gel de agarosa 2% y 0.5mg/mL de bromuro de etidio. El
tamano de nuestro producto de PCR fue entre 350 - 400 nucleétidos, ya que
esta puede variar entre los distintos serotipos.
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Tabla 5. Primers utilizados para la tipificacion de EV (Nix et al., 2006)

Primer Secuencia Gen Localizacion*
AN32 GTYTGCCA VP1 3009-3002
AN33 GAYTGCCA VP1 3009-3002
AN34 CCRTCRTA VP1 3111-3104
AN35 RCTYTGCCA VP1 3009-3002

222 CICCIGGIGGIAYRWACAT VP1 2969-2951
224 GCIATGYTIGGIACICAYRT VP3 1977-1996

AN88 TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT VP1 2977-2951

AN89 CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG  VP1 2602-2627

*Con respecto al genoma de Poliovirus 1 cepa Sabin

3.6.6 Secuenciamiento

Para el secuenciamiento, los fragmentos del gen VP1 se amplificaron
y secuenciaron usando el kit de secuenciamiento Big Dye terminator cycle
version 3.1 (Applied Biosystems; EE.UU) en un secuenciador 3130XL DNA
Sequencer (Applied Biosystems; EE.UU). Las secuencias obtenidas se
analizaron usando el programa Sequencher 4.8 (Applied Biosystems;
EE.UU) y BioEdit versién 7.0.0 (Isis Pharmaceuticals Inc.; EE.UU).

3.6.7 Analisis filogenéticos

Se utiliz6 el programa BLAST (www.ncbi.mim.gov/BLAST) para la
identificacion molecular de los serotipos de EV mediante comparacién por
pares (pairwise) de las secuencias del gen VP1 con una base de datos de
todos los serotipos disponibles en GenBank. Las secuencias con al menos
75% de similaridad nucleotidica y una similaridad aminoacidica mayor al
85% del gen VP1 con su cepa representativa son consideradas dentro de un
mismo serotipo (Oberste et al., 1999; Romero JR, 2007). El programa Clustal
W (Max Vector Inc., EE.UU) se utilizé para el alineamiento multiple de
secuencias Yy el arbol filogenético fue inferido usando Kimura 2-parametros y
el algoritmo neighbor-joining con un bootstrap 1000 en el software MEGA
5.0.


http://www.ncbi.mlm.gov/BLAST
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3.6.8 Analisis estadistico

En el estudio epidemiol6gico, los datos obtenidos de los pacientes y
cada uno de los aislamientos fueron introducidos en una base de datos,
utilizando para ello el programa informatico Microsoft Access. Se recogieron
los siguientes datos del paciente: mes de obtencion de muestra, edad, sexo,
diagnostico, serotipo y linea celular del aislamiento. El analisis descriptivo y
comparativo (chi cuadrado) de los datos se realiz6 utilizando el programa
SPSS 17 Software (SPSS, Chicago, EE.UU). En los andlisis comparativos,
un p<0,05 fue considerada estadisticamente significativa con una
probabilidad del 95%.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Datos epidemioldgicos de la poblacion estudiada

Durante enero a diciembre del 2011, se colectaron un total de 424
muestras de hisopado faringeo de igual numero de individuos. La mayor
cantidad de muestras fueron de varones con un radio de 1.14:1. Se observo
un rango de edad de 0 anos a 14 anos 10 meses (media 2 anos 4 meses y
mediana 1 afio 1 mes), donde el 88% de las muestras correspondian a nifos
<5 afos (n=363). Ademas, los meses de marzo a junio presentaron la mayor

cantidad de muestras, coincidiendo con el inicio del ano escolar.

4.1.2 Aislamiento de enterovirus

Del total de muestras analizadas, se logré aislar 47 EV. La mayor
cantidad de aislamientos se presentaron en varones con un radio de 1.17:1.
Se observo que el 87.2% (n=41) de EV aislados correspondian a nifios < 5
afnos con mediana y media de 1 ano y 1 afo 8 meses, respectivamente
(Tabla 6). En todos los meses del afio hubo al menos un aislamiento de EV,

sin embargo, el mes de julio presento6 la mayor frecuencia (n=9)

Ademas, 21 de los 47 aislamientos fueron correctamente tipificadas
mediante inmunofluorescencia empleando los anticuerpos descritos
anteriormente. Las 26 restantes se encontraban dentro de un grupo de 42
muestras seleccionadas para su anadlisis por RT-PCR, estas muestras

presentaron los criterios descritos anteriormente en metodologia.

4.1.3 Tipificacidon de enterovirus

Mediante el uso de inmunofluorescencia y biologia molecular (RT-
PCR), se logr6 determinar el serotipo de 40 aislamientos. Los 7 aislamientos
restantes no pudieron ser tipificados correctamente pues presentaron un
resultado positivo por RT-PCR para la regién 5UTR lo que confirma que
pertenece a los EV, pero negativo para la regién VP1 lo que no permitié su
serotipificacion. Estos aislamientos fueron nombrados como “enterovirus”
(Tabla6y 7).
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Los serotipos de los EV detectados se determinaron mediante un

analisis filogenético de las secuencias del gen VP1 obtenidas después del

secuenciamiento y secuencias de cepas representativas obtenidas de la

base de datos GenBank. El porcentaje bootstrap y la identidad nucleotidica

de las secuencias obtenidas con respecto a la cepa patrén fue mayor a 90%

(Figura 3a y 3b).
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Se obtuvieron 15 serotipos, la especie EVB fue la mas diversa con 9

serotipos, seguida de EVA con 4 serotipos y EVC con 2 serotipos. No se

encontraron virus de la especie EVD. Los serotipos aislados con mayor
frecuencia fueron CVB2, CVA2 y E9 (Tabla 6)

Tabla 6. Distribucion de serotipos por especie y grupo de edad

ESPECIE SEROTIPO

GRUPO DE EDAD

<1 ano

1-5anos 6-10 anos

11-15 afhos

CVA2

Enterovirus CVA5
A CVAG
CVAS8

1

5
2

1

CVA9
cvB2
CVB3
CvB4
E1
E9
E11
E15
E20

Enterovirus
B

—_ =2 N DN 2=

Enterovirus PVv2
C PV3

Enterovirus

#
6
2
1
4
1
8
4
2
2
5
1
1
1
1
1
7

A = | 2

2

TOTAL

47

22

19

CVA: coxsackievirusA, CVB: coxsackievirusB, E: echovirus, PV: poliovirus

4.1.4 Prevalencia de enterovirus en Piura 2011

Al observar la prevalencia obtenida utilizando solo lineas celulares

animales (LLCMK2 y Vero) versus las lineas celulares humanas (RD y

A549), se observo que esta se incrementd mas de 6 veces (1.65% [7/424]

vs. 10.6% [45/424]). Sin embargo, utilizando en conjunto las 4 lineas

celulares se obtuvo una prevalencia total de EV en pacientes con ETI del

11.1%.
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4.1.5 Comparacion de aislamiento en lineas celulares

La linea celular que presentd mayor porcentaje de aislamientos fue
A549 (55.3%), seguida de RD (48.9%), LLCMK2 (14.9%) y Vero (8.5%).
Comparando las dos lineas celulares con mayor cantidad de aislamientos,
A549 y RD, se encontré diferencia significativa entre ambas (p=0.001).
Ademas para fines de analisis se agruparon las lineas celulares LLCMK2 y
Vero (células animales) y A549 y RD (células humanas), siendo mejores
estadisticamente estas Ultimas (p=0.0001). En las células RD el efecto
citopatico para enterovirus se presentd entre 3 - 5 dias (Figura 4 y Figura 5);
mientras que para el caso de células A549 fue de 5 - 7 dias (Figura 6 y

Figura 7).

Por otro lado, se obtuvo una mayor diversidad de serotipos en células
RD (9 serotipos), de los cuales 6 se aislaron uUnicamente en esta linea
celular. Cabe resaltar que todos los serotipos de la especie EVA se aislaron
exclusivamente en células RD (Tabla 7).

Tabla 7. Serotipos aislados por linea celular

LINEA CELULAR
LLCMK2 Vero RD A549

SEROTIPO #

CVA2 6
CVA5 2
CVA6 1
CVAS8 4
CVA9 1
cvB2 8
CVB3 4
CvB4 2
2
5
1
1
1
1
1
7

- B =N O

—

E1

E9

E11
E15
E20
PV2

PV3 1

Enterovirus 1 1 3 8
TOTAL 47 7 4 24 28

CVA: coxsackievirus A, CVB: coxsackievirus B, E: echovirus, PV: poliovirus
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Figura 5: Células RD con efecto citopatico por enterovirus
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Figura 6: Monocapa de células A549 sin infectar

Figura 7: Células A549 con efecto citopatico por enterovirus
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4.2 Discusion
4.2.1 Enterovirus en Peru
El primer punto abordado en mi estudio fue el determinar la

prevalencia de EV asociado a enfermedad tipo influenza en nifios menores
de 15 anos en el distrito de Piura durante el afio 2011. La prevalencia de EV
relacionado a infecciones respiratorias descrita en investigaciones anteriores
en Sudamérica se encuentra entre 0.5 - 2.1% (Arango et al., 2015; Douce et
al., 2011; Huaman et al., 2014; Laguna-Torres et al., 2009; Laguna-Torres et
al., 2010; Portes et al., 1998). Existen pocos estudios realizados en nuestro
pais; de estos antecedentes se pueden rescatar los resultados obtenidos en
Piura durante junio 2006 y mayo 2008, 0.7% (Laguna-Torres et al., 2009) y
durante enero 2005 y diciembre 2010, 1.2% (Huaman et al., 2014).

Cabe resaltar que la mayoria de investigaciones citadas como
referencia emplean cultivo celular para el aislamiento de EV utilizando las

lineas celulares LLCMK2 y Vero E6, empleadas también en mi estudio.

La prevalencia encontrada analizando solo los aislamientos obtenidos
en células LLCMK2 y Vero E6 fue 1.6%, superior a la obtenida en
investigaciones anteriores (Huaman et al., 2014; Laguna-Torres et al., 2009).
El analisis de muestras de solo un afo en mi estudio, se presentaria como
una posible explicacion para el aumento de la prevalencia puesto que los
estudios citados anteriormente analizan muestras de un intervalo mas amplio
de tiempo. Sin embargo esta prevalencia sufre un incremento sustancial
cuando se analiza en conjunto los aislamientos obtenidos con las 4 lineas

utilizadas, resultando en una prevalencia total del 11.1%.

La infeccién por EV es un cuadro principalmente infantil, como se
puede deducir de los grupos de edad analizados en este estudio. Estas
infecciones se concentran en los primeros afnos de vida, con un 46.8% en
menores de 1 ano y 87.2% en menores de 5 anos. Este es un hallazgo
comentado repetidamente por otros autores que han observado que la
mayor frecuencia de infeccion por EV se da en nifios menores de 5 afnos de
edad (Baek et al., 2011; Garcia et al., 2013; Huaman et al., 2014; Romero
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JR, 2007; Tapparel, Siegrist, Petty, & Kaiser, 2013; Zhao, Jiang, Jiang, Chen,
& Perlin, 2005), llegando a comunicar cifras en torno al 40% en menores de
1 ano (CDC, 2002) y 91% en menores de 14 anos (Druyts-Voets, 1997).
Cuando se producen brotes epidémicos por EV no-polio en la poblacién
general, los neonatos se encuentran especialmente en riesgo. Los datos
epidemiologicos por ello, presentan importancia para tratar de minimizar el
riesgo de infecciones neonatales, siguiendo los consejos en cuanto a
medidas preventivas frente a la infeccion enteroviral en el parto. Estas
medidas inciden en la importancia de conocer un posible estado infeccioso
de la madre, asi como la amplificacidn de medidas higiénicas béasicas por
parte del personal sanitario (Magnius, Sterner, & Enocksson, 1990).

Al estudiar las especies de EV aislados destacan EVB con el 62.5%,
seguido de EVA con el 32.5%. En el primer grupo destacan CVB2 y E9,
mientras que en el segundo destacan CVA2 y CVAS8. Esta distribucién de
especies difiere a las observadas en otros estudios realizados en Francia,
Taiwan y Perd (Huaman et al., 2014; Jacques et al., 2008; Lo et al., 2010),
en todos ellos la especie EVB presenta entre 89 y 94% de EV aislados. Esta
diferencia podria radicar en el aumento de aislamientos de coxsackievirus A
en mi estudio por el uso de células RD, puesto que este grupo de EV

presenta mayor afinidad por esta linea celular (Romero JR, 2007).

El aislamiento de virus de la especie EVA en mi estudio, es de gran
importancia puesto que esta especie esta relacionada a infecciones del
sistema nervioso central (Modlin J, 2010; Romero JR, 2007; Tapparel et al.,
2013) y presenta un antecedente y referencia para préximos estudios con
muestras de este tipo de infecciones. De todas formas, la realizacién del
diagnéstico en cultivo celular (donde crecen mal o no lo hacen muchos
agentes de esta especie) hace que los resultados obtenidos puedan diferir
respecto a datos de otros paises, donde se inoculaban ratones para cultivar
EV. En este sentido, la aplicacion de técnicas de biologia molecular para el
diagnostico o el empleo de lineas celulares con mayor afinidad permitiria
localizar infecciones asociadas a esos serotipos de dificil crecimiento en

cultivo celular (Chambon et al., 2001).
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Ademas de los 15 diferentes serotipos encontrados, observamos que
7 cepas no pudieron ser tipificadas con la metodologia expuesta
anteriormente. Este hecho podria deberse a la existencia de fenémenos de
recombinacién que pueden alterar el genoma viral (Lukashev et al., 2005) o
la utilizacion de primers incapaces de unirse al genoma de todos los EV.
Este puede ser un hecho importante, ya que la region utilizada para
secuenciar y determinar el serotipo es una porcion de VP1, que codifica una
proteina expuesta al ambiente y que muestra cambios en su estructura con
el paso del tiempo. Los cebadores que utilizamos estan degenerados para
unirse al maximo numero de serotipos posibles, lo que puede perjudicar a la
sensibilidad de la técnica, ya que se pueden amplificar productos
inespecificos que camuflen el producto viral. Para evitar esto, podriamos
utilizar protocolos capaces de amplificar individualmente grupos de EV y/o
primers con menos contenido de inosina (Oberste et al., 2006).

Otra posibilidad es que algunas de estas cepas correspondan a
picornavirus con caracteristicas clinicas y de crecimiento en cultivo celular
similar a EV, como los parechovirus, que en la actualidad solo podrian ser
caracterizados mediante técnicas de biologia molecular (Nix, Maher,
Pallansch, & Oberste, 2010). Estos agentes, podrian ser clasificados como
EV, pero luego no podrian ser clasificados dentro de algun serotipo
conocido. Algunos autores han reportado una alta frecuencia de estos virus,
por ejemplo en Holanda un 12% de supuestos EV aislados por cultivo celular
fueron posteriormente caracterizados como parechovirus (Benschop et al.,
2006) y en Japdn la seroprevalencia en nifios es del 15% y a los 30 afos
llega al 80% (lto, Yamashita, Tsuzuki, Takeda, & Sakae, 2004).

4.2.2 Comparacion de lineas celulares

Para comparar la susceptibilidad de las lineas celulares utilizadas en
nuestro estudio, se realizd aislamiento por cultivo celular de las 424
muestras incluidas. Los 47 enterovirus detectados crecieron en alguna de las

lineas celulares luego de 10 dias pos-inoculacion.
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Los resultados indican que RD y A549 son las lineas celulares mas
adecuadas para el cultivo de EV como han comentado algunos estudios
realizados con estas y otras lineas celulares donde ambas mostraban una
gran actividad (Mizuta et al., 2008; Romero JR, 2007; She et al., 2006;
Terletskaia-Ladwig et al., 2008). La adicion de las lineas celulares humanas
RD y A549 incrementa 6.7 veces nuestra capacidad de deteccién de EV.
Ademas el uso de estas dos lineas celulares permiti6 obtener una mayor
diversidad de serotipos aumentando de 4 con las lineas celulares animales a
14 con RD y A549. Ademas, los 5 serotipos del grupo coxsackievirus Ay
echovirus 15 se replicaron unicamente en las células RD.

En la literatura encontramos datos referentes a la multiplicacién de
otros serotipos no incluidos en nuestros resultados. De esta manera, E3, E6,
E7, E11, E13, E17, E18, E20, E30, CVB1 — B5, PV 1-3, CVA16 son capaces
de infectar células A549 (Prim et al., 2013; She et al., 2006; Tsao et al.,
2010) y RD es capaz de soportar, segun diferentes estudios, el crecimiento
de E3, E7, E12, E15-16, E19, E26-29, E31-32, CVA2, CVA4, CVA5-10,
CVA12, CVA14, CVA16, CVA20-21, CVB3, PV1-2(Mizuta et al., 2008;
Mizuta, Abiko, Goto, Murata, &Murayama, 2003; Prim et al.,, 2013;
Terletskaia-Ladwig et al., 2008; Tsao et al., 2010). Por consiguiente,
podemos encontrar alternativas a las clasicas células primarias de riion de

mono o a los animales de experimentacion.

Numerosos estudios han resaltado la importancia de combinar
diferentes lineas celulares para permitir el crecimiento de los diferentes EV,
algunos de estos estudios solian incluir lineas celulares, tales como PMK.
BGM, Vero, RD, MRC-5, Hep-2 o A549 (Mizuta et al., 2003; Mizuta et al.,
2008; Prim et al., 2013; She et al., 2006; Tsao et al., 2010). Luego de realizar
el andlisis se observo que incluir las lineas celulares RD y A549, permite el
aislamiento de un mayor numero de EV sobreestimados por el uso de las
lineas celulares de rifién de mono LLCMK2 y Vero E6, estas ultimas usadas
rutinariamente en estudios de virus respiratorios en diferentes partes del
mundo. De este modo, podemos obtener resultados mas cercanos a la
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realidad con respecto al rol de EV asociados a infecciones respiratorias en

nuestro pais.

La inmunofluorescencia se viene utilizando como principal
herramienta para confirmar o descartar el crecimiento de EV en cultivo
celular (Bastis, Simonet, Patterson, & Neill, 1995). Su utilizacién permite
detectar muchos casos positivos en el cual el efecto citopatico es nulo o
escaso. Sin embargo, esta técnica depende de la complementariedad de los
anticuerpos monoclonales utilizados con los viriones, esta sujeta a la
experticia del observador y requiere una cantidad adecuada en el medio para
ser visualizada. La complementacion con técnicas de biologia molecular
como se empleé en nuestro estudio optimiza la detecciéon y subsiguiente

caracterizacion de los EV presentes en las muestras analizadas.
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CONCLUSIONES

1. Se encontré una prevalencia de 11.1% de infeccidn por enterovirus en

ninos menores de 15 anos en Piura, durante el afio 2011.

2. Se detectaron 15 serotipos diferentes de enterovirus asociados a
infeccion en mi estudio. Los serotipos CVA2, E1, E11, E15 y E20 son

descritos primera vez en nuestro pais.

3. La adicion de células RD y A549 a las usadas rutinariamente en el
diagndstico de virus respiratorios permiten detectar en cultivo una
mayor cantidad y diversidad de enterovirus.

4. La infeccidén de enterovirus en casos de enfermedad tipo influenza se

produce principalmente en pacientes menores de 1 afo (45.8%).
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