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Resumen

El virus sincicial respiratorio humano (HRSV) es la principal causa de infec-
cion respiratoria aguda baja (IRAB) grave en nifios pequefios, no existiendo
una vacuna eficaz para prevenirlo. Se analizaron muestras de aspirados na-
sofaringeos de pacientes hospitalizados por IRAB en un periodo de seis afios
(1999-2004). Por RT-PCR se subtipificaron 353 muestras positivas para
HRSV por inmunofluorescencia directa. Entre éstas, 65,7% pertenecieron
al subtipo Ay 34,3% al subtipo B. Por amplificacién, RFLP y secuenciacion
del gen de la glucoproteina G, principal antigeno neutralizante, se estudia-
ron las relaciones filogenéticas. Para el subtipo A, se encontraron dos patro-
nes de restriccion principales (PA1 y PA2) y dos genotipos, GA2 y GA5, que
cocircularon durante el periodo analizado. El analisis filodindmico determiné
alternancia en la circulacién de clados genéticos en el tiempo entre Argentina
y otros paises, mientras que otros cocircularon globalmente. El anélisis del
subtipo B, permitié describir un evento genético inusual, la duplicacién de un
segmento de 60 nucleétidos. Filodinamicamente se demostrd que estos virus,
denominados BA, circularon en Argentina durante todo el periodo analizado,
asociandose con cepas del resto del mundo y mostrando un ancestro en comin
que probablemente se haya generado en Argentina entre 1997 y 1999. Este
trabajo contribuye a un mejor conocimiento evolutivo del virus, dandole un rol
fundamental al laboratorio de virologia en la vigilancia molecular activa.

Palabras clave: virus sincicial respiratorio humano * Argentina * estaciona-
lidad * epidemiologia molecular * filodinamica * duplicacion de 60 nucleé-
tidos

Summary

Human respiratory syncytial virus (HRSV) is the leading cause of acute lower
respiratory tract infections (ALRI) in children. Despite considerable efforts
there is as yet no satisfactory vaccine available. In this work, nasopharyngeal
aspirates taken from hospitalized children with ALRI were analyzed over six
consecutive epidemic seasons (1999-2004). By RT-PCR, 353 positive sam-
ples for HRSV by direct immunofluorescence were subtypified. Among them,
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65.7% belonged to subtype A and 34.3% to subtype B. Therefore, a phylogenetic analysis
was performed using RFLP and sequence analysis of the G-glycoprotein gene, the main neu-
tralizing antigen. The results for A subtype, showed that there were two main restriction pat-
terns (PA1 and PA2) and two genotypes (GA2 and GA5) cocirculating during the period studied.
The phylodinamic analysis showed that there were some genetic clades which along this pe-
riod of time alternated their circulation between Argentina and other countries and that other
clades cocirculated worldwide. The subtype B analysis enabled the description of an unusual
genetic event such us a 60 nucleotide duplication. The phylodinamic analysis showed that all
of these viruses, designated BA, circulated in our country during the period studied and were
associated with strains reported wordlwide, showing a common ancestor which had probably
been generated in a single genetic event between 1997 and 1999 in Argentina. This work con-
tributes to a better understandig of this virus evolution, giving a fundamental role to the virol-
ogy laboratory in the active molecular surveillance.

Keywords: human respiratory syncytial virus * Argentina * seasonality * molecular epi-
demiology * phylodinamic * sixty nucleotide duplication

1. Introduccidn

1.1. ENFERMEDADES RESPIRATORIAS AGUDAS
BAJAS PRODUCIDAS POR VIRUS EN PACIENTES
PEDIATRICOS. EPIDEMIOLOGIA GENERAL EN EL
MUNDO Y EN LA ARGENTINA

Las enfermedades infecciosas persisten como una de
las mayores causas de morbilidad y mortalidad en los pa-
ises en vias de desarrollo. Entre éstas, las infecciones res-
piratorias presentan la tasa de mortalidad mas alta en ni-
nos menores de cinco anos, la cual disminuye con el
aumento de la edad de los mismos. Aunque nuevos
agentes infecciosos han sido identificados, los virus ca-
racterizados durante las pasadas décadas contindan
siendo los principales responsables de este problema de
la salud publica. Aproximadamente 200 serotipos virales
han sido asociados con enfermedades respiratorias hu-
manas, siendo los mas frecuentes el virus sincicial respi-
ratorio humano (HRSV), virus de influenza Ay B (FIuA
y FluB, respectivamente), adenovirus humano (HAdV),
y virus de parainfluenza humanos tipos 1, 2y 3 (HPIV1,
HPIV2 y HPIV3 respectivamente), hallados principal-
mente en recién nacidos y ninos menores de cinco anos
(1)(2). A partir del ano 2000, la descripcion y/o surgi-
miento de nuevos virus asociados con procesos respira-
torios, entre ellos metaneumovirus humanos (HMPV),
nuevos coronavirus SARS-CoV, NL63 y HKU1, influenza
H5N1 (Flu H5N1), bocavirus humanos (HBoV), rinovi-
rus (RV) y enterovirus humanos (HEV) han presentado
un nuevo desafio para los laboratorios de virologia. Sin
embargo, la real contribucién de algunos de estos agen-
tes en los procesos respiratorios observados en los pa-
cientes pedidtricos continta en estudio. Por otro lado, en
abril del ano 2009 se detect6é en Estados Unidos un
nuevo virus de influenza A (HIN1) de origen porcino en
dos pacientes no relacionados epidemiolégicamente. La
misma cepa viral fue identificada en pacientes en Méjico,
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Canadd y posteriormente en el resto del mundo. Como
consecuencia, la Organizacién Mundial de la Salud lanz6
un alerta mundial debido a que se estaba en presencia
de una nueva pandemia de influenza. Este nuevo virus
fue identificado como el causante de un brote de una in-
feccion respiratoria que oscilaba entre un cuadro febril
leve autolimitado hasta uno severo que llevaba a la
muerte. A través del estudio de su genoma, se determiné
que habia sido generado por reasociacion de segmentos
de virus de influenza humanos, porcinos y aviares. A
este virus se lo denominé inicialmente influenza porcino
(del inglés swine influenza, swklu), pero actualmente se lo
ha nombrado Influenza pandémico HINI1 (del inglés
pandemic influenza, pdmFlu) (3). A partir de su aparicion,
este virus debe tenerse en cuenta en los diagnosticos de
rutina de las infecciones respiratorias de etiologia des-
conocida, a pesar de que alin no esta determinada su im-
portancia epidemiolégica en sucesivos brotes (4).
Aunque la mayoria de las infecciones respiratorias
comprometen el tracto respiratorio alto, las infeccio-
nes respiratorias agudas bajas (IRAB) predisponen al
desarrollo futuro de enfermedades cronicas y severas,
incrementando el riesgo de mortalidad en casi 70 ve-
ces en los paises en vias de desarrollo como la Argen-
tina (5). Entre los sindromes clinicos mas frecuente-
mente asociados con IRAB se encuentran la bronquiolitis,
la neumonia, la neumonitis y el sindrome coqueluchoide
(6). Entre éstas la bronquiolitis es la IRAB mas frecuen-
temente causada por virus respiratorios en los lactantes.
En cuanto a la etiologia viral de las IRAB en pacien-
tes pediatricos menores de 5 anos, se han realizado nu-
merosos estudios y todos coinciden con que el HRSV es
el agente mas frecuente, siendo el mayor responsable de
las hospitalizaciones en el periodo invernal. Con res-
pecto a las frecuencias y prevalencias de los restantes vi-
rus generalmente analizados no hay un patréon consenso;
en los ultimos anos numerosos estudios han informado
que el rinovirus es la segunda etiologia viral mas fre-
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cuente seguida por HAdV, FluA y HPIV o que HPIV
predomina por sobre FluA y HAAV (1) (2) (6) (7). A par-
tir del ano 2001 se ha descrito un nuevo agente viral pro-
ductor de IRAB, llamado HMPYV, con valores de fre-
cuencias que oscilan entre el 1,5-5% hasta inclusive el
13% de las IRAB, dependiendo de la técnica utilizada
para su determinacion (8-10).

Los patrones de incidencia estacionales son una ca-
racteristica distintiva de los virus respiratorios. Histori-
camente, las bajas temperaturas han estado ligadas a
eventos de la salud, y los aumentos de infecciones res-
piratorias durante el invierno han demostrado tener in-
cidencia en el aumento de la mortalidad global (11). Las
variaciones geograficas relacionadas con la temperatura,
estacion lluviosa, y humedad relativa han sido identifi-
cadas en estudios epidemiolégicos realizados en todo el
mundo. En paises con climas templados, como la Ar-
gentina, la prevalencia de infecciones respiratorias au-
menta durante los meses mas frios y hiumedos. Por ejem-
plo, los virus sincicial respiratorio e influenza estan
normalmente limitados al invierno, mientras que la in-
cidencia de rinovirus y adenovirus se mantiene a lo largo
de todo el ano con incrementos periodicos en su fre-
cuencia (12). Por otro lado, en los paises tropicales el au-
mento se relaciona con la estacion lluviosa del ano (13).

1.2. IRAB POR HRSV: EPIDEMIOLOGIA DEL HRSV
EN EL MUNDO Y EN LA ARGENTINA

En las ultimas décadas, luego de numerosos estudios,
ha quedado claro que el HRSV ademas de ser la princi-
pal etiologia viral de IRAB en lactantes y ninos pequenos,
es también un importante patégeno en otros grupos
etareos como los ancianos. Por otro lado, los recién na-
cidos muy prematuros, lactantes y ninos pequenos con
enfermedad pulmonar cronica, cardiopatias, inmuno-
deficiencias o inmunosupresion son los huéspedes que
sufren mayor riesgo de adquirir infecciones graves pro-
ducidas por este virus y con una alta mortalidad. Por lo
tanto, en las poblaciones susceptibles el HRSV es la prin-
cipal causa de bronquiolitis y una de las principales cau-
sas de neumonia durante el primer ano de vida, produ-
ciendo entre un 23-40% de todas las IRAB.

Es importante mencionar que a pesar de que hay po-
blaciones de riesgo para adquirir IRAB grave causada por
HRSV, aproximadamente tres cuartas partes de las hos-
pitalizaciones ocurren en lactantes y ninos previamente sa-
nos (14). La infeccion y reinfeccion con HRSV son fre-
cuentes durante el primer ano de vida. La bronquiolitis y
la neumonia producidas por HRSV se producen mas fre-
cuentemente entre las 6 semanas y los 9 meses de vida'y
el pico de incidencia de la IRAB ocurre entre los 2 y los 7
meses (15), correspondiéndose con la disminucién del ti-
tulo de anticuerpos maternos. Estudios de relevamiento
serolégico han demostrado que aproximadamente la mi-
tad de los lactantes que estan en riesgo durante una epi-

demia de HRSV se infectan con el virus. En un estudio
prospectivo, el 69% de los ninos adquiri6 la infeccién du-
rante su primer ano de vida, el 83% fue reinfectado du-
rante su segundo anoy el 46% se reinfectaron durante su
tercer ano. A la edad de 24 meses todos los ninos tuvieron
al menos una infeccién por HRSV'y la mitad experiment6
dos. El riesgo de reinfeccién disminuyé al 33,3% a la
edad de 48 meses (16). La reinfeccion en los adultos tam-
bién es comun, particularmente bajo condiciones en las
cuales la exposicion al virus es elevada, y es probable que
HRSV contribuya considerablemente a las enfermedades
del tracto respiratorio en este grupo etdreo (17). La rein-
feccion en todas las edades es normalmente asintomatica.

La forma de contagio de HRSV es mediante el con-
tacto con secreciones respiratorias. El principal modo de
diseminacion es a partir de las grandes gotas de secre-
ciones respiratorias o a través de la contaminacién por fo-
mites, mas que por el contacto de pequenas particulas ae-
rosolizadas (18). Se requiere contacto cercano con un
individuo infectado o la auto inoculacion de las mucosas
conjuntival y/o nasal con los dedos contaminados por el
contacto con fomites infectados (19). Varios estudios
han demostrado que el personal de los hospitales pedia-
tricos tiene una tasa de infeccion del 25 al 50% durante
un brote de HRSV. Esta poblacién tendria un rol impor-
tante en la propagacion de la infeccion por HRSV en los
hospitales (20) (21), mientras que en las familias el virus
se introduce primariamente por los ninos pequenos en
edad escolar, diseminandose luego con alta frecuencia a
los hermanos mayores y adultos. En un estudio prospec-
tivo, aproximadamente el 40% de todos los miembros de
una familia mayores de un ano se habian infectado luego
de la introduccién de HRSV (22).

No hay datos fidedignos en cuanto a la tasa de morta-
lidad general por HRSV, pero datos de vigilancia epide-
miologica realizada a mediados de los setenta estimaron
que la tasa de mortalidad estaba entre 0,5-2,5% de los ni-
nos hospitalizados con infeccién por HRSV (23). Con el
advenimiento de unidades de terapia intensiva pediatricas
mas modernas y efectivas, se ha disminuido ese porcentaje
2 0,3-1,0% de los ninos hospitalizados (24). En Argentina
en el ano 2003, el 10% de las muertes en ninos menores de
cinco anos se debieron a afecciones respiratorias (25). De
todas maneras, en la Argentina no hay datos que permitan
desglosar la tasa de mortalidad en estos pacientes debidas
ainfeccion por HRSV. La tasa de mortalidad asciende a va-
lores mayores en ninos y adultos con inmunodeficiencias
o inmunosupresiones, con valores de aproximadamente
del 20-67%. Los pacientes transplantados de médula 6sea
estan entre los inmunocomprometidos mds severos y tie-
nen el mayor riesgo de enfermedad fatal (26) (27).

En la dltima década se ha incrementado la importan-
cia del HRSV como agente etiol6gico de IRAB grave en los
ancianos, siendo un patégeno importante asociado a hos-
pitalizaciones, principalmente por neumonia, que puede
llevar a la muerte a personas mayores de 65 anos (28).
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El HRSV tiene una distribucion mundial y en todos
los paises en los que ha sido estudiado se lo ha encon-
trado como el principal patégeno respiratorio viral en la
poblacion pediatrica. Su incidencia tiene una clara es-
tacionalidad tanto en paises con climas templados como

tropicales (29) (30).

1.3. ASPECTOS CLINICOS DE LA INFECCION POR
HRSV EN PEDIATRIA

El periodo de incubacién de la enfermedad produ-
cida por HRSV estd estimado en 5 dias (31). En el infante
normal que toma contacto por primera vez con el virus
a la edad de 6 semanas a 9 meses, el HRSV normal-
mente causa sintomas respiratorios altos. En el 25 al
40% de los casos, la infeccién progresa hacia el tracto res-
piratorio inferior, donde la bronquiolitis y la neumonia
son las manifestaciones primarias. La infeccion asinto-
matica en este grupo etareo es probablemente poco co-
mun. Se produce otitis media aguda en la tercera parte
de los ninos con enfermedad por HRSV. En aquellos lac-
tantes en los cuales se producen sintomas respiratorios
bajos, hay un periodo prodrémico con rinorrea a veces
acompanada de disminucion del apetito. Puede aparecer
tos entre el lery 3er dia. En ese momento, también pue-
den presentarse estornudos y fiebre. Aparece la tos, el
nino comienza a sibilar, si la enfermedad es leve los sin-
tomas no sobrepasaran este estado y en la mayoria de los
casos la recuperacién se produce entre 7'y 12 dias.

Aproximadamente entre el 1 el 2% de todos los lac-
tantes que tienen bronquiolitis requieren hospitaliza-
cidn, y entre éstos el 2 al 5% necesitan ventilacién me-
canica. En los casos mas severos, la tos y las sibilancias
progresan y el nino se vuelve disneico. Se observa hipe-
rexpansion del torax y retracciones intercostales y sub-
costales. Se produce taquipnea, aun en ausencia de cia-
nosis evidente, se incrementa la hipoxia y se produce falla
respiratoria aguda, requiriendo ventilacion mecanica.
Este tipo de infecciones severas son mds comunes en pa-
cientes menores de nueve meses y en los lactantes con en-
fermedades de base respiratoria o cardiopatias, en estos
ultimos la progresion de los sintomas es mas rapida (32).

Ha sido extensamente propuesta la existencia de una
asociacion entre la infeccion severa producida por HRSV
en los primeros seis meses de vida y la hiperreactividad
bronquial con episodios de sibilancias, la cual se perde-
ria a los 11-13 anos (33) (34). No obstante, la pregunta
fundamental entre causa versus asociacion continua sin
resolverse (35-37).

1.4. PATOGENESIS DE LA BRONQUIOLITIS
PRODUCIDA POR RSV

En el comienzo de la enfermedad el HRSV replica en
la nasofaringe, aumentando su titulo a niveles tan altos
como 10° TCID50/mL (del inglés Tissue Culture Infectious
Doses, per mL) en las secreciones nasales de los lactantes

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (1): 3-45

(38). El mecanismo de progresion hacia el tracto respi-
ratorio inferior puede involucrar la aspiracion de las se-
creciones respiratorias altas que contienen virus, la dis-
persion de los mismos entre los pequenos espacios
intercelulares a través del fluido extracelular o via la
capa de mucus que hay en la superficie del epitelio res-
piratorio.

El HRSV tiene un efecto citopatico directo sobre las
c€lulas del epitelio pulmonar, llevando a la pérdida de las
funciones de estas c€lulas especializadas tales como el
movimiento ciliar y a veces la destruccién misma del epi-
telio (39). Asimismo, se forma un infiltrado peribron-
quiolar de células mononucleares que se acompana de
edema submucoso y secreciéon de moco. Esta inflamacion
lleva a la obstruccion bronquiolar con atelectasia irregu-
lary areas de enfisema compensatorio (40). No se ha ob-
servado formacion de sincicios in vivo. En cultivos de cé-
lulas epiteliales polarizadas humanas, el HRSV infecta la
superficie apical de las células columnares ciliadas, y es
excretado exclusivamente de la superficie apical de las
mismas, propagandose a las células vecinas por el movi-
miento ciliar (41). Es importante aclarar sobre este punto
que todas estas descripciones provienen del estudio de
una pequena minoria de los ninos, aquellos que des-
arrollan una infeccion severay en los cuales se pudieron
realizar estudios histopatolégicos. Por lo tanto, la pato-
génesis descrita puede ser diferente en aquellos que no
requieren ventilacion y sobre todo de los ninos no inter-
nados que desarrollan sintomas respiratorios leves y que
constituyen la mayoria de los infectados por HRSV.

1.5. INMUNIDAD FRENTE A HRSV

La respuesta inmune celular desarrollada frente al
HRSV es esencial para limitar la replicacion del virus vy,
en consecuencia, contribuir a la resolucién del proceso
infeccioso. De forma paradéjica, ciertos elementos de la
respuesta inmune parecen estar relacionados con la fi-
siopatologia de las infecciones de las vias inferiores vy,
ademas, podrian tener relacion con episodios subse-
cuentes de broncoconstriccién en ninos que padecen
bronquiolitis. Dado que practicamente todos los lactan-
tes presentan infeccion por HRSV en los primeros me-
ses de vida, pero no todos desarrollan bronquiolitis y la
gravedad de ésta es variable, se ha sugerido que la res-
puesta inmune del paciente probablemente contribuya
a las diversas manifestaciones de las infecciones causadas
por este virus (42). La respuesta inflamatoria a la infec-
cion por HRSV se inicia probablemente en las células del
epitelio respiratorio. Estas células producen una serie de
citoquinas y quimioquinas en respuesta a las infecciones
virales. Los pacientes con bronquiolitis por HRSV pro-
ducen interleuquina 1, factor de necrosis tumoral o, in-
terleuquina 6, interleuquina 8, proteina inflamatoria de
macroéfagos 1 o0y la proteina RANTES en las vias aéreas
(43). En respuesta a las citoquinas, se produce una in-
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filtracion de células inflamatorias, predominantemente
neutrofilos. Los macréfagos también participan en la res-
puesta inmune inicial, aunque su cantidad en las secre-
ciones respiratorias suele ser menor que la de neutrofi-
los. Por otro lado, también se produce atracciéon de
eosinofilos, basofilos y linfocitos B hacia las vias respira-
torias. Estos liberan una serie de mediadores, tales como
histamina, leucotrienos e inmunogloblulina E, que se re-
lacionan con el desarrollo de broncoconstriccion e hi-
perreactividad bronquial. Una vez iniciada la respuesta
inmune, los linfocitos T cooperadores (del inglés T hel-
per, Th) son activados generando una respuesta adapta-
tiva de tipo Th1 o Th2. La produccién temprana de in-
terferén y (INF-y) es la clave para que se presente una
respuesta predominante Thl, mientras que una baja
produccién de INF-y se asocia con una respuesta Th2
predominante con eosinofilia pulmonar persistente
(43). Legg et al. estudiaron el perfil de activacion de ci-
toquinas en pacientes con primoinfeccion por HRSV'y
compararon los niveles de las mismas entre sujetos con
bronquiolitis y con infeccion respiratoria alta (IRAA). Es-
tos autores encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos y senalaron mayor activaciéon de citoqui-
nas de tipo Th2 que de las relacionadas con respuesta
Thl en los pacientes que presentaron bronquiolitis,
comparados con aquellos que sélo presentaron IRAA. Es-
tos hallazgos sugieren que las manifestaciones clinicas de
la infecciéon por HRSV (bronquiolitis contra afeccion li-
mitada a las vias aéreas superiores) se relacionan con el
balance entre estas citoquinas (44). Se desconoce si la
tendencia al predominio de una respuesta sobre la otra
es inducida por el HRSV, o se debe a una tendencia ge-
néticamente determinada en ciertos sujetos. En rela-
cioén con este ultimo punto, se ha mostrado que sujetos
con algunas variantes del receptor de citoquinas CCR5
podrian tener una mayor susceptibilidad a las infeccio-
nes por HRSV (45). Otros autores han encontrado que
la presencia de ciertos polimorfismos de nucleétidos
simples en el TLR4 se asocia significativamente con un
mayor riesgo de desarrollar una infeccion severa por
HRSV (46).

La respuesta inmune humoral juega un papel im-
portante, aunque no definitivo, en la protecciéon contra
infecciones por HRSV. Los niveles elevados de anticuer-
pos maternos contra HRSV transferidos prenatalmente
tienen relacién con cierta proteccion contra infecciones
causadas por este virus en las primeras 5 a 6 semanas de
vida, cuando el titulo de los mismos es maximo. Sin em-
bargo, pasado este periodo tendrian un efecto negativo,
ya que se ha propuesto que interfieren en el desarrollo
de una adecuada respuesta de anticuerpos por parte
del sistema inmune inmaduro de estos lactantes (47).

Numerosos estudios han demostrado que las gluco-
proteinas de superficie F y G son las principales protei-
nas virales que desencadenan una respuesta de anti-
cuerpos neutralizantes de larga duracion anti-RSV, y que

estos ultimos son principalmente del tipo IgA (47). Mas
aun, se ha visto que el sistema inmune de los lactantes de
1 a 2 meses de edad reconoce a la glucoproteina G
como el antigeno principal y es a ésta a la que esta diri-
gida la respuesta inmune protectiva mas que a la gluco-
proteina F en este grupo etareo (48).

La apariciéon de inmunoglobulina secretoria del tipo
IgA anti-RSV en secreciones nasales de lactantes esta
asociada a la disminucién de la propagacién del virus,
mostrando el rol importante de la respuesta inmune lo-
cal frente a la infecciéon por HRSV (43). También la in-
munidad sérica contribuye en la proteccion contra la
reinfeccion ya que se ha visto que los anticuerpos neu-
tralizantes séricos anti-RSV persisten por mas tiempo
que las inmunoglobulinas secretorias del tipo IgA.

1.6. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE IRAB
PRODUCIDA POR HRSV

El diagnéstico diferencial de una IRAB causada por
HRSV en lactantes y ninos pequenos debe tomar en
cuenta los virus de mayor impacto en esta poblacion.
Como se menciond anteriormente estos virus son los
HPIV1-3, particularmente el virus de HPIV3, HAdV y Flu
A'y B. Las mejores muestras para realizar el diagnostico
directo son las secreciones nasofaringeas obtenidas por
aspiracion, o los lavados o hisopados nasofaringeos. En
la actualidad existen una variedad de métodos de labo-
ratorio disponibles para diagnosticar la infeccién por
HRSV en ninos y adultos. En general, los ninos tienen en
sus secreciones titulos de HRSV mayores que los adultos,
y en particular mayor que los inmunocomprometidos y
los ancianos. Los cuatro métodos principales para el
diagnostico del HRSV son, i) deteccion de antigenos vi-
rales con anticuerpos monoclonales por inmunofluo-
rescencia directa (IFD), indirecta (IFI) o enzimoinmu-
noensayo (ELISA), ii) cultivo viral en lineas celulares
continuas, iii) deteccién de ARN viral por trascripcion re-
versa seguida de una reaccion en cadena de la polime-
rasa (RT-PCR) y iv) serologia (49).

El método mas frecuentemente usado para el diag-
nostico en lactantes es la IFI, debido a que su facilidad
de uso y rapidez permiten dar un diagnoéstico de HRSV
rapido y consecuentemente esto permite tomar las me-
didas de aislamiento de los pacientes a tiempo para evi-
tar la transmision del virus. Aunque este método re-
quiere de personal entrenado para la lectura de los
resultados al microscopio de fluorescencia, una vez ad-
quirida la experiencia necesaria constituye una técnica
con una alta sensibilidad y especificidad (93-98% y 92-
97%, respectivamente) para el caso del HRSV. No obs-
tante, la sensibilidad y especificidad varian de acuerdo al
anticuerpo, al virus, la cepa a ser detectada, al titulo vi-
ral en el momento de toma de la muestray a la adecuada
obtencién de la misma. El aislamiento viral en cultivo si-
gue siendo considerado la “técnica de oro” para el diag-
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nostico, pero es muy laborioso, requiere tiempo y puede
ser problematico ya que el virus es muy labil a los pro-
cesos de congelamiento-descongelamiento a los que
pueden ser sometidas las muestras clinicas. El efecto ci-
topdtico caracteristico del HRSV aparece de 3 a 7 dias
luego de la inoculacién en las lineas celulares y a veces
mas, pero la deteccion puede acelerarse con el uso de la
técnica de cultivo rapido en “shell-vials” (49).

La RT-PCR es muy util y ha demostrado ser una he-
rramienta diagndstica muy sensible tanto en los lactan-
tes como en los adultos. Ademas, esta técnica permite la
realizacion de ensayos multiples utilizando el formato de
RT-PCR multiple (RT-PCR multiplex), en el cual se pue-
den detectar varios virus simultaneamente. En los ulti-
mos anos los métodos de deteccion de este tipo de en-
sayos moleculares han evolucionado mucho, utilizando
tanto la simple observacion bajo luz UV de los fragmen-
tos amplificados en geles de agarosa tenidos con bro-
muro de etidio, como novedosas formas de deteccion.
Ejemplos de éstas son la hibridizacién enzimatica, la de-
teccion en tiempo real utilizando sondas marcadas con
distintos fluorocromos o colorantes intercalantes (real
time RT-PCR), deteccién en formatos de microarreglos,
etc. A pesar de que estos ensayos son rapidos (3-4 horas)
y muy sensibles, requieren costosos equipos que no estan
disponibles en todos los laboratorios de virologia (49).

La serologia puede ser tutil para estudios retrospecti-
vos de la infeccién en ninos mayores y adultos. Un au-
mento en el titulo de anticuerpos en suero o saliva, me-
didos por neutralizaciéon o por ELISA, es un buen
indicador de reinfeccion (49). Es menos ttil para la in-
vestigacion de la infeccion primaria en lactantes peque-
nos ya que el 10-30% de los pacientes con infeccién res-
piratoria documentada, son serolégicamente negativos
al momento de presentar los sintomas (50). La deteccion
de IgM anti HRSV puede ser utilizada para el diagnoéstico
en adultos (51).

1.7. TRATAMIENTO

El tratamiento de la IRAB producida por HRSV es
principalmente de soporte incluyendo remocién meca-
nica de las secreciones respiratorias, administracion de
oxigeno humidificado, broncodilatadores y en los casos
mas severos asistencia respiratoria mecanica. Los cortico-
esteroides son comunmente usados como terapia antiin-
flamatoria, aunque también es discutida su utilidad (52).

Actualmente, la iinica terapia antiviral disponible es la
ribavirina (analogo sintético de guanosina). Este agente
antiviral de amplio espectro ha sido aprobado para el uso
en lactantes hospitalizados, a los que se les administra en
forma aerosolizada. Su uso se ha asociado con un mejo-
ramiento en la oxigenacion, y una disminucion de los ni-
veles de mediadores de inflamacion asociados con sibi-
lancias y enfermedad severa. No obstante, el uso de
ribavirina ha sido limitado debido a que es muy costoso
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y su utilidad continda siendo controvertida (53). Se ha
utilizado también en forma terapéutica y profilactica en
infecciones en pacientes inmunocomprometidos, mos-
trando resultados beneficiosos aunque no significativos
estadisticamente, por lo que numerosos ensayos clinicos
prospectivos contintian siendo evaluados.

1.8. PROFILAXIS

1.8.1. Vacunas

No existe ain una vacuna aprobada. Las diferentes es-
trategias empleadas en el diseno de vacunas han sido ob-
jeto de intensa investigacion con respecto al HRSV. Es-
tas incluyen vacunas vivas recombinantes, atenuadas, de
subunidades y de ADN (54-56). A excepcion de la pro-
teina L (polimerasa), todas las proteinas del HRSV fue-
ron probadas para inmunogenicidad y proteccion
(56) (57). El primer intento de una vacuna consistié de
un virus inactivado tratado con formalina, mezclado con
hidréxido de aluminio y administrado via intramuscular.
Desafortunadamente, el uso de esta vacuna en los anos
‘60 se asoci6 con una enfermedad mas severa en ninos
infectados con la cepa circulante. Varios mecanismos se
han propuesto como responsables de este fenémeno, en-
tre ellos, inmunopotenciacion de la infeccién y un des-
equilibrio de la relaciéon Th1/Th2 con un sesgo hacia el
perfil Th2 (58-61). Por esa razon, la estrategia de disenar
vacunas inactivas se ha abandonado, y en la actualidad se
prefiere experimentar con vacunas construidas a partir
de virus vivos atenuados. Varias cepas atenuadas obteni-
das a través de virus replicados a bajas temperaturas se
han evaluado, algunas se encuentran en estudios clinicos
de fase I con diferentes resultados (62) (63).

La estrategia llamada genética reversa, que consiste en
hacer las mutaciones directamente sobre la secuencia del
ARN gendmico, ha ayudado en la biisqueda de una va-
cuna efectiva y segura. Asi, se han construido cepas mu-
tantes con proteinas delecionadas a partir de las cepas
atenuadas sensibles a la temperatura (ASH, ANSI vy
ANS2) (63). Se espera que estas nuevas cepas entren ra-
pidamente en ensayos clinicos.

También se han desarrollado vacunas basadas en su-
bunidades. Varios estudios en fase Iy Il mostraron que
la vacuna BBG2Na basada en la glucoproteina G result6
ser prometedora en cuanto a seguridad e inmunogeni-
cidad, actualmente se encuentra en fase III (64).

1.8.2. Inmunoprofilaxis pasiva

La administracion profilactica de gammaglobulina
hiperinmune anti-RSV (Respigam, MedImmune) o de
una versién humanizada de un anticuerpo monoclonal
contra la proteina F del HRSV (Palivizumab, MedIm-
mune) protege individuos en alto riesgo de desarrollar
infeccion contra el HRSV (65). Desafortunadamente, la
utilizacion del palivizumab es costosa y existe preocupa-
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cion sobre la aparicion de nuevas cepas virales resisten-
tes debido a la naturaleza cuasiespecie de los virus con
ARN como es el HRSV. Esta inquietud se hizo evidente
cuando fueron generados tanto in vitro como in vivo vi-
rus resistentes al palivizumab que posteriormente mos-
traron resistencia a la profilaxis por esta formulacién en
un modelo animal (66) (67). Afortunadamente, se han
disenado mediante mutagénesis iterativa nuevas varian-
tes de Fab y de anticuerpos IgG, los cuales muestran una
mejoria en cuanto a su capacidad de neutralizar el HRSV
en un orden que va desde 44 hasta 1.500 veces sobre el
palivizumab (68). Esto parece resolver el problema sobre
el desarrollo de resistencia mediante estrategias que in-
volucren usar cada variante de anticuerpo de manera in-
dependiente o en combinacion.

1.9. ASPECTOS ESPECIFICOS DEL RSV

1.9.1. El virus

1.9.1.1. Historia

EL RSV fue aislado por primera vez en 1955 a partir
de las secreciones respiratorias de chimpancés que pre-
sentaban un cuadro respiratorio con estornudos, tos y alta
producciéon de moco. Los investigadores cultivaron esas
secreciones nasales y recuperaron un virus que hasta ese
momento nunca habia sido identificado, lo llamaron
agente de la coriza del Chimpancé (ACC), y lo relacio-
naron con la infeccién del tracto respiratorio alto que
presentaban esos simios. Posteriormente lograron re-
producir la enfermedad en otros chimpancés jovenes, y
aparentemente un investigador que trabajaba con los
chimpancés enfermos se infecté con este agente. Cuando
se realizaron ensayos al azar de vigilancia serolégica en la
poblacion por fijacion de complemento y neutralizacion,
se encontré que algunos humanos habian estado en con-
tacto en el pasado con el ACC (69). Poco tiempo después
en 1956, Chanock y sus colaboradores aislaron un virus
semejante al ACC a partir de un lactante con bronco-
neumonia al cual llamaron “agente Long” y otro de un
lactante con bronquiolitis al cual llamaron “Snyder”.
Cuando se los caracterizo6 serolégicamente y fenotipica-
mente ambos virus parecian ser el mismo ACC, particu-
larmente en su capacidad de formar sincicios y células gi-
gantes multinucleadas en lineas celulares epiteliales.
Debido a esto se lo renombré como Virus Sincicial Res-
piratorio. A partir de ese momento se realizaron estudios
de vigilancia serol6gica en ninos y se encontré que para
la edad de 3 a 4 afios, casi el 80% de los ninos poseia an-
ticuerpos neutralizantes contra HRSV (70) (71).

1.9.1.2. Clasificacion y estructura

El HRSV pertenece al género Pneumovirus, subfami-
lia Pneumovirinae, familia Paramyxoviridae, orden Mono-
negavirales (genoma ARN no segmentado, cadena simple

de polaridad negativa). Dentro de su género también se
encuentran el RSV de bovinos (BRSV), de caprinos
(CRSV), de ovinos (ORSV) y el virus de la neumonia mu-
rina (PVM), todos ellos muy relacionados con HRSV, los
cuales son extensamente estudiados como posibles mo-
delos animales de la infeccion.

La subfamilia Preumovirinae también incluye al género
Metapneumovirus, el cual difiere de los Pneumovirus
con respecto al orden de los genes y a la ausencia de ge-
nes que se encargan de codificar las proteinas no es-
tructurales. El género Metapneumovirus incluye a las es-
pecies recientemente descubiertas del metapneumovirus
humano y del pneumovirus de las aves (8).

El viriéon de RSV consiste en una nucleocapside re-
cubierta de una membrana bilipidica. Al microscopio
electronico los viriones se ven esféricos irregulares, con
un rango de didmetro entre 150-300 nm, también se ob-
servan formas filamentosas (Figura 1). Su genoma esta
constituido por una copia simple de ARN, éste es lineal,
no segmentado y de polaridad negativa.

Figura 1. Microscopia electrénica de la liberacion de un paramyxo-
virus de la superficie apical de células infectadas.

Se observan viriones con formas esféricas y filamentosas brotando
de la superficie celular (72).

La cubierta consiste en una membrana bilipidica.
Esta contiene en su superficie tres glucoproteinas de
transmembrana codificadas por el virus, la proteina de
unioén al receptor G, la proteina de fusion F y la pequena
proteina hidréfobica SH. Estas estan organizadas en espi-
culas. Hay otra proteina que esta asociada a la cara interna
de la cubierta lipidica que es la M. Envuelta por la mem-
brana se encuentra la nucleocapside, una hélice simétrica
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cuyo diametro es de 15 nm. El RSV tiene cuatro protei-
nas empaquetadas en el virion formando parte de la
nucleocapside; la nucleoproteina N, la fosfoproteina P,
el factor de antiterminacion M2-1y el complejo mayor de
la polimerasa L. (Figura 2).

Fosfoproteina P
Ribopucleoproteina

Proteina de
fusién F

Bicapa
lipidica

Proteina de
unién G

Gran eomplejo
ile la pelimerasa
L

Proteina pequeiia
: hidlrofobica SH
Proteina de matriz M

Figura 2. Estructura esquematica del virién del RSV (73).

1.9.2. Genoma del RSV

Como se mencion6 en la descripcion general del vi-
rus, el genoma esta compuesto por una tnica cadena de
ARN no segmentado, de polaridad negativa de aproxi-
madamente 15.200 nt de longitud (74). Tanto el ARN
genoémico (polaridad negativa) como el antigenémico
(polaridad positiva) estan constante y fuertemente aso-
ciados a la proteina N para formar nucleocapsides que
seran el sustrato para la polimerasa viral. Esta asociacion
le brinda beneficios al virus, ya que evita la formacién de
estructuras secundarias en el ARN, obviando la necesi-
dad de tener una actividad helicasa necesaria para su
trascripcion y replicacion. Ademas, lo protege del ata-
que de nucleasas (ARNasas) y de la formacion de ARN
doble cadena, el cual provocaria una respuesta antiviral

principalmente del tipo Th1 mediada por IFN. En el ex-
tremo 3’y 5’ del ARN genémico se encuentran regiones
extragénicas: una secuencia lider (Le) y una secuencia
trailer (Tr), respectivamente (75). El orden de los genes
en sentido 3’—=b5’ en el genoma es -NS1, NS2, N, P, M,
SH, G, F, M2, L- (Figura 3).

1.9.3. PROTEINAS

1.9.3.1. Proteinas no estructurales

Proteinas NS1 y NS2

Estas proteinas se encuentran codificadas por los dos
primeros genes (Figura 3). Son consideradas no estruc-
turales ya que se las encuentra s6lo en trazas en prepa-
raciones de viriones purificados, no obstante ambos ge-
nes estan expresados en células infectadas. La estructura
primaria de ambas proteinas posee 139 y 124 aminoaci-
dos, respectivamente (77). Estas proteinas subvierten la
respuesta celular de IFN, reduciendo la expresion de los
genes del mismo (78). Recientemente se demostré que
la expresion temprana de estas proteinas aumentaria la
replicacion viral, mediante el retraso de la muerte celu-
lar programada (apoptosis) (79).

1.9.3.2. Proteinas de la nucleocapside

Proteinas N, Py L

Son las proteinas necesarias y suficientes para la re-
plicacién del ARN, guian la trascripcion, aunque se re-
quiere la proteina M2-1 para garantizar la procesividad
total.

Proteina N

Esta proteina consta de 391 aminodcidos. Se asocia al
ARN genoémico y antigenémico para formar una nucleo-
capside resistente a las ARNasas y asi servir de molde para
la sintesis del ARN viral. La proteina N sola soluble (sin
la asociacion con la proteina P) se agrega y no puede en-
capsidar ARN. La coexpresion intracelular de N y P re-
sulta en la formaciéon del complejo N-P. Esta interac-

Produccion de nuevos viriones

- . TrC
Antigenoma 5 —_  H . F 1 1 X o - b H I—S’
+)
Replicacion
M2-1/
Genoma , Le NST NS2 N P M SH G F o M2-2 L \(
() — 5
Transcripeion
gid : N T Y R N P T 3
individuales Expresion de proteinas

Figura 3. Representacion esquemadtica del genoma, antigenoma y ARNm de RSV (76).
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cion promueve el plegamiento correcto de la proteina N
y la encapsidacion especifica del genoma (80). Tam-
bién, se cree que la disponibilidad de la proteina N so-
luble regularia la replicaciéon del ARN viral (81).

Proteina P
Esta proteina consta de 241 aminoacidos. En los vi-
riones se encuentra principalmente en su forma fosfo-
rilada, forma en la que es funcional (82).
Como se menciono6 anteriormente, la interaccion N-
P promueve el correcto plegamiento de Ny la encapsi-
dacién del ARN por parte de esta ultima. Por analogia
con la proteina P de otros paramyxovirus, probable-
mente actuaria como un cofactor que sirve tanto para es-
tabilizar la polimerasa L, como para localizar el complejo
de la polimerasa en el molde N: ARN, para su posterior
replicacion (83).
Proteina M2
El ARN mensajero de M2 tiene dos marcos de lectura
abiertos (84):
® M2-1: marco 5" proximal (nt 10-594). Posee 194
aminoacidos.
* M?2-2: marco rio abajo del de M2-1 (nt 563-835), el
cual se solapa con los primeros nucleétidos de M2-
1. Posee 90 aminoacidos.
M2-1
Tiene la funcion de factor antiterminacion de la tras-
cripcion que es esencial para la viabilidad viral, garanti-
zando la procesividad de la trascripcion. Asimismo, in-
crementa la frecuencia de la lectura a través de las
senales de terminacion de la trascripcién en los extremos
de los diferentes genes (85).
M2-2
El marco de lectura de M2-2 es expresado por un me-
canismo inusual de traduccién secuencial de termina-
cién-reiniciacion. Esta proteina es un factor regulatorio
de la sintesis de ARN, disminuyendo la trascripcion y fa-
voreciendo la replicacion (86).

Proteina L

Subunidad mayor del complejo de la polimerasa. Esta
formada por 2.165 aminoacidos y su secuencia contiene
seis segmentos discretos que tienen residuos altamente
conservados y presumiblemente representan motivos de
actividad ARN polimerasa ARN dependiente (87).

La proteina L, junto con las proteinas N, P y M2-1 uni-
das al ARN viral, forman el complejo de la ribonucleo-
proteina, el cual es capaz de iniciar y sintetizar tanto ARN
genomico de polaridad positiva y negativa (actividad re-
plicasa), como también ARNms subgenémicos (actividad
trascriptasa).

1.9.3.3. Proteina de matriz

Proteina M:
Es una proteina interna del virién no glucosilada, po-
see 256 aminodcidos y es basica. Es la proteina mas abun-

dante en el virién. Tiene un dominio hidrofébico en la mi-
tad C-terminal de la molécula que podria mediar la inter-
accion con la membrana lipidica, con la que esta asociada
periféricamente (no es una proteina intrinseca). Se con-
sidera la organizadora central de la morfogénesis viral,
interactuando con las colas citoplasmaticas de las protei-
nas de la membrana lipidica G y F y las nucleocapsides
(88) (89). Ademas actia como factor de inhibicion de la
trascripcion viral previo a la encapsidacion (90).

1.9.3.4. Proteinas de superficie

Proteina pequefia hidrofébica, SH:

Es una glucoproteina integral de membrana tipo II.
Posee 64-65 aminodcidos. Se expresa en la membrana
plasmatica de las células infectadas y en los viriones.
Esta anclada a la membrana mediante una secuencia hi-
drofébica (aminoacidos 14-41) con el C-terminal orien-
tado extracelularmente (91).

No se conoce exactamente la funcion de esta prote-
ina, pero algunos estudios proponen que podria parti-
cipar en la fusion viral (92), o en el cambio de la per-
meabilidad de la membrana (como la proteina M2 de
influenza A) (93). Los ultimos estudios han informado
que actuaria en el bloqueo de la apoptosis de las células
infectadas, aunque se desconoce el mecanismo mediante
el cual se produciria este efecto (94).

Proteina de fusion F:

Es una glucoproteina integral de membrana de tipo I,
que consta de 574 aminodcidos. La proteina F se sintetiza
como un precursor inactivo FO, un polipéptido simple N-
glucosilado cotraduccionalmente en el reticulo endo-
plasmico. Luego, en un proceso postraduccional, durante
su transporte a la superficie celular, es cortado por pro-
teasas celulares generando dos polipéptidos unidos por
puentes disulfuro, uno es F2 proveniente del extremo N-
terminal y el otro F1 correspondiente al extremo C-ter-
minal (95). De las tres secuencias hidrof6bicas presentes
en el polipéptido F, hay una ubicada en el extremo N-ter-
minal de la cadena F1 que se denomina péptido de fusion,
el cual se supone que se inserta en la membrana de la cé-
lula blanco durante el proceso de fusion.

La proteina F puede mediar la entrada y la formacion
de sincicios independientemente de las otras proteinas
de membrana de RSV (G y SH) (96), aunque se demos-
tré que estas dltimas incrementan la eficiencia del pro-
ceso (97).

La proteina F seria la responsable de la especificidad ce-
lular del HRSV, en lugar de la G, como fue demostrado en
un estudio en el que se determiné mas precisamente que
la subunidad F2 es la implicada en la especificidad (98).

La proteina F junto con la proteina G, descrita a con-
tinuacion, constituyen los principales antigenos que in-
ducen anticuerpos neutralizantes, debido a que anti-
cuerpos dirigidos contra estas proteinas neutralizan la
infectividad viral (99). No obstante, los escasos estudios
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que se han realizado sobre la variabilidad genética de la
misma, han demostrado que es altamente conservada,
siendo la subunidad F2 la mas divergente entre los dis-
tintos grupos antigénicos (100). Esta observacion podria
deberse a severas restricciones sobre su relacion estruc-
tura-funcién. Asimismo, la antigenicidad e inmunogeni-
cidad de esta proteina son altamente dependientes de su
estructura plegada, como se demostré en ensayos con vi-
rus mutantes de escape inducidos con anticuerpos mo-
noclonales en el curso de los estudios de la estructura an-
tigénica (101).

Proteina de unién G:

La proteina G es la principal proteina de union al re-
ceptor del RSV (102). Es una glucoproteina integral de
membrana tipo II, con un tnico dominio hidrofébico
cerca del extremo N-terminal, que sirve tanto de péptido
senal como de anclaje a la membrana (TM). El gen po-
see 923 nucleodtidos que codifican para 289-299 amino-
acidos (dependiendo del grupo antigénico). Este ta-
mano es la mitad del de las proteinas HN y H de otros
paramyxovirus (572-617 aa), careciendo de similitud
tanto de secuencia y estructura (no globular, debido al
alto porcentaje de residuos de prolina), como de funcién
(ausencia de actividad hemaglutinina y neuraminidasa).

La proteina G es sintetizada en una forma secretoria
(Gs) que surge de la iniciacion de la traduccion en el se-
gundo codén AUG del marco de lectura (aminoacido 48,
localizado en la mitad del dominio hidrofébico), se-
guido de la separacion proteolitica del dominio de an-
claje/senal (103). La funcion de esta forma secretoria
podria ser la de senuelo para los anticuerpos neutrali-
zantes especificos y asi constituir un mecanismo de eva-
sion de la respuesta inmune humoral anti-RSV.

El peso molecular de la proteina G sin procesar es de
32,587 kDa, mientras que luego del procesamiento post-
traduccional pasa a tener un peso molecular de 90 kDa.
Este gran cambio es producto de la modificacion con hi-
dratos de carbono, una de sus caracteristicas distintivas
(104). La mayoria de los residuos glucidicos en la prote-
ina G son azicares O-ligados; hay mas de 70 aminodacidos
serinas y treoninas en su secuencia como potenciales
aceptores de los mismos. Estudios con proteinas quimé-
ricas F-G mostraron que hay 23-25 cadenas laterales de
monosacaridos N-acetilgalactosamina o disacaridos ga-
lactosa-B-1-3-N-acetilgalactosamina (105). La Figura 4
muestra un diagrama de la estructura primaria de la pro-
teina G en la que se marca la posicién de los residuos de
treonina y serina que son posibles aceptores de azicares
O-ligados. El niimero de sitios potenciales aceptores de
azacares N-ligados puede diferir entre diferentes aisla-
mientos de HRSV, desde cuatro en la cepa patron A2 a
ocho en la cepa patrén Long/56. Estos sitios de glucosi-
lacién N-y O-ligados se encuentran agrupados en dos re-
giones de la proteina G (Figura 4). En conjunto, la com-
posicion de aminoacidos en serina y prolina y el alto
contenido de azicares O-ligados, son caracteristicas que
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la hacen semejante a las mucinas. Estas son glucoprotei-
nas del huésped que forman una barrera protectiva en los
tractos respiratorio, gastrointestinal y reproductivo. Los
dominios “similares a mucinas” constituyen la mayor
parte del ectodominio de la proteina G y son altamente
divergentes en su secuencia de aminodacidos entre los gru-
pos antigénicos y los aislamientos individuales. Esta es-
pecie de cobertura heterogénea de azucares sobre la
proteina G, actuaria como proteccion para el reconoci-
miento del sistema inmune. Por otro lado, hay una region
que abarca 13 aminodcidos, entre las posiciones 164-176,
que se encuentra exactamente conservada entre todos los
RSV humanos, y que se extiende desde los aminoacidos
163 al 189 cuando se consideran s6lo los HRSV subtipo
A. La misma esta localizada hacia la mitad del ectodomi-
nio (Figura 4). Esta region es relativamente carente de si-
tios aceptores de azicares y contiene 4 residuos de ciste-
ina (Cys) (posiciones 173,176, 182y 186) que forman dos
puentes disulfuro Cys 173-Cys186 y Cys176-Cys182, for-
mando un lazo de cistinas (106). Esta region altamente
conservada se ha postulado como posible sitio de unién
al receptor celular, aunque aun no se ha descrito un re-
ceptor especifico que reconozca a la proteina G. Sin em-
bargo, se ha demostrado que el segmento que va desde
los aminoacidos 184 al 198, que se superpone con la re-
gion rica en Cys, es un dominio de unién a heparina
(HBD). In vivo, 1a heparina esta primariamente localizada
en los granulos de los mastocitos y basofilos. No obs-
tante, los glucosaminoglicanos celulares similares a he-
parina altamente sulfatados (GAGs), sus homélogos ce-
lulares asociados a la membrana, se encuentran en la
superficie de la mayoria los tipos celulares de los mami-
feros y también en la matriz extracelular. Estos consisten
en una poblacién heterogénea de moléculas que difieren
en longitud de la cadena, composicion de acido hexu-
rénico, y grado de sulfatacion (107). E1 RSV utilizaria es-
tos compuestos para mediar la unién y la infeccién a la
célula huésped (tropismo). Dada la heterogeneidad de
los GAGs y su variada expresion en diferentes tipos celu-
lares, es posible que su interacciéon con los HBDs de la
proteina G de RSV pueda influenciar el tropismo y la vi-
rulencia del virus. Por lo tanto, aun cuando la proteina
G no es necesaria para la infectividad, le podria conferir
al RSV una ventaja selectiva, permitiéndole diseminarse
y facilmente unirse a las células vecinas (108). Extraor-
dinariamente, parece que la proteina G no es esencial
para el ensamblado del virus, ni para el crecimiento en
cultivos celulares ni animales, pero como fue mencio-
nado anteriormente, le confiere una ventaja.

Entre las proteinas de HRSV, la G sobresale por tener
un alto grado de diversidad antigénica y de secuencia en-
tre las distintas cepas. La diversidad reside principal-
mente en el ectodominio, el cual tiene sélo el 44% de
identidad de aminoacidos ente los dos subtipos de HRSV
Ay B, contra el 83% para el dominio transmembrana y
citoplasmatico. La gran diversidad en la secuencia de
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Figura 4. Representacion de la estructura primaria de la glucoproteina G.
Se indican las regiones variables y conservadas. Los sitios potenciales de O- y N-glucosilacién se indican en forma esquematica. También
se marcan las posiciones de las cuatro Cys conservadas y regiones en las que se ha informado la existencia de codones de terminacién pre-

maturos. TM: regién transmembrana (109).

aminoacidos mencionada se encuentra en dos regiones
variables (RV) localizadas a ambos lados del dominio
central rico en Cys (Figura 4). La posiciéon en la se-
cuencia de los aminodcidos aceptores de azicares O-y N-
ligados también es poco conservada, aunque la ubicacion
de los azucares O-ligados es similar entre cepas. La lo-
calizacion de las prolinas estd moderadamente conser-
vada, y el patron general de hidrofobicidad esta muy
bien conservado, sugiriendo un mantenimiento general
de la organizaciéon de la proteina entre aislamientos
(110). El mapa antigénico de la proteina G fue deter-
minado por andlisis de secuencia de mutantes de es-
cape resistentes a anticuerpos monoclonales murinos o
por reactividad con péptidos sintéticos contra anticuer-
pos monoclonales (111)(112). A partir de este analisis se
han descrito cuatro tipos de mutaciones en HRSV: mu-
taciones puntuales (especificas de grupo y cepa), codo-
nes de finalizacién prematuros a partir de la posicién 257
de la secuencia de aminodcidos (especificos de cepa), hi-
permutaciones (multiples transiciones A—G), y cam-
bios en el marco de lectura (se seleccionaron mutantes
con cambios en el marco de lectura en epitopes conser-
vados y también cepa especificos). Recientemente se
describieron en Argentina tres aislamientos de HRSV
subtipo B con una duplicacién de 60 nucleé6tidos en la 2°
region variable (113). Un evento genético de esta mag-
nitud nunca antes habia sido descrito para el HRSV, de
todos modos su real contribucion a la epidemiologia de
este virus aun no ha sido determinada.

Los cambios descritos en su secuencia muestran que
sobre la glucoproteina G operaria cierta presion de se-
leccion, observada a través de cambios antigénicos que

llevan a generar nuevas variantes virales (114). Estas ul-
timas jugarian un rol importante en la habilidad del
HRSV de causar reinfecciones a lo largo de la vida. De
esta manera, la alta variabilidad de G, generada como
consecuencia de la presion de seleccion que actuaria so-
bre la misma, la hace la proteina de eleccion a estudiar
cuando se desean realizar analisis sobre epidemiologia
moleculary evolucion del HRSVy a la hora de pensar en
el desarrollo de una vacuna eficaz contra este virus.

1.9.4. Ciclo replicativo

1.9.4.1. Fijacién y entrada

El ciclo comienza con la fijacion del virus a la célula.
La proteina G se une a GAGs de la superficie celular que
contienen el disacarido heparan-sulfato y condroitin sul-
fato B. No esta claro aun si la interacciéon entre la pro-
teina Gy los GAGs celulares es el paso de fijacion o con-
tacto inicial y luego es seguido por un segundo paso de
union involucrando una o mas de las tres proteinas su-
perficiales de RSV.

Luego de la fijacion, el RSV entra a la célula por fu-
si6n de la membrana plasmatica con la cubierta viral me-
diada por la proteina F (115). Posteriormente, todos
los eventos del ciclo replicativo de RSV ocurren en el ci-
toplasma, sin intervencién del nicleo.

1.9.4.2. Sintesis de ARN y regulacidn

Una vez en el citoplasma, comienza la trascripcion del
genoma por medio de la ARN polimerasa viral ARN de-
pendiente que forma parte de la nucleocapside. Du-
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rante este proceso, la polimerasa inicia la sintesis de
ARN en el promotor que se encuentra en el extremo 3’
del genoma y luego continta a lo largo de la cadena.
Cuando alcanza una senal de terminaciéon GE, la poli-
merasa poliadenila al ARNm naciente y lo libera. Luego
reinicia la sintesis de ARN en la proxima senal de ini-
ciacion GS, donde encapucha (cap) y metila el extremo
5’ del proximo ARNm. Respondiendo, de esta manera,
a las senales de terminacion e iniciacion la polimerasa es
capaz de generar los ARNms subgenomicos. La ARN
polimerasa tiene tendencia a disociarse del ARN molde
en las regiones intergénicas, y debido a que ésta sélo
puede iniciar la trascripciéon en el extremo 3’ del ge-
noma, se produce un gradiente de expresion de los ge-
nes, con una mayor frecuencia de trascripcion de los ge-
nes ubicados en el extremo 3’ del genoma con respecto
a los del extremo 5’ (116-118). Este es el principal me-
canismo de control de expresion de genes en RSV (119).

Para replicar el genoma, la polimerasa se une al pro-
motor en la region lider (Le, ver Figura 3) e inicia la sin-
tesis del ARN en el extremo 3’. En este caso la polime-
rasa se mueve a lo largo del templado pero no responde
a las senales actuantes en cis, GSy GE y asi genera el an-
tigenoma, una cadena completa de ARN complementa-
rio de polaridad positiva. En el extremo 3’ del antige-
noma se encuentra la secuencia complementaria al
trailer (TrC, ver Figura 3), la cual contiene un promotor.
La polimerasa utiliza este promotor para generar ARN
geno6mico a partir del molde de polaridad positiva. A di-
ferencia del ARNm, el cual es liberado desnudo de la po-
limerasa, tanto el ARN genémico como el antigenémico
son encapsidados por la nucleoproteina viral N al mismo
tiempo en el que estan siendo sintetizados y esta encap-
sidacion simultanea probablemente sea la causa por la
que la polimerasa eluda a las senales de terminacion GE
durante el proceso de replicacion (119).

1.9.4.3. Morfogénesis viral

Se cree que la maduracion de los viriones de RSV ocu-
rre dentro de regiones circunscriptas sobre la superficie
de las células infectadas, microdominios lipidicos cono-
cidos como “balsas lipidicas” (ricos en colesterol, esfin-
golipidos y proteinas aciladas), en los cuales se asocian las
glucoproteinas de transmembrana conformacionalmente
maduras G, Fy SH (120). Se supone que esta asociacion
esta facilitada por la interaccion entre los dominios cito-
plasmaticos de las glucoproteinas y la proteina M. Los vi-
riones nacientes pueden también ser observados en oca-
siones fusionandose con la membrana de la célula
huésped nuevamente. También se ha informado la bro-
tacion de viriones a través de vesiculas intracelulares (121).

De esta manera se produce la progenie viral que se li-
berara de la superficie apical de las células del epitelio
respiratorio, y se diseminara a las células vecinas para
continuar con la infeccion.
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1.10. GRUPOS ANTIGENICOS, DIVERSIDAD Y
EVOLUCION DEL HRSV

El HRSV existe como un solo serotipo pero tiene dos
subtipos antigénicos Ay B. Este dimorfismo antigénico en-
tre cepas fue descubierto inicialmente por una diferencia
de tres o cuatro veces en el titulo neutralizante entre las ce-
pas RSVA2 y RSVCH18537/63, las cuales ahora represen-
tan a los dos grupos antigénicos A y B, respectivamente
(122). Por otro lado, por estudios de respuesta policlonal
postinfeccion utilizando ELISAs con glucoproteinas Fy G
purificadas, se demostr6 que los dos subtipos estan rela-
cionados antigénicamente en su totalidad en un 25%
considerando ambas proteinas; en un 50% si se considera
s6lola Fy entre el 1-7% si se considera sélola G (112). Pos-
teriormente se utilizaron diferentes paneles de anticuer-
pos monoclonales (AcMos) dirigidos contra las proteinas
P, Fy G, para clasificar a los aislamientos de HRSV en los
dos subtipos (123), los cuales correlacionaron con dos
grupos genéticamente distintos (124). La identidad en nu-
cle6tidos del genoma completo entre las cepas Ay B es del
81% (112). Para el caso de las diferentes proteinas por se-
parado, existen variaciones considerables en el grado de
divergencia de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.
La mayor diferencia se encuentra en los ectodominios de
las glucoproteinas G y SH, las cuales tienen sélo un 44 y
un 50% de identidad de secuencia entre los dos subtipos,
respectivamente. Los porcentajes de divergencia en nu-
cle6tidos (nt) y aminodcidos (aa) para cada proteina se
muestran en la Tabla I. La naturaleza global de las dife-
rencias de secuencia indica que los dos subtipos repre-
sentan dos lineas de evolucién divergentes, mas que va-
riantes que difieren s6lo en unos pocos sitios antigénicos
principales.

Tabla I. Divergencia entre las secuencias de nt y aa de los genes de
las distintas proteinas del HRSV entre cepas prototipo del subtipo A
(RSVA2) y subtipo B (RSVCH18537/63) (125).

Proteina Divergencia nt (%) Divergencia aa (%)
G 33 47
SH 28 24
NS1 22 13
F 21 11
M2 22 8
NS2 22 8
N 14 4

Dentro de los dos subtipos, el porcentaje de identidad
de nucleétidos y aminodcidos entre los diferentes virus
es mas alto que entre subtipos, pero sigue el mismo pa-
trén con respecto a las regiones de mayor o menor di-
vergencia (125).

La proteina G ha sido exhaustivamente estudiada, prin-
cipalmente porque esta proteina es el producto del gen
con mayor variabilidad genética y antigénica entre aisla-
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mientos. Se han realizado numerosos estudios sobre la
misma: ensayos de reactividad de AcMos; analisis de mu-
tantes de escape frente a AcMos; ensayos de digestion con
RNasa A de heterohibridos ARN:ARN (126); analisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) (127); analisis de movilidad de heterodiplex
(128) y determinacion de secuencia nucleotidica para las
elaboracion de darboles filogenéticos (37). Todos han de-
mostrado que la proteina G posee un ectodominio inusual
debido a que un alto porcentaje de diferencias (51-58%)
en nt en su region codificante dentro o entre los dos sub-
tipos resulta en cambios aminoacidicos (sustituciones no
sinénimas). Estos cambios se agrupan principalmente en
las regiones variables (RV) del ectodominio (Figura 4),
mientras que las mutaciones silentes (sustituciones sino-
nimas) estan uniformemente distribuidas (129). Las epi-
demias son comunmente producidas por los dos subtipos
antigénicos, clasificados en mas de un genotipo. Estos
genotipos, definidos sobre la base de la secuencia de G, se
pueden clasificar en clados genéticos bien diferenciados.
Aunque a nivel local, los genotipos predominantes de
una epidemia son frecuentemente reemplazados por
otros genotipos en anos consecutivos (130), la mayoria de
los genotipos estan distribuidos mundialmente. Ademas,
virus aislados en lugares distantes y en diferentes anos pue-
den estar genéticamente mads relacionados que virus ais-
lados en el mismo lugar durante el mismo brote epidé-
mico (131). Estos estudios han llevado a tener suficientes
datos acumulados que han proporcionado informaciéon
acerca del patrén de evolucion de HRSV, el cual es simi-
lar al de los virus de influenza B (132). Tomando en con-
sideracion estas singularidades moleculares y que la pro-
teina G es uno de los blancos de la respuesta inmune
neutralizante y protectiva se ha sugerido que la presion de
seleccion inmune operaria sobre este virus (129).

No obstante, todavia existen numerosos puntos sobre
el modelo evolutivo y el ciclo biolégico de HRSV que no
han sido completamente explicados, ni explorados. En-
tre éstos, el modelo de transmision y generacion de va-
riabilidad estacional, donde queda alojado el virus entre
brotes y por qué se producen reinfecciones en el trans-
curso de la vida. En este sentido, uno de los objetivos de
la epidemiologia y la evolucion molecular aplicada a los
virus es poder trazar un mapa global de su circulacion y
asi comprender las cadenas de transmisién de los mis-
mos. Sobre todo en virus como el HRSV que produce
brotes anuales muy marcados en invierno y luego en pri-
mavera-verano desaparece de la circulaciéon general de-
jandole el paso a otros agentes virales como rinovirus,
HAdV o HPIV que circulan durante otros meses del ano
ademas de los del invierno. Es notorio como HRSV lo
hace a excepcion de las regiones tropicales en donde cir-
cula en la etapa lluviosa. Por otro lado el tiinico reservo-
rio de HRSV es el humano, no hay otro organismo que
permita alojar al virus en los momentos en los que no cir-
cula entre la poblacién humana.

Como consecuencia de lo expuesto y tomando en
cuenta este patron de circulaciéon anual, basado proba-
blemente en la relaciéon entre parametros meteorologi-
cos y estabilidad viral, transmisibilidad y hacinamiento de
los individuos susceptibles en épocas invernales y lluvio-
sas, es que se ha planteado este trabajo durante un pe-
riodo de seis anos estudiando cémo fue la circulacion de
este virus a nivel local y global. Pensando que el HRSV
se mantiene presente en la poblacién mundial siguiendo
los patrones de estacionalidad propios de las distintas re-
giones del planeta, favorecido por las comunicaciones y
la circulacién humana. De este modo pasaria por los dis-
tintos brotes invernales (o estacion lluviosa en paises
tropicales) y asi no cortaria su cadena de transmision. Asi
es como en la proxima seccion se describiran los aportes
propios a estos topicos mencionados, y en el cual se
plantea el objetivo general de ampliar el conocimiento
sobre la epidemiologia general y molecular del HRSV en
pacientes pediatricos en la ciudad de Buenos Aires, Ar-
gentina profundizando los conocimientos sobre la evo-
lucién molecular del HRSV subtipos Ay B y su relacion
con la circulacion local y global.

2. Epidemiologia molecular del virus
sincicial respiratorio en un periodo de
seis afios (1999-2004) en Buenos
Aires, Argentina

2.1. MARCO EPIDEMIOLOGICO DE LAS IRAB EN
PACIENTES PEDIATRICOS EN LA CIUDAD DE_
BUENOS AIRES EN UN PERIODO DE SEIS ANOS
(133).

Durante los seis periodos epidémicos consecutivos es-
tudiados fueron remitidas al Laboratorio de Virologia del
Hospital de Ninos Dr. Ricardo Gutiérrez (HNRG), un to-
tal de 22.416 muestras de aspirados nasofaringeos (ANF)
provenientes de ninos con diagnéstico clinico de IRAB.
En la Tabla II se presenta el naimero de muestras de ANF
analizadas por ano, y dentro de éstas el nimero de casos
con etiologia viral positiva detectados por IFI (134). Este
altimo es el método de eleccion para diagnostico de pa-
cientes pediatricos ya que permite rapidamente procesar
a diario un elevado nimero de muestras clinicas. Como
se puede observar, el nimero de muestras anuales totales
recibidas en el laboratorio fue elevado, alcanzando un ma-
ximo de 4.008 ANF en el ano 1999. Con respecto a los ca-
sos con etiologia viral, los porcentajes variaron ano a ano
con un pico maximo en el ano 2003 de 48,2%, y un mi-
nimo en el primer ano de andlisis de 1.050 casos (26,2%).
La media total de casos positivos fue de 39,45%, (Intervalo
de Confianza del 95% (IC 95%) = 31,13-48,17).

De los casos con etiologia viral positiva el HRSV fue el
virus mas frecuentemente encontrado en todos los pe-
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riodos estudiados, con una media de 80,2% (IC 95%=
74,95-85,08). Con respecto al resto de los virus analiza-
dos, sus frecuencias y predominios variaron ano a ano,
aunque respondieron a un patréon general. Debido a
que la inmunidad contra el HRSV es incompleta y no
dura toda la vida, las reinfecciones son comunes y po-
drian ser un factor que permita que este virus sea el mas
prevalente entre todos los virus respiratorios estudia-
dos. En la Tabla II se puede observar que en total en el
periodo analizado, el FIuA fue el segundo virus respira-
torio mas frecuente con un valor del 8,2% (IC 95%=2,27-
14,13). Luego lo siguieron, HAAV (6,72 %, 1C95%=3,70-
9,85); HPIV 1, 2 y 3 (4,74%, 1C95%=1,49-7,87) y FluB
(0,3%, 1C95%=0,03-0,53). La contribucion de los virus
respiratorios analizados al total de las IRAB en el periodo
analizado fue del 31,64% para el HRSV, del 3,17% para
FluA, del 2,65% para HAdV, del 1,87% para HPIV 1,2y
3y del 0,12% para FluB (diferencias estadisticamente sig-
nificativas con respecto a HRSV; p< 0,0001). En la bi-
bliografia no existe consenso con respecto a la frecuen-
ciay prevalencia respecto de los virus restantes al HRSV
estudiados, principalmente debido a los diversos méto-
dos de deteccion utilizados, las poblaciones en estudio y
los criterios de seleccion de las mismas.

En relacion al namero de casos correspondientes a los
distintos virus analizados cada ano, si bien el HRSV fue
siempre el virus predominante, el nimero de muestras po-
sitivas para el mismo durante el ano 1999 fue significati-
vamente menor que los anos restantes (N=802, p<0,0001)
(Tabla II). Incluso, como fue mencionado previamente el
numero total de IRAB con etiologia viral positiva para los
virus analizados fue significativamente menor ese ano.
Ademas, aunque el andlisis del ano 1998 no esta incluido
en este trabajo, el numero total de muestras de ANF que
se recibieron en el laboratorio fue de 3.458, sin embargo
también hubo menos casos con etiologia viral asignada
(N=749, 21,6%). Durante este ultimo periodo (1998-
1999) se produjo un brote epidémico de sarampion en Ar-
gentina, presentando su pico maximo en la ciudad de

Buenos Aires en julio de 1998, con un numero total de
6.283 casos confirmados en ninos menores de cinco anos
(135). Tomando en cuenta que este tltimo es un virus que
presenta la misma via de ingreso al organismo (vias aéreas
superiores), que los individuos susceptibles son los mismos
y que cierto grado de proteccion cruzada podria existir en-
tre el HRSV y el sarampion, ambos como miembros per-
tenecientes a la familia Paramyxoviridae, es posible que
haya influido en los resultados obtenidos, ocupando el
mismo nicho de los virus respiratorios analizados en este
trabajo (136). También es posible que durante esos anos
hubiera circulado alguno de los virus respiratorios que
hasta ese momento no habian sido incluidos dentro de pa-
nel de los virus respiratorios que se analizaban como pro-
bables agentes etiologicos de las IRAB en pediatria, pero
que hoy en dia se incluyen en dichos estudios (por ej:
HMPYV, rinovirus, bocavirus, etc).

De manera interesante, en el ano 2002 no se detecta-
ron casos de FluA en el laboratorio, mientras que en el
ano 2001 este virus alcanzé su mayor frecuencia sobre
todo el periodo de estudio. En el ano 2001, en la ciudad
de Buenos Aires se realizé una gran campana informativa
resaltando la importancia de la prevencién contra el vi-
rus de influenza mediante la utilizacion de la vacuna. Esto
llevo a una vacunacion masiva con la formulacion de la
vacuna sugerida por la Organizaciéon Mundial de la Salud
para el hemisferio sur, la cual compartia caracteristicas an-
tigénicas con los virus de influenza circulantes en 2001 y
posteriormente en 2002 (137-140). Por consiguiente,
como resultado de la vacunacion durante el 2001 que
confirié inmunidad contra el FIuA en 2002, es probable
que la circulacion viral se haya reducido, y haya llevado
a una disminucion de la transmision del virus de persona
a persona, disminuyendo el nimero de casos de FIuA de-
tectados. Curiosamente, en el ano 2002 las frecuencias de
HAdV y HPIV compensaron parcialmente la ausencia de
FluA durante ese ano (9,7y 10,2%, respectivamente).

Cada ANF recibido en el laboratorio estaba acompa-
nado de una ficha clinica en la que se detallaba: el sexo

Tabla Il. Distribucidn anual del nimero de casos y frecuencias de los virus respiratorios analizados encontrados en nifios menores de cinco
afios con IRAB en un periodo de 5 afios. Los nimeros y porcentajes correspondientes al HRSV estan remarcados en negrita. Las frecuen-

cias estan calculadas en relacién al namero total de casos positivos.

Numero de
Numero de casos con o
ANO muestras etiologia viral HRSV (%) HAdAV (%) HPIV JFIZU';) ;/?3% ) FluB (%)
analizadas (% del total !
de muestras)
1999 4.008 1.050 (26,2) 802 (76,4) 97 (9,2) 38 (3,6) 112 (10,7) 1 (0,09)
2000 3.788 1.542 (40,7) 1.317 (85,4) 74 (4,8) 71 (4,6) 76 (4,9) 4 (0,3)
2001 3.458 1.326 (38,3) 1.030 (77,7) 54 (4,1) 21(1,6) 219 (16,5) 2 (0,1)
2002 3.849 1.416 (36,8) 1.129 (79,7) 137 (9,7) 144 (10,2) 0 (0) 6 (0,4)
2003 3.783 1.825 (48,2) 1.361 (74,6) 173 (9,4) 101 (5,5) 188 (10,3) 2 (0,1)
2004 3.530 1.683 (47,7) 1.453 (86,3) 59 (3,5) 44 (2,6) 115 (6,8) 12 (0,7)
TOTAL (%) 22.416 8.842 (39,45) 7.092 (80,2) 594 (6,72) 419 (4,74) 710 (8,2) 27 (0,3)
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del paciente, la edad, el diagnostico clinico y dias de in-
ternacion entre otros datos. En la Figura 5, se detallan en
sendos diagramas el diagnéstico clinico diferencial de las
IRAB y las edades de los pacientes con diagnostico posi-
tivo para HRSV en el periodo en estudio. La bronquio-
litis (BQL), seguida de la neumonia focal (NUF) fueron
las presentaciones clinicas mas frecuentemente produ-
cidas por este virus (BQL: 64%, NUF: 31%; p=0,00648),
como asi también que los ninos menores de 12 meses
fueron los mas susceptibles a sufrir IRAB producida por
este virus (<11 meses: 76%; p=0,0001). De manera in-
teresante, se encontré una correlacion negativa entre la
edad en meses de los pacientes y el niimero de éstos pre-
viamente sanos, la cual estaba soportada por el 80% de
los casos analizados (r?=0,8). También se encontré una
correlacion negativa entre la edad y el nimero de casos
de bronquiolitis y neumonia (NM), (BQL, r’=0,9832 y
NM, r?=0,9447) (Figura 6), mostrando que a medida
que nos posicionamos en menores edades, la incidencia
de HRSV como productor de bronquiolitis y neumonia
fue mayor.

La distribucion mensual de la incidencia de los virus
respiratorios analizados durante el periodo en estudio

17

se grafica en la Figura 7. En la misma se observa que la
mayor incidencia del HRSV y FIuA fue durante el pe-
riodo invernal, mientras que los restantes HPIV y HAdV
presentaron un patrén de circulaciéon endémico. Al
observar la elevada incidencia del HRSV en los meses
de otono e invierno, se decidi6 analizar si habia corre-
lacion entre la incidencia del virus y ciertos factores me-
teorologicos como la temperatura media mensual, la
humedad relativa media mensual y el indice de UV
medio mensual. Se realiz6 una comparacién bivariada
por el test estadistico de correlacion de Spearman. El
mismo permitié determinar que existe una correlacion
negativa estadisticamente significativa entre la tempe-
ratura media y la incidencia de HRSV (-0,9, p<0,0001).
También se obtuvo un coeficiente negativo cuando se
la correlacion6 con el indice UV (-0,92, p<0,0001). Es-
tos resultados mostraron que cuando la temperatura y
el indice UV disminuyeron, coincidente con lo que su-
cede en los meses de otono e invierno, la incidencia de
HRSYV se increment6 significativamente. El analisis que
correlacion6 al HRSV con la humedad relativa prome-
dio arroj6 un valor positivo estadisticamente significa-
tivo (0,6, p<0,0001).

a)

b)
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B 6-11 meses
0 12-23 meses
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31%

Figura 5. a) Diagnéstico clinico diferencial de las IRAB producidas por HRSV, BQL: bronquiolitis, NUF: neumonia focal; NMF: neumonia
multifocal y Nderr: neumonia con derrame; b) Distribucidn de edades de los pacientes con diagnéstico del HRSV positivo.
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Figura 6. Correlacion negativa entre la edad en meses y el nimero de casos con: a) bronquiolitis (BQL) y b) neumonia (NM). En el eje Y se

representa el nimero de pacientes, mientras que en el eje X la edad

en meses (m) y en afos (a).
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Los ultimos datos presentados muestran una clara
tendencia ciclica anual para el HRSV, como ha sido in-
formado previamente (6)(141). La mayoria de los in-
vestigadores han tratado de explicar la alta tasa de IRAB
en los meses de invierno como una consecuencia di-
recta de las condiciones de hacinamiento de individuos
susceptibles en habitaciones muy calefaccionadas y am-
bientes viciados. No obstante, no es una razon suficiente
para explicar la variacion observada entre los distintos vi-
rus respiratorios, por ejemplo, el clima deberia jugar un
rol importante. De esta manera, la estacionalidad podria
tener dos componentes: la susceptibilidad del huésped
y la viabilidad viral. Se ha sugerido que la exposicion in-
vernal al aire causa enfriamiento de las vias aéreas nasa-
les llevando a una defensa de mucosas disminuida, que
incluiria la reduccion del aclarado mucociliar y la alte-
racion del movimiento continuo de mucus al exterior
que actia como barrera fisica, mecanismo sumamente
importante en la inmunidad primaria contra las infec-
ciones respiratorias. Por consiguiente, la caida de la tem-
peratura disminuiria la actividad metabdlica y reduciria
tanto la frecuencia del movimiento ciliar, como la velo-
cidad de secreciéon de mucus, asi como la respuesta in-
mune local que involucra los leucocitos polimorfonu-
cleares fagociticos y las células natural killers (142) (143).
Por lo tanto, cuando el cuerpo disminuye su temperatura
como resultado de un ambiente frio, el ingreso de los vi-
rus al tracto respiratorio inferior se veria favorecido.

Por otro lado, la viabilidad viral también podria verse
afectada por los factores climaticos. La asociacion inversa
significativa encontrada con la temperatura media men-
sual y la radiacién solar UVB por un lado, mientras aso-
ciacion positiva significativa con la humedad relativa por
el otro, muestran que el HRSV es propenso a perder in-
fectividad bajo condiciones ambientales hostiles tales
como las altas temperaturas, la alta radiacion solar UVB'y
la baja humedad relativa (también se ha observado para
el FluA). Esto seria atribuible a la naturaleza labil de su es-
tructura, debido a que es un virus envuelto y posee un ge-
noma mas inestable (ARN) y expuesto que el HAdV
(ADN) entre otros (144-146). Es decir, que la correla-
cion entre la frecuencia del HRSV'y la temperatura, la ra-
diacion solar UVB, yla humedad relativa podrian ser una
de las razones que explicarian por qué los brotes ocurren
en invierno solamente. En contraste y a modo explicativo,
el HAdV al ser un virus no envuelto, pareceria no ser afec-
tado por las condiciones ambientales como se ha eviden-
ciado en su patrén de circulacion anual endémico (133).
La posibilidad de predecir los brotes epidémicos de las in-
fecciones respiratorias virales a través de la asociacion en-
tre sus frecuencias y los parametros meteorologicos (de-
terminando la estacionalidad de los mismos), deberia ser
considerada como una guia util para el planeamiento
médico, el diagnéstico de laboratorio y la prevencion de
las IRAB. De esta manera se contribuiria por ejemplo, a la
utilizacion racional de antibiéticos que llevan a la propa-

gacion de resistencia a los mismos, asi como a tomar los
recaudos necesarios en cuanto al aislamiento de los pa-
cientes susceptibles en determinadas épocas del ano. Tam-
bién, instaurar terapias preventivas en pacientes con riesgo
de infeccion severa, como por ejemplo la administraciéon
del anticuerpo monoclonal humanizado (Palivizumab,
MedImmune) para prevenir HRSV durante los meses
que dura el brote epidémico de este virus.

2.2. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL HRSV
2.2.1. Distribucién de subtipos del HRSV (147)(148).

Como primer objetivo de la caracterizacién molecular
de los HRSV se propuso determinar los subtipos virales
circulantes en el periodo de andlisis. Para tal fin fue es-
cogida una técnica de multiplex RI-PCR anidada (149).
Para hacer este estudio se seleccionaron muestras al azar
que representaron toda la duracion del brote de cada
ano, durante los seis anos analizados y algunas muestras
esporadicas del ano 1997. Se seleccionaron en total 353
muestras, de las cuales 232 muestras correspondieron al
subtipo A y 121 al subtipo B (65,7% HRSV Ay 34,3%
HRSV B). Durante el periodo analizado el subtipo A pre-
valeci6é durante tres periodos epidémicos (2001, 2003 y
2004), mientras que el subtipo B predominé durante
dos (1999 y 2002). En el ano 2000 s6lo el subtipo A fue
encontrado. En el ano 1997 se encontraron entre las
siete muestras analizadas, cuatro pertenecientes al sub-
tipo Ay tres al B. Estos datos sugieren un rol importante
para ambos subtipos en los brotes producidos por este vi-
rus en Argentina.

2.2.2. Analisis molecular del HRSV subtipo A (147)

2.2.2.1. Distribucidn de patrones de restriccion

Con el objetivo de realizar un tamizaje previo de la va-
riabilidad genética del HRSV subtipo A, se decidi6é ana-
lizar por RFLP un grupo de 78 muestras elegidas al azar
de las 232 de HRSV previamente subtipificadas. Se rea-
liz6 con el subtipo A a modo de prueba para determinar
si era util este tipo de analisis para establecer variabilidad
a priori. Se utilizaron las enzimas de restriccion Rsal,
Psil'y Hincll debido a que existian trabajos previos en los
que habian sido utilizadas para hacer este analisis (150).
Los resultados de la totalidad de las muestras sometidas
al analisis de RFLP se presentan en la Tabla III. Se en-
contraron cinco patrones de restricciéon individuales
luego de la digestion con la enzima Rsal, dos con la Pstl,
y tres con la Hinl. En total, el analisis de fragmentos de
restriccién mostré nueve patrones compuestos distintos
(PA1-PA9) (Tabla III). La distribucién anual de los pa-
trones compuestos se muestra en la Figura 8. Cabe des-
tacar que durante el ano 1999 se encontraron seis pa-
trones de restriccion compuestos diferentes entre las 12
muestras analizadas, mientras que los otros anos como
maximo se encontraron cuatro patrones diferentes. Asi-
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Tabla Ill. Distribucién de patrones de restriccién compuestos e individuales del ectodominio del gen de la glucopro-
teina G del HRSV subtipo A, durante el periodo 1999-2003, mas casos esporadicos de 1997.

Patrones de

restriccion

compuestos N° de cepas analizadas en los siguientes afios epidémicos Total (%)
(patrones de

restriccion

individuales) 1997 1999 2000 2001 2002 2003
PA1 (ralpalhal) 2 3 10 8 12 35 (44,9)
PA2 (ra2palha2) 1 2 8 4 11 2 28 (35,9)
PA3 (ralpa2hal) 1 1(1,3)
PA4 (ralpalha3) 1 1(1,3)
PA5 (ralpalha2) 3 3(3,8)
PAG (radpalhal) 2 2(2,6)
PA7 (ra3palhal) 1 1(1,3)
PAS8 (ra3palha2) 3 1 6(7,7)
PA9 (rabpalha2) 1 1(1,3)
Total 4 12 21 15 12 14 78 (100)

1997 1999 2000 2001 2002

O PA3
OPA4
B PAT
HPAY
OPA6
B PAS
OPAS
B PA2
oPA1

2003

Figura 8. Distribucién de patrones de restriccion compuestos anuales en el periodo analizado. En el eje X se grafican los afios, en el eje Y el
numero de muestras correspondientes a cada patrén y en el eje Z se indica cada patrén compuesto.

mismo, los dos tltimos anos s6lo se encontraron los dos
patrones principales PA1 y PA2 (Tabla III) (Figura 8).
A pesar de que las designaciones de los patrones com-
puestos obtenidos en este estudio fueron diferentes de
los publicados por otros autores, se encontré que algu-
nos patrones individuales para ciertas enzimas utilizadas
fueron previamente descritos por Rajala y col en 2003
(151), y eran comparables con los obtenidos de las mues-
tras analizadas en este trabajo. En general, si bien se en-
contraron nueve patrones de restriccion compuestos,
los patrones PA1 (ralpalhal) y PA2 (ra2palha2) fueron
los dominantes en el periodo estudiado (1999-2003), con
frecuencias del 44,9% y 35,9%, respectivamente.
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El analisis de la distribuciéon de los patrones com-
puestos ano a ano, mostré que no hubo alternancia en-
tre los predominios de cada uno, y tomando en cuenta
que estos dos patrones representaban el 80% de las mues-
tras analizadas, no permitian obtener una variabilidad tal
que sirviera de eleccion para el andlisis genético posterior.
Por tal motivo en el ano 2003 se concluy6 que este tipo
de analisis no aportaba suficiente informacion en la cla-
sificacion molecular de las muestras, ni parecia ser una
buena estrategia de seleccion de cepas para la secuen-
ciacion posterior. A pesar de que la técnica de RFLP ha
sido historicamente utilizada como una herramienta mo-
lecular para la clasificacion de diversos microorganismos
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desde el punto de vista genético, permitiendo realizar di-
ferentes analisis estadisticos y hasta la construccion de ar-
boles filogenéticos (152), en la actualidad el avance de las
técnicas de secuenciacion de genes y hasta de genomas
completos para el caso de los virus, la ha ido reempla-
zando. Asimismo, para el caso de virus con alta variabili-
dad genética como lo son los virus con genoma com-
puesto por ARN como es el HRSV, la utilizacién de los
estudios moleculares mencionados permitieron obtener
informaciéon mas completa y realizar andlisis evolutivos
que de otra manera hubieran sido imposibles de alcanzar,
debido a que s6lo una sustitucion nucleotidica es res-
ponsable de la generacion de un determinado patrén de
restriccion, pero mas de una sustitucion es necesaria
para asociar a un aislamiento con un genotipo y subge-
notipo especifico, definido por analisis filogenético. De
todas maneras, si se quisiera realizar un estudio por RFLP
que generara informacién sélo cercana a nivel geno-
mico, se requeririan numerosas enzimas de restriccion en
conjunto para obtener resultados significativos, lo que ha-
ria de esta técnica artesanal un trabajo muy complejo que
la alejaria del objetivo original para el que habia sido pro-
puesta como mecanismo de tamizaje previo.

2.2.2.2. Andlisis filogenético y patrones de
distribucién de genotipos

Luego de realizar el andlisis por RFLP de las cepas de
HRSV subtipo A, se procedi6 a determinar sus genotipos,
como asi también analizar su evolucion y circulacién en
Argentina y su relacion a las cepas circulantes en el resto
del mundo. Para ello se determiné la secuencia nucleo-
tidica en forma directa del ectodominio del gen de la
glucoproteina G. El fragmento de estudio de 605 nt de
longitud contenia todo el ectodominio de la misma in-
cluyendo las dos regiones variables flanqueando a una re-
gién central muy conservada. Se analizaron un total de
62 secuencias. Entre éstas, se encontraron cinco grupos
con idénticas secuencias nucleotidicas, quedando un to-
tal de 53 secuencias unicas.

En primera instancia se procedi6 a la asignacion de
genotipos a los virus secuenciados. La misma fue reali-
zada por comparacién con cepas previamente genotipi-
ficadas correspondientes a distintos brotes anuales pro-
venientes de distintos lugares del mundo. Se realiz6 un
analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas uti-
lizando distintos criterios de inferencia filogenética (ana-
lisis bayesiano, maxima verosimilitud (MV), parsimonia
y distancia), para los cuales se obtuvieron de la base de
datos de GenBank 105 secuencias del gen de la gluco-
proteina G. Estas secuencias se utilizaron como repre-
sentativas de los distintos genotipos de HRSV subtipo A.
Luego de determinar el modelo de sustituciéon nucleoti-
dico que mejor se ajustaba a los datos (153), se aplicaron
los métodos de analisis bayesiano (154) y MV (155). Para
los arboles se fij6 como secuencia de grupo externo (del
inglés outgroup) ala cepa patron RSVLong/56 (cepa mas

antigua disponible en GenBank). En la Figura 9 se mues-
tra el arbol obtenido mediante inferencia bayesiana. El
resto de los analisis filogenéticos obtenidos por los res-
tantes criterios de inferencia filogenética confirmaron la
topologia obtenida por el método mostrado y su robus-
tez para asignar genotipos (arboles no mostrados).

Se observo que la topologia de todos los arboles fue
similar desde el punto de vista de agrupamiento de ce-
pas, mostrando dos ramas principales muy bien sopor-
tadas por una probabilidad posterior de 1 en el analisis
bayesiano de la Figura 9. Una de las ramas correspondio
al genotipo 1 (GAl), yla otra comprendi6 al resto de los
genotipos descriptos: GA2-GAb, GA7 y BE/A1 (el GA6
no esta representado por no haber disponibles en Gen-
Bank secuencias de la longitud en nt requerida). Como
puede observarse las cepas argentinas se agruparon sélo
en dos genotipos previamente definidos, GA2 y GA5, no
encontrandose ninguna asociada a otro genotipo re-
presentado. De las 62 secuencias argentinas, 28 se aso-
ciaron con el genotipo GA2y 34 con el GA5, mostrando
una ligera predominancia del altimo. En Ia Figura 10 se
muestra la distribucién de ambos genotipos entre las mis-
mas a lo largo de cada periodo epidémico analizado. Los
dos genotipos cocircularon durante todo el periodo, ex-
cepto durante el ano 2002 en el que sé6lo el GA5 fue en-
contrado. Debido a que ambos genotipos cocircularon
casi todo el periodo en estudio, se analizé en funciéon del
dato de los meses de aislamiento de cada cepa en cada
brote, si hubo alternancia de ambos genotipos durante
los distintos meses de un mismo ano, encontrandose
que también cocircularon durante todos los meses del
ano. Estos resultados estan de acuerdo con los publica-
dos por investigadores de otras partes del mundo du-
rante los ultimos anos (156-159). En concordancia, en
paises limitrofes como Uruguay y Brasil, la mayoria de los
aislamientos de HRSV subtipo A correspondieron a los
mismos genotipos descritos en este estudio, no obstante
también se encontraron cepas de los genotipos GAl y
GA7 (160) (161). Un trabajo realizado por un grupo de
investigadores de CEMIC en Argentina durante el peri-
odo 1995-2001, coincidi6 con los genotipos hallados en
este trabajo como asi también que habia otros como
GAl, GA3 y GA7 pero en escasas muestras y pertene-
cientes a anos previos a 1999 (29). Ademas, en un trabajo
publicado en 2008 y realizado en Campinas, Brasil se in-
forma la circulaciéon de cepas correspondientes al ge-
notipo GA7 durante el ano 1999 (30). Una razén que ex-
plique las diferencias mencionadas previamente en
relacion a lo descrito en este trabajo, podria deberse a
que, como fue mencionado anteriormente, el 93% de los
pacientes hospitalizados analizados en este estudio fue-
ron ninos menores de un ano de edad, mientras que en
general todos los trabajos referenciados fueron realiza-
dos en ninos menores de cinco anos. Los ninos menores
de un ano podrian estar sufriendo su primer episodio de
IRAB producida por HRSV, y no tendrian altos titulos de
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Figura 9. Arbol filogenético de cepas del HRSV sub-
tipo A (secuencias de 605 nt del gen de la gluco-
proteina G) construido por inferencia bayesiana
(154). El modelo de sustitucién nt determinado fue
GTR+/+G. Los parametros de la simulacién de
MCMC utilizados fueron 600.000 ngen, 1.000 sam-
plefreq, 4 nchains, 1.000 burnin. Las cepas argen-
tinas estan resaltadas en color rojo. Sdlo los valores
de probabilidad posterior mayores a 0,6 son mos-
trados. La cepa RSVLong/56 fue utilizada como out-
group.
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Figura 10. Distribucion de genotipos del HRSV subtipo A durante el periodo 1999-2004, mas casos esporadicos de 1997.

anticuerpos neutralizantes anti-HRSV, s6lo los recibidos
por via materna. Tomando en cuenta que GA2 y GA5 son
los genotipos virales que circularon mas frecuentemente
en la poblacién, podrian haber constituido la “oferta vi-
ral” mas probable para esos ninos. Mientras que los ninos
de edades mayores a un ano podrian estar cursando su se-
gundo o tercer episodio de HRSV, y asi estarian infecta-
dos s6lo con genotipos que tuviesen mayores diferencias
genéticas con aquellos virus con los que pudieron haber
sido infectados en su primer episodio de IRAB por HRSV
y contra los cuales hubieren generado anticuerpos. Se ha
sugerido que esas diferencias genéticas podrian favorecer
el “escape” de los virus a la respuesta inmune previa y con-
tribuir a la capacidad del HRSV de establecer infecciones
durante toda la vida de un individuo (131).

Analizando la topologia de los arboles obtenidos y
considerando la distribucion de las cepas argentinas en
cada genotipo, se observo que las cepas pertenecientes
al genotipo GA2, se encontraron distribuidas en todo el
clado correspondiente a este genotipo y asociadas con ce-
pas de otras partes del mundo, a diferencia de las del ge-
notipo GAb (ver mas adelante). Ademas se observo que
cepas del mismo ano dentro de un determinado geno-
tipo estaban distribuidas en todos los clados del mismo,
inclusive asociadas con cepas de otras partes del mundo
y de otros anos. En cambio, en el caso del genotipo
GAD, las cepas argentinas se encontraron asociadas en-
tre si e inclusive las cepas del mismo ano se asociaron
unas con otras. Analizando la distribucién de los dife-
rentes genotipos en muestras provenientes de distintos
paises se observo, como en Argentina, que durante el pe-
riodo de analisis de este trabajo (1999-2004), los geno-

tipos que circularon con mayor frecuencia fueron los en-
contrados entre las cepas de Argentina, GA2 y GAb, co-
rrespondiendo los genotipos restantes a cepas que cir-
cularon en anos anteriores en los distintos paises. Se
excluye de esta observacion al genotipo GA7, para el cual
se reportaron cepas en Bélgica en los anos correspon-
dientes a este estudio (1999, 2000, 2003 y 2005) (157).

Continuando con el estudio de las cepas argentinas del
subtipo Ay con el objetivo de profundizar atn en su dis-
tribucion y circulaciéon pero en Argentina exclusiva-
mente, se realizé un andlisis de asociaciéon y movimiento
de variantes virales dentro de los genotipos a través del
periodo 1997-2004 (excluido 1998). El mismo se realizé
utilizando dos métodos adicionales, uno basado en dis-
tancias filogenéticas Neighbour-Joining (162) y el otro en el
analisis de particion y estudio de componentes muy cer-
canamente relacionadas, a través del calculo de las dis-
tancias de Hamming con el programa PAQ (163). Ini-
cialmente todas las secuencias argentinas del subtipo A
fueron ingresadas al programa y se determiné que una
distancia de Hamming de 36 clasificaba a las cepas en los
dos genotipos descritos GA2 y GAb. Luego se continuo el
analisis con los genotipos por separado debido a que
para definir las particiones o clados dentro de los mismos,
los valores de las distancias necesarias para obtener el me-
jor resultado de agrupamiento eran muy diferentes. Esta
diferencia ya habia sido observada en el andlisis filoge-
nético previo en el cual se advirtié una mayor divergen-
cia para el GA2 (ver mas adelante el andlisis de variabili-
dad nty aa). En las Figuras 11-a) y b) se muestran los
resultados del analisis por los dos métodos aplicados
para cada genotipo.
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Para el caso del GA2, a partir de una distancia de
Hamming de 13 se generaron cuatro subpoblaciones,
particiones o clados distintos no superpuestos (clados 1-
4). Entre éstos, el clado 1 (rojo) fue el mas numeroso con
13 cepas en total, seguido por el clado 2 (azul) con nueve
cepas, luego los clados 4 (verde) con tres cepasy el 3 (ce-
leste) con dos cepas. El grafico de circulos muestra en el
caso del clado 1 que cepas agrupadas dentro del mismo,
se presentaron en forma continua durante los anos 1997,
1999-2001, luego dejaron de detectarse durante el peri-
odo 2002-2003 y reemergieron en el ano 2004. Un re-
sultado similar se encontré6 con las cepas agrupadas den-
tro del clado 2, dos de las cuales se presentaron en el ano
1999, dejaron de circular durante un periodo de tres anos
(2000-2002) para reemerger con un numero notable de
cepas en los anos 2003 y 2004. En cambio, para el caso del
clado 4 se encontraron cepas que so6lo circularon durante
el ano 1999 y posteriormente desaparecieron. En el ana-
lisis por Neighbour-Joining mostrado en la parte inferior de
la Figura 11-a) puede observarse como las cepas se aso-
ciaron en clados filogenéticos acordes con los resultados
del andlisis de particion.

Para el GA5 una distancia de Hamming de ocho ge-
nero cuatro subpoblaciones, particiones o clados (clados
1-4), los cuales pudieron asociar a las cepas en grupos no
superpuestos. De esta manera, el clado 1 (azul) quedoé
con siete cepas asociadas, el clado 2 (rosa) con 17 cepas,
los clados 3 (rojo) y 4 (verde) con cinco cepas cada una.
En el grafico de circulos presentado en la Figura 11-b)
pude observarse, como cepas pertenecientes a un clado
como el 3 (rojo), circularon en 1999, no se detectaron
durante los anos 2000 y 2001, reaparecieron en el 2002
y nuevamente dejaron de circular en 2003 y 2004. En
cambio las cepas asociadas en el clado 2 permanecieron
circulando en la poblacién durante el periodo 1997-
2002 (excluido 1998) y dejaron de detectarse durante los
anos 2003y 2004. Luego los clados 1y 4 tuvieron sus apa-
riciones durante anos sucesivos, el clado 1 en los anos
2002-2004, siendo las cepas pertenecientes al mismo las
anicas encontradas en los anos 2003 y 2004 dentro del
GAb5, mientras que el clado 4 s6lo se present6 durante los
anos 2000y 2001 (Figura 11-b)). La coexistencia de mul-
tiples linajes puede ocupar diferentes regiones dentro de
un espacio de aptitudes virales (del inglés landscape of vi-
ral fitness) que le permitirfan a estos virus adaptarse ra-
pidamente a cambios en la topologia de este espacio
mencionado dependiendo del estado inmunolégico que
presenten los huéspedes (164).

Analizando ahora en forma global la relacién entre las
cepas argentinas y el total de las cepas incluidas en los ana-
lisis filogenéticos realizados, poniendo énfasis en los anos
de aislamiento y localizacion geografica de las distintas ce-
pas, se buscé un patrén que describa las caracteristicas fi-
lodinamicas del HRSV subtipo A. Para ello se analizaron
nuevamente ambos genotipos por separado. De los arbo-
les filogenéticos obtenidos previamente mas el agregado
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de nuevas secuencias obtenidas de GenBank, se determi-
naron clados dentro de cada genotipo, los cuales asocia-
ron o no a cepas argentinas con las reportadas en el resto
del mundo. Esos clados se ubicaron geograficamente en
un mapa planisferio, relacionados con los anos de aisla-
miento. En las Figuras 12-a) y b) se muestra la georefe-
renciacion para ambos genotipos, como asi su relacion a
los clados o linajes que habian sido obtenidos para las ce-
pas argentinas en el andlisis por particion previo.

Considerando la circulacién a nivel global de los di-
ferentes genotipos y linajes, el analisis de la Figura 12
muestra que el genotipo GA2 esta distribuido mas am-
pliamente que el GAbD, entre las cepas argentinas y las ob-
tenidas de GenBank. Mientras que en forma individual
para las cepas argentinas, algunas observaciones parti-
culares de la georeferenciacion explican ciertos com-
portamientos observados en el analisis de particion rea-
lizado previamente. Por ejemplo en el mapa
correspondiente a GA2, se observa que los virus perte-
necientes al clado 1 (rojo) circularon en Argentina los
anos 1997, 1999-2001, para volver a circular en el 2004,
pero durante los anos 2002 y 2003 estos virus fueron en-
contrados en paises de Europa como Bélgica. Al igual que
el clado 2 (azul) que en Argentina no circul6 durante los
anos 2000-2002, anos en los cuales este tipo viral fue ha-
llado en el resto de los continentes, para luego resurgir
en los anos 2003 y 2004 en la Argentina. Asi como en el
clado 3 (celeste), cepas que circularon en Asia y Europa
durante 2000-2004, fueron detectadas en Argentina re-
cién a partir de 2003. Dentro de este mismo genotipo el
clado 4 (verde) estuvo presente en Argentina y en Mo-
zambique en el ano 1999 para luego desaparecer de la cir-
culacion general ya que s6lo se habian encontrado cepas
de estas caracteristicas previamente en Seul en 1996; evi-
dentemente este grupo viral habria desaparecido de la
circulacién mundial, tal vez por tener una menor adap-
tacion (del inglés fitness) con respecto a los restantes tipos
virales que circularon al mismo tiempo, probablemente
porque el estado inmunolégico de la poblacion haya li-
mitado su circulacién. Luego hay clados como el 5 (rosa)
y el 6 (naranja) que no se han observado en Argentina
durante el periodo analizado.

Para el caso del genotipo GA5, puede verse como el
clado 2 (rosa) al circular casi exclusivamente en la Ar-
gentina persistié durante varios anos en forma continua.
Por otro lado el clado 5 (naranja), al igual que lo men-
cionado para el clado 6 del GA2, no se detect6 entre las
cepas argentinas, mientras que circul6 en Europay Oce-
ania entre el 2001 y el 2006, mostrando ser probable-
mente un linaje viral nuevo dentro de este genotipo. De
todas maneras, es posible que si se analizaran cepas de
Argentina en los anos posteriores al 2004, podrian de-
tectarse ambos linajes virales. El clado 1 (azul), se en-
contré en Argentina recién en 2002 y permanecio hasta
2004, mientras que habia circulado en brotes anteriores
en el resto de los continentes.
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Figura 12. Distribucién geografica mundial de las secuencias del HRSV subtipo A. En cada pais se indica el o los clados que fueron en-
contrados entre las secuencias reportadas y el afio de aislamiento. a) Dentro del genotipo GA2 se indican el clado 1 (rojo); clado 2 (azul);
clado 3 (celeste); clado 4 (verde); clado 5 (rosa) y clado 6 (naranja). Los clados desde el 1 al 4 y sus colores se corresponden con los
definidos en la Figura 11-a) del analisis de particion. b) Dentro del genotipo GA5 se indican el clado 1 (azul); clado 2 (rosa); clado 3 (rojo);
clado 4 (verde) y clado 5 (naranja). Los clados desde el 1 al 4 y sus colores se corresponden con los de los definidos de la Figura 11-b) del
analisis de particion.
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En este sentido, y teniendo en cuenta que los estudios
de los virus con genoma de ARN que infectan humanos
han revelado un numero importante de generalidades
epidemiolégicas y en particular se han observado una va-
riedad de patrones filogeograficos diferentes, se intent6
encontrar un patrén que describiera las caracteristicas
filodinamicas del HRSV subtipo A detalladas previa-
mente. Si bien es cierto que la circulacién de ningun vi-
rus responde exclusivamente a uno en particular, se
han definido cinco patrones generales, los cuales se de-
tallan a continuacion (164):

i) patrones sin estructura espacial clara en donde
existe una compleja mezcla al azar entre los ais-
lamientos muestreados en diferentes regiones ge-
ograficas, indicando un trafico viral frecuente en-
tre las distintas localidades;

ii) patrones que presentan una transmisiéon en ondas
en donde los virus se mueven de un lugar central
como punto de partida, produciendo una rela-
cion relativamente simple entre las distancias ge-
ograficas y las distancias genéticas (ejemplo sa-
rampion);

iii) patrones que responden a un modelo llamado
“nucleo-satélites” en donde una o limitadas areas
geograficas actian como origen de la poblacion,
exportando linajes virales a otras poblaciones re-
ceptoras donde los virus pueden s6lo sobrevivir a
corto plazo (quizas con bases fuertemente esta-
cionales) y pueden generar ondas de transmi-
sion;

iv) patrones que presentan dinamicas tipo gravitato-
rias en donde los patrones de transmision viral
son dirigidos por los grandes centros poblacio-
nales, los cuales actian como atractores gravita-
torios, tal vez siguiendo los patrones del flujo de
la circulacién y/o el trabajo humano; y v) patro-
nes que presentan una fuerte division espacial en
los cuales diferentes localidades geograficas estan
caracterizadas por la presencia de aislamientos
filogenéticamente diferentes con poca evidencia
de trafico viral entre ellos.

Por lo tanto, la circulacion de los linajes virales per-
tenecientes a los clados representados por el color na-
ranja en la Figura 12 (clados 6 para GA2 y 5 para GAb)
que se hallaron restringidos a la circulacion fuera de la
Argentina durante el periodo 2000-2006, y al clado 2
para el GAS (rosa) s6lo encontrado en la Argentina en
forma continua, podria estar representada por el patréon
cinco. Encontrandose microevolucion en el tiempo de
estas variantes limitadas a ciertas areas geograficas, tal vez
sujetas a deriva génica. Por otro lado, los linajes virales
pertenecientes al resto de los distintos clados como el
clado 1 para GAH (azul) se comportarian segun el patréon
tres, debido a que se presentan como ondas de trans-
mision, siguiendo los ciclos estacionales.
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2.2.2.3. Analisis de la variabilidad de secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas

Del analisis molecular de las secuencias argentinas co-
rrespondientes a ambos genotipos y a partir de sus ali-
neamientos de nucleétidos, se obtuvieron valores de di-
versidad nucleotidica media por sitio por ciento de
3,21% (desviacién estandar, DS 0,25%) para el genotipo
GA2, con un numero total de 105 sitios polimérficos,
mientras que para el GA5 el valor fue de 2,07% (DS
0,13%), con un total de 85 sitios polimérficos. Las dife-
rencias halladas en los valores de diversidad para los
dos genotipos mostraron ser estadisticamente significa-
tivas (p<0,0001) como venia observandose desde el
punto de vista filogenético en los analisis previos. La di-
versidad total para las cepas argentinas representada
como el niumero medio de diferencias en nucleétidos
por sitio por ciento fue de 5,41% (DS 0,19%), con 179
sitios polimorficos totales encontrados entre las 62 se-
cuencias argentinas estudiadas en conjunto. Las com-
paraciones de los alineamientos de secuencias nucleoti-
dicas mostraron que todos los cambios genéticos
observados entre las secuencias argentinas fueron susti-
tuciones de nucleotidos, no habiéndose encontrado de-
leciones, inserciones ni cambios en el marco de lectura.

Con el objetivo de cuantificar el cambio evolutivo
para HRSV subtipo A durante el periodo de estudio, se
calculé la tasa de sustitucion nucleotidica utilizando un
método bayesiano a través del programa Beast (165),
que resulté en un valor medio de 1,419x10? sustituciones
nt/sitio/ano (IC 95%=1,169-1,677x10?). Para comprobar
si la mayor diversidad se asociaba con mayor tasa de sus-
titucion por sitio por ano, se calcularon las tasas de ma-
nera individual para GA2 y GA5, no habiéndose encon-
trado diferencias significativas entre ambos valores
(3,0617x10? sustituciones nt/sitio/ano vs. 2,8801x10? sus-
tituciones nt/sitio/ano, respectivamente). Una tasa de
sustitucion nucleotidica del orden de 10? sustituciones
nt/sitio/ano como la encontrada, ha sido observada para
el caso de los virus con genoma ARN, sobre todo los que
tienen simple cadena y tamano pequeno (15,2 Kb para
HRSV) y ademas poseen una polimerasa carente de acti-
vidad correctora (166). Las sustituciones han ido fijandose
en el tiempo, llevando a los elevados valores de tasas de
sustituciéon en general encontrados, incluso en estudios
que abarcan cortos periodos de tiempo (este trabajo, 157,
167). A pesar de que cuando se realizé el calculo de la tasa
de sustitucion por separado para ambos genotipos no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
mismos, el valor obtenido para el genotipo GA2 fue leve-
mente mayor que para el GA5, continuando con la ten-
dencia observada en todos los analisis realizados. El grado
de asociacion temporal y espacial podria estar gober-
nado por la tasa de sustituciéon de los virus y su habilidad
de persistir en la poblacion. En una poblacién viral que
evoluciona a una baja tasa, uno esperaria que las cepas
mas antiguas persistan en la misma y las distancias gené-
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ticas entre los clados sean bajas, como ha sido observado
para el caso del genotipo GAD, para el cual el analisis de
particién mostr6 que los diferentes linajes permanecie-
ron por mas tiempo en la poblacion argentina que los en-
contrados para el genotipo GA2. Ademas, como se men-
cion6 anteriormente la distribucion global de GA2 fue
mayor que la de GA5 (167).

En relacion al analisis a nivel aminoacidico de HRSV
subtipo A se obtuvo el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos inferidas utilizando el codigo genético uni-
versal, las mismas presentaron una longitud de 297 6 298
aminoacidos como ha sido observado para la glucopro-
teina G de este subtipo. El cdlculo de diversidad amino-
acidica media por sitio por ciento result6é en un valor de
10,4% (DS 1,2%), mientras que cuando se realizé el
mismo andlisis pero para ambos genotipos por sepa-
rado, se obtuvo un valor de 5,3% (DS 0,8%) para el
GA2, y de 3,1% (DS 0,6%) para el GAb, diferencias es-
tadisticamente significativas para ambos genotipos
(p<0,0001). Las longitudes de la proteina para ambos ge-
notipos fueron diferentes, para el caso de GA2, algunas
cepas presentaron una longitud de 297 aay otras 298 aa,
mientras que las cepas del GA5 presentaron una longi-
tud uniforme de 298 aa.

Analizando las caracteristicas de las mutaciones en-
contradas en los alineamientos, en forma general, 57 sus-
tituciones correspondieron a cambios sinénimos (),
mientras que un total de 93 llevaron a cambios de re-
emplazo aminoacidico o no sinénimos (N). Cuando se
analiz6 la distribucion de los cambios N para ambos ge-
notipos por separado (debido a las diferencias encon-
tradas previamente en los valores de diversidades tanto
nucleotidicas como aminoacidicas), se observo que am-
bos genotipos presentaron el mismo niamero de cambios
Nen su segunda region variable (N=32), mientras que en
la primera region variable se observo para el GA2 un ma-
yor numero de cambios que los encontrados para el
GAb (N=20 vs. 13, respectivamente).

Como consecuencia de la observaciéon de que para
HRSV la mayoria de las sustituciones nucleotidicas llevan
a cambios aminoacidicos, se calcul6 el valor global pro-
medio de dN/dS (w) que fue de 0,655 (p<0,05) sugi-
riendo que las sustituciones no sinénimas tienen 65,5%
mas chances de fijarse en la poblacién que las sinénimas,
aunque en promedio la proteina G se encontraria bajo
una seleccion purificadora (w<1). Continuando con las
diferencias encontradas entre ambos genotipos, se rea-
lizaron los calculos de dN/dS globales y por sitio para los
dos genotipos por separado, y curiosamente los resulta-
dos fueron muy distintos. Para el caso del GA2, el valor
dN/dS global fue de 0,7212 (p<0,05) y se encontraron 23
sitios sujetos a seleccion positiva, mientras que sélo 10
con evidencia de seleccién negativa. Mientras que para
el GAD, el calculo global dio un valor menor, de 0,487
(p<0,05) y no se encontr6 evidencia de seleccion positiva
sobre ningun sitio, mientras que se encontraron 29 sitios

con probable seleccion negativa. Este analisis se realizé
con las secuencias aminoacidicas inferidas a partir del ec-
todominio completo de la glucoproteina G, observan-
dose las diferencias mencionadas, mientras que cuando
se hicieron los calculos utilizando s6lo el tercio terminal
de la proteina (longitud de secuencia normalmente uti-
lizada en la mayoria de los trabajos sobre epidemiologia
molecular de HRSV), las diferencias que habian sido sig-
nificativas en cuanto a la diversidad dejaron de serlo.

Con el objetivo de explicar estas observaciones, se ana-
1iz6 el perfil antigénico de ambos genotipos por separado
(utilizando las secuencias completas del ectodominio de
G). Se obtuvieron secuencias aminoacidicas consenso
para ambos genotipos y ambos perfiles se analizaron con
el programa Protean incluido en el paquete Lasergene
(DNASTAR, Madison, Wis., EE.UU.) (Figura 13). La
comparacion para las secuencias consenso mostr6 que la
mayoria de las regiones antigénicas en el tercio 3’ ter-
minal del ectodominio de G fueron muy similares para
ambos genotipos. Mientras que para la primera regién
variable del ectodominio se observé que GA2 present6
al inicio de la secuencia dos regiones antigénicas mas
que GAb (Figura 13). A parte de ésto, se observé en am-
bos perfiles una regién con menor indice de hidrofili-
cidad que incluy6 los aa 164 a 187, coincidentes con la
zona de unioén al receptor celular (zona altamente hi-
drofébica).

De todo el analisis de variabilidad molecular realizado
en los parrafos anteriores, surge que el genotipo GAbD es
significativamente menos diverso que el GA2, tanto a ni-
vel nucleotidico, como aminoacidico, conclusién que
igualmente se desprende del analisis de los perfiles an-
tigénicos. Estas diferencias encontradas podrian deberse
a que sobre los genotipos estarian actuando diferentes
fuerzas de seleccion. En este sentido, la relacion global
dN/dS calculada de 0,655 mostr6 como para estos virus
existen mas chances de fijarse las mutaciones no sinoni-
mas que las sinénimas (seleccion positiva), a pesar de
que al ser el valor <1 en forma global actuaria una se-
leccion purificadora. El analisis por sitio de dN/dS, indico
que a pesar de que en general hay varios sitios sujetos a
seleccion negativa, algunos “sitios calientes” (del inglés
hot spots) podrian estar presentes, los cuales acumularian
mutaciones a mayor tasa debido a estar sujetos a selec-
cion positiva y/o tener menores restricciones selectivas.
Si bien para explicar estos resultados seria necesario
desarrollar un analisis antigénico mas detallado tanto ex-
perimental como bioinformatico, evaluando por ejem-
plo, si hay diferencias en epitopes neutralizantes para
ambos genotipos en esas regiones, analizando mutantes
de escape a diferentes anticuerpos genotipo especifi-
cos, se podria especular, que la poblacion susceptible no
responderia de la misma manera para cada genotipo,
ejerciendo diferentes presiones, como se observé en
una primera instancia en los perfiles antigénicos. De
esta manera se concluye que seria conveniente cuando
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Figura 13. Comparacion de perfiles antigénicos del ectodominio de la glucoproteina G completo. Las cepas argentinas correspondientes a
cada genotipo fueron analizadas como secuencias consenso (ARG-GA2 y ARG-GAD) obtenidas con todas las secuencias argentinas de GA2
y GA5, respectivamente. El indice antigénico de James-Wolf y las regiones hidrofilicas de Hopp-Woods fueron obtenidos con el programa
Protean. Los nimeros de la regla corresponden a los aminoacidos 98 a 298 de la cepa de referencia RSVLong/56.

se realiza el analisis molecular, ya sea desde el punto de
vista epidemiolégico molecular, evolutivo, antigénico,
etc., hacerlo sobre los genotipos en forma separada. Asi-
mismo es de suma importancia tomar estos analisis a la
hora de formular futuras vacunas contra este virus.

2.2.3. Anélisis molecular del HRSV subtipo B (148)

2.2.3.1. Deteccidn de los HRSV subtipo B con la
duplicacién de 60 nt

Continuando con el andlisis molecular y filogenético
del HRSV en el periodo 1999-2004, se procedi6 a anali-
zar a nivel molecular las muestras correspondientes al
subtipo B.

De las 121 muestras correspondientes al subtipo B de-
tectadas previamente por multiplex RI-PCR anidada, se
amplific6 el gen completo de la glucoproteina G durante
el periodo de estudio (fragmento de 1.162 nt). Curio-
samente, cuando se analizaron los productos de ampli-
ficacién en un gel de agarosa se encontré que 47 cepas
tenian un retraso casi imperceptible en la migracién
del fragmento de PCR, debido tal vez a una pequena di-
ferencia de tamano de esos fragmentos. Esta observacion
se hallaba en coincidencia con lo descrito por Trento y
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colaboradores en tres cepas del ano 1999 (113). Para po-
der confirmar este hallazgo en las cepas analizadas en
este trabajo, se decidio realizar a esas muestras una nueva
RT-PCR amplificando un fragmento de menor longitud
(471 nt) que permiti6 determinar que habia una dife-
rencia de tamano en el gen de las muestras a las que se les
habia observado esa disminucién en la migraciéon. De
esta manera se confirmé que las 47 muestras subtipo B po-
seian una longitud mayor en el gen de la glucoproteina
Gy que se estaria ante la existencia de una insercion de
una longitud no descripta hasta el momento para HRSV
en el resto del mundo, ya que s6lo se habian descrito in-
serciones puntuales de adenosinas (168).

En la Tabla IV se lista el nimero de muestras del sub-
tipo B que presentaron la insercién en relacion a las
muestras totales y a las que no la poseian, discriminadas
por ano.

A partir de este hallazgo, se decidié continuar con el
analisis de estas cepas en el transcurso del tiempo, con
el proposito de estudiar un evento genético no descrito
para el HRSV'y que podria aportar datos mads interesan-
tes sobre la evolucion y circulacion del HRSV. Anali-
zando la bibliografia disponible en relacién a este ha-
llazgo, s6lo se encontré el trabajo de los colegas del
CEMIC donde describian los tres aislamientos corres-
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pondientes al ano 1999 de HRSV subtipo B mencionados
con caracteristicas similares a las descritas aqui (113), no
habiéndose encontrado ningun trabajo previo que in-
formara este hallazgo.

2.2.3.2. Analisis filogenético y molecular

En 35 muestras se obtuvo la secuencia completa del
gen de G, conteniendo las dos regiones variables, mas la
region transmembrana. Se intent6 determinar con la se-
cuenciacion completa de G si en este caso habria en el
resto del gen alguna delecion que compensara a la pro-
teina que presentaba estas caracteristicas. La secuencia-
cion posterior del gen confirmé las observaciones pre-
vias, encontrandose una insercion de 60 nt. El analisis del
total de las muestras correspondientes al subtipo B
(N=121), permiti6 determinar que las cepas con la in-
sercion (N=47) se mantuvieron circulando durante todo
el periodo de estudio entre 1999 y 2004 (Tabla IV).

El alineamiento de nucleé6tidos de las secuencias ob-
tenidas junto con las de las cepas encontradas por el
grupo colega, mas la cepa patrén RSVCH18537/63 per-
mitié determinar que la insercion de 60 nt en el gen de
la glucoproteina G era una duplicaciéon que comenzaba
en la posicién nucleotidica 792 con respecto a la cepa pa-
trén. No se encontraron inserciones, ni deleciones que
compensaran esos 60 nucleétidos extra incorporados
en la glucoproteina G. De manera interesante se en-
contr6 que mientras las secuencias de la duplicacién
provenientes del ano 1999 eran una copia exacta de los
60 nt precedentes, durante los anos posteriores se acu-
mularon cambios nucleotidicos en los dos segmentos
(ver mas adelante).

A pesar de que previamente al ano 1999 se habian in-
formado secuencias de la glucoproteina G de HRSV con
duplicaciones o deleciones de uno a dos tripletes (129,
131), las mismas habian sido encontradas esporadica-
mente en ciertos brotes epidémicos sin continuidad en
el tiempo. Precisamente, es sorprendente que virus con

la duplicacion mds grande descrita hasta el momento
para HRSV (60 nucleétidos) hayan circulado por al me-
nos seis anos sucesivos e inclusive hayan reemplazado a
otros genotipos predominantes. Por ejemplo, secuencias
con la duplicacion de 60 nt dan cuentas de entre el 50 a
60% de los virus del subtipo B en Buenos Aires en los tl-
timos anos correspondientes a este estudio (Tabla IV).
De manera similar, secuencias pertenecientes a este
nuevo genotipo denominado BA, por haber sido iden-
tificados por primera vez en Buenos Aires, han predo-
minado entre los virus del subtipo B en epidemias re-
cientes en Bélgica (169), Jap6n (170), Nueva Zelanda
(167), India (171) y Brasil (30) entre otros.

Los valores de diversidad media por sitio por ciento
para las secuencias del gen completo de la glucoproteina
G de las muestras argentinas fueron del 1,2% (DS 0,2%)
a nivel nucleotidico y del 2,2% (DS 0,4%) a nivel ami-
noacidico, reflejando una mayor variacion de secuencias
a nivel de la proteina que a nivel del ARN.

Se realiz6 un analisis filogenético de las secuencias de
nt de G completas, que presentaron la duplicacion, en el
mismo se incorporaron las tres cepas reportadas por CE-
MIC en 1999. Se realiz6 un analisis bayesiano (154), uti-
lizando la cepa patrén RSVCH18537/63 como secuencia
del grupo externo del arbol (outgroup) (Figura 14). En el
arbol de la Figura 14 se puede observar que las secuen-
cias se agruparon en un genotipo denominado de ahora
en adelante BA y pudieron ser clasificadas en al menos
tres clados (BA-I, BA-II y BA-III) respaldados por proba-
bilidades posteriores de 0,7. El clado BA-I incluy6 todas las
muestras del ano 1999 (ocho muestras) y 12 muestras del
2002. Las restantes diez secuencias del ano 2002 se en-
contraron asociadas en los clados BA-II y BA-III con otras
secuencias del ano 2003 y 2004. Dos secuencias comple-
tas obtenidas de muestras del ano 2004 se agruparon en
un clado separado (BA-IV), con un valor de probabilidad
posterior en el andlisis bayesiano de 0,7.

El modelo de sustitucion nt determinado fue TrN+G.

Tabla IV. Circulacién de cepas del HRSV subtipo B en Buenos Aires durante el periodo 1999-2004.

N° cepas N° cepas N°cepas HRSV B Secuencias
HRSE HRSV B° con insercion® completas?
(%) (%)

1999 56 35 (62,5) 5(14,3) 4
2000 44 0 (0,0) 0 (0,0) 0
2001 41 7(17,1) 1(14,3) 0
2002 63 45 (71,4) 23 (51,1) 22
2003 92 24 (26,1) 12 (50,0) 6
2004 57 10(17,5) 6 (60,0) 3

a. Numero de muestras que resultaron positivas por multiplex RT-PCR anidada para la subtipificacion de HRSV.

b. Numero de muestras de HRSV que fueron clasificadas como subtipo B por multiplex RT-PCR anidada.

c. Nimero de muestras de HRSV subtipo B que presentaron bandas de mayor tamafio que la cepa patrén
RSVCH18537/63, indicativo de que presentaban una insercién en el gen de la glucoproteina G.

d. Nimero de muestras del subtipo B para los cuales se pudo obtener la secuencia completa de G.
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Figura 14. Anélisis filogenético de secuencias completas del gen de la glucoproteina G del HRSV subtipo B con una duplicacién de 60 nt,
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2.2.3.3. Comparacidn de las secuencias argentinas
(BA) con las cepas del HRSV con la duplicacidn de
60 nt aisladas en otras partes del mundo.

A partir de la descripcion inicial de este nuevo grupo
o genotipo de HRSV subtipo B con la duplicacién de 60
nt, otros laboratorios del mundo informaron secuencias
parciales de G obtenidas a partir de muestras clinicas
con el mismo segmento duplicado. Los virus presentes
en esas muestras fueron todos clasificados dentro del
subtipo antigénico B de HRSV mediante técnicas de RT-
PCR subtipo especificas o mediante secuenciacion nu-
cleotidica. Los diferentes reportes incluyeron mues-
tras de Sapporo (Japén) en 2000 y 2002 (158), de
Niigata (Japén) en 2003 (170), de Kenya en 2003 (156),
de Quebec (Canada) en 2001 y 2002 (171), de Bélgica
desde 1999 a 2005 (169), de Nueva Zelanda en 2004
(167) y Nueva Delhi (India) desde 2001 a 2005 (172).
Notablemente, todas estas muestras fueron aisladas
posteriormente a las encontradas por primera vez en
Argentina (1° muestra: RSVBA802/99 obtenida en
mayo de 1999). En todos los casos, las secuencias de los
bordes del segmento duplicado fueron las mismas. En
relacion a la variabilidad observada en las muestras del
resto del mundo, fue encontrado cierto grado de di-
vergencia dentro de las dos copias del segmento du-
plicado en la mayoria de los casos, excepto en las mues-
tras mas cercanas a 1999, como se observo en las
secuencias RSVBA presentadas previamente. A pesar de
que todos estos datos sugieren que los virus con el seg-
mento duplicado en la glucoproteina G compartirian
un ancestro comun y que podrian haber sido origina-
dos a partir de un evento tnico de duplicacién, no se
puede excluir absolutamente la posibilidad que todos
estos virus descriptos se hubieren originado en varios
eventos independientes. Por lo tanto, para testear si los
virus RSVBA con la duplicacién de 60 nt, descriptos en
este trabajo y los reportados en otras partes del mundo
tuvieron un ancestro comun, se realizé un analisis fi-
logenético con los mismos. Un total de 47 secuencias
RSVBA con la duplicaciéon de 60 nt fueron incluidas en
el analisis, de las cuales s6lo 30 correspondieron a se-
cuencias Unicas y fueron comparadas con las reportadas
por los paises mencionados previamente y obtenidas de
GenBank. Ademas se agregaron para el analisis y com-
paracion, 31 secuencias correspondientes a los genoti-
pos GB1-GB4, SAB1-SAB3, URU1 y URU-2 previamente
descriptos para HRSV subtipo B. Algunas de estas mues-
tras agregadas correspondian a virus aislados contem-
poraneamente en Argentina o en paises vecinos (Mon-
tevideo, Uruguay) (173), pero no poseian el segmento
duplicado. La Figura 15 muestra el arbol obtenido por
analisis bayesiano. Todas las secuencias con la duplica-
cion de 60 nt se agruparon en el nuevo genotipo BA, se-
paradas de aquellas asignadas previamente a otros ge-
notipos descriptos para HRSV subtipo B. Se puede
observar que este nuevo genotipo presento un soporte

estadistico alto, con una probabilidad posterior de 0,95.
Por otro lado, ninguna de las secuencias prototipo asig-
nadas a los otros genotipos previamente reportados se
asociaron con las secuencias del nuevo genotipo BA. Es-
tos resultados dan un fuerte soporte a la hipétesis de
que existe un ancestro comun para todas las secuencias
con la duplicacion en la proteina G. Para descartar la
posibilidad de que el segmento duplicado (primera o
segunda duplicacién), hubiere introducido alteracio-
nes en el analisis filogenético, se realiz6 el mismo ana-
lisis filogenético pero excluyendo de a uno por vez los
segmentos de 60 nt en cuestion (duplicacion), ambos
arboles mantuvieron la topologia descrita, conservando
al genotipo BA separado del resto de los genotipos, y
eliminando asi la posibilidad de sesgos producidos por
el segmento duplicado. Ademas, en la Figura 15 se
identificaron dos nuevos clados (BA-Vy BA-VI) dentro
del genotipo BA, los cuales no habian sido reconocidos
previamente en el arbol de la Figura 14. El clado BA-V
incluy6 sélo tres secuencias de muestras aisladas en
Niigata (Jap6n) durante el brote de 2003, y el BA-VI
contenia casi exclusivamente secuencias de muestras
aisladas en Bélgica, excepto una de Sapporo y otra de
Quebec. Notablemente, el clado BA-III descrito pre-
viamente en la Figura 14, contiene s6lo secuencias de
muestras aisladas en Buenos Aires desde 2002 a 2004.
Por 1ultimo, el clado mas heterogéneo fue el BA-IV, en
relacion al lugar y ano de aislamiento de las muestras.
El mismo incluy6 secuencias de Bélgica (1999, 2001 y
2003), Quebec (2001 y 2002), Nueva Delhi (2003 y
2004), Kenya (2003), Nueva Zelanda (2004) y curiosa-
mente s6lo secuencias de Buenos Aires de 2004, mos-
trando que podria ser un grupo genético reintroducido
en Argentina.

Todo este analisis detallado permiti6 utilizar a la apa-
riciéon de la duplicacién como un marcador genético
para trazar un mapa mundial de la circulacion de este vi-
rus y poder describirlo desde el punto de vista filogeo-
grafico, como asi analizar su participacién en la genera-
cion de variabilidad para HRSV. Tomando en cuenta que
las primeras muestras fueron aisladas en Argentinay a
partir de aqui se fueron diseminando al resto del mundo
se realizé un mapa con las ubicaciones geograficas de los
virus BA, asi como los clados obtenidos por analisis filo-
genético y los anos de circulacién (Figura 16).

Se ha postulado que la estructura secundaria relati-
vamente estable del ARN viral formada transitoriamente
durante el proceso de replicacion viral podria tener al-
guna relacién con la generacion del segmento duplicado
en el gen de la glucoproteina G del HRSV observado en
las muestras BA (113). A pesar de que probablemente
este sea un evento genético raro que contribuye a una
lista de cambios de secuencia inusuales observados en el
gen de la glucoproteina G de numerosos aislamientos de
HRSV (129) (169) podria haber sucedido mas de una vez
durante la historia de la evolucion del virus. El hecho de
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Figura 15. Arbol filogenético correspondiente al extremo C-terminal del gen de la glucoproteina G del HRSV subtipo B, construido mediante
analisis bayesiano. Sdlo las probabilidades posteriores mayores a 0,7 son mostradas.
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que las secuencias nucleotidicas lindantes al segmento
duplicado fueran idénticas en todas las cepas que pre-
sentaron este cambio genético, podria simplemente re-
flejar las restricciones estructurales o funcionales para
ese cambio en otras partes del gen de la glucoproteina
G. No obstante, la observacion de que todas las secuen-
cias con el segmento duplicado de 60 nt se asociaron en
el mismo genotipo (BA) de la Figura 15 (genotipo que
excluye a todas las otras secuencias del subtipo B sin la
duplicacion) asi como también en el analisis filogenético
en el que se excluyeron de a uno por vez ambos seg-
mentos duplicados, provee una fuerte evidencia de que
todas poseen un ancestro en comun y de esta manera
ofrece un extraordinario escenario para reevaluar las ca-
racteristicas epidemiologicas del HRSV. Debido a que el
patrén de evolucion de las secuencias del HRSV con el
segmento duplicado no fue diferente del observado ge-
neralmente para los subtipos Ay B (37), 1a Figura 15 pro-
vee un excepcional ejemplo de la historia natural del
HRSV durante seis anos consecutivos. A nivel local, la Fi-
gura 14 refleja la circulacion de los virus BA durante los
seis anos consecutivos que abarca este trabajo. Mientras
que todos los virus aislados en el ano 1999 se encontra-
ron relacionados cercanamente a un ancestro comun
(clado BA-I) y contenian una copia exacta del segmento
duplicado, los virus que circularon los brotes siguientes
se agruparon en cuatro ramas separadas (BA-I, BA-II, BA-
III, y BA-VI). Estos resultados ejemplifican el reemplazo

de genotipos localmente predominantes en brotes su-
cesivos, como se observo para el subtipo A en este tra-
bajo, y ha sido extensamente publicado en la literatura
tanto para cepas del subtipo A como para cepas del B sin
el segmento duplicado inclusive (130) (157) (167) (172).
Es importante notar que los virus BA-I aparentemente
dejaron de circular en Buenos Aires y en otros lugares
del mundo luego del 2002 (Figuras 14 y 15). Se podria
especular que la incorporacion de sustituciones nucleo-
tidicas en el gen de la glucoproteina G podria haber lle-
vado al mejoramiento de la capacidad de adaptacion vi-
ral (del inglés viral fitness) y asi estas nuevas variantes
pudieron haber reemplazado a las que originalmente se
generaron. Por ejemplo, la transicién T754C fue en-
contrada en todas las secuencias BA (todos sus clados)
excepto en BA-I. Ademas, la segunda copia del segmento
duplicado de estas cepas presenté cambios en sus se-
cuencias que no se observaron en las pertenecientes al
clado BA-L

La Figura 16 refleja la diseminacién global de los vi-
rus BA desde que fueron originados posiblemente en
1997-1999. Como se mencioné previamente los virus
del clado BA-I circularon extensamente en Buenos Aires
desde mayo a agosto de 1999. En diciembre del mismo
ano, en Bélgica se encontr6 la primera secuencia BA-I
con una copia exacta del segmento duplicado (169).
De esta manera queda claro que los virus BA-I cruzaron
el Atlantico (en ambas direcciones) en un corto periodo
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de tiempo. En anos posteriores estos virus, que acumu-
laron cambios en el segmento duplicado, han circulado
en lugares muy distantes entre si, dando una evidencia
directa de la rapida diseminaciéon del HRSV en el mundo
y la generacion de variabilidad molecular. Obviamente,
no se conocen las rutas seguidas por los virus BA para al-
canzar los diferentes lugares pero puede haber habido
ciertos efectos de cuello de botella, con impacto en la
evolucion de HRSV, lo cual contribuy6 a la diseminacion
exclusiva de ciertas ramas restringidas en determinadas
areas. Por ejemplo los virus BA-III fueron encontrados
s6lo en Buenos Aires hasta el ano 2004, ano en el que se
publicaron secuencias de estas caracteristicas en Brasil
(30) y por primera vez en Bélgica (169). Por otro lado los
virus BA-V sélo se encontraron en Niigata, Japon (158).
Asimismo los virus BA-IV, no se encontraron en Buenos
Aires hasta el ano 2004. Debido a que estos virus estan
cercanamente relacionados con aquellos que circula-
ron en otros lugares como Quebec (Canada) y Bélgica
durante anos previos, y comparten una longitud inusual
en la proteina (317-319 aa), es probable que hayan sido
importados desde esos lugares. Por consiguiente, dos ti-
pos de virus con el segmento duplicado circularon en
Buenos Aires durante el ano 2004: i) aquellos del clado
BA-III que probablemente evolucionaron a partir de vi-
rus que continuaron circulando localmente durante
todo el periodo de analisis, debido a que no se han in-
formado secuencias pertenecientes a este clado en lu-
gares tan distantes del mundo excepto en paises vecinos
como Brasil y en anos posteriores en Bélgica y ii) aque-
llos del clado BA-IV que probablemente fueron impor-
tados. Esta compleja situacion puede confundir las con-
clusiones alcanzadas en otros analisis filogenéticos
cuando el origen del ancestro comun es incierto, como
ha sido resaltado por Cane en su trabajo de revisién so-
bre la epidemiologia molecular del HRSV (37).

Asimismo, en relaciéon a la circulacién de estos virus
es sorprendente senalar que durante el invierno del ano
2000 en el hemisferio sury el invierno que le sucedié en
el hemisferio norte (anos 2000-2001), los virus BA no fue-
ron encontrados en general en el mundo a excepcion de
Japon (158). Es probable que los virus BA-I (a pesar de
haber sido probablemente los que sufrieron inicialmente
la duplicacién), no tuvieran una capacidad de adapta-
cién que les permitiera permanecer circulando en la po-
blacién mundial por mucho tiempo, y ese cuello de bo-
tella generado, haya hecho por un lado que en Japén se
hayan seleccionado nuevas variantes como los virus BA-
V que sélo fueron encontrados alli durante el invierno
de 2000 a 2001 y que en el resto del mundo se hayan ge-
nerado otras variantes como BA-II, BA-III y BA-IV mas
adaptadas tal vez la inmunidad previa de la poblacion o
a alguna restriccion de tipo estructural, que le haya per-
mitido inclusive posteriormente superar a los otros ge-
notipos circulantes correspondientes al subtipo B, como
fue senalado previamente.
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Por ultimo en relacion a la circulacion de estos virus
y como fuera citado en la seccioén anterior, se han des-
crito cinco patrones filogeograficos que intentan inter-
pretar las caracteristicas filodinamicas de los virus con ge-
noma ARN que infectan humanos (164). Para el caso de
los virus del genotipo BA, se podria hacer un analisis a
distintas escalas, ya que si se piensa que estos virus po-
drian haber surgido de un tinico evento genético, el ge-
notipo BA podria ser representado por un patréon que
responde a un modelo de circulacion de tipo “nicleo-
satélites”, en donde probablemente Argentina o algin
pais cercano no estudiado haya sido el generador de este
evento genético inusual para luego exportarlo a distin-
tas regiones donde posteriormente fue descrito. Pero si
se analiza a un nivel subgenotipico, dentro de BA, po-
demos encontrar cierta representacion de varios de los
patrones filodinamicos enumerados, ya que por un lado
encontramos ciertos clados confinados a determinadas
zonas geograficas (ejemplo Clado BA-III) y otros que sur-
gieron en un lugar y rapidamente se encontraron en
otras partes del mundo (ejemplo Clado BA-I).

2.2.3.4. Andlisis de la variabilidad nucleotidica y
aminoacidica dentro de la duplicaciéon de 60 nt.

Como se mencion6 anteriormente, la duplicacién
present6 dos copias idénticas de secuencia s6lo en las
muestras mas tempranas del ano 1999. En todos los otros
casos un limitado nimero de sustituciones nucleotidicas
se fueron acumulando en las dos copias del segmento
duplicado, excepto en la segunda copia de las muestras
correspondientes al clado BA-I. En general las sustitu-
ciones nucleotidicas encontradas estaban restringidas
solo a ciertos grupos o fueron especificas de una se-
cuencia en particular o un subgrupo de secuencias par-
ticulares. Analizando globalmente, se observé una acu-
mulacién de cambios nucleotidicos con el tiempo. En
general las variaciones observadas a nivel nucleotidico se
reflejaron en cambios a nivel aminoacidico. Por ejemplo,
la sustitucion aminoacidica S247P, fue encontrada en las
secuencias de todos los grupos BA excepto en el BA-IL.
Otros cambios aminoacidicos observados fueron espe-
cificos de grupo o restringidos a ciertas secuencias. El uso
de codones de terminacion alternativos, como ha sido re-
portado para otros virus pertenecientes al subtipo B, se
observo entre las secuencias determinando la longitud
de la proteina. No obstante, otros cambios inusuales,
fuera del segmento duplicado, también contribuyeron a
polimorfismos en la longitud de la proteina. Inserciones
y deleciones de otros tripletes como fue observado en las
secuencias argentinas se han encontrado entre las se-
cuencias de muestras aisladas en Bélgica. En una de esas
muestras (RSVBE13159/02) se encontré un codon de
terminacion prematuro que acorté la proteina a 282
aminoacidos. A pesar de estos cambios, pudo verse una
correlacion global entre la clasificacion de las secuencias
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en los diferentes grupos y la longitud de la cadena pro-
teica. Es importante mencionar, que el residuo Thr229
(fuera del segmento duplicado), que ha sido reportado
como conservado en todas las secuencias de HRSV sub-
tipo B hasta la fecha, se encontré cambiado a Ile en to-
das las secuencias del genotipo BA (T2291). Esta obser-
vacion también apoya la idea de un ancestro comun
para los virus del genotipo BA con el segmento dupli-
cado de 60 nt. Los mecanismos responsables de la gran
variabilidad entonces, incluyeron sustituciones de ami-
noacidos, inserciones, deleciones, y el uso de codones de
terminacion prematuros. Los cambios en el uso de co-
dones de terminacion han sido asociados con impor-
tantes variaciones antigénicas en ciertos mutantes de es-
cape seleccionados con anticuerpos monoclonales
obtenidos con cepas de HRSV subtipo A (112). De esta
manera, las mutaciones que llevaron al uso de codones
de terminacién prematuros podrian haberle conferido
una ventaja a estos virus para persistir en la comunidad
a expensas de evadir la respuesta inmune preexistente.
No obstante la duplicacion constituy6 el mecanismo mo-
lecular mas drastico que dio origen al genotipo BA.
Para comparar la variabilidad del segmento dupli-
cado con respecto a otras regiones del gen de la gluco-
proteina G, las secuencias de nucleétidos del gen com-
pleto provenientes de las muestras del genotipo BA
descritas en este trabajo, fueron alineadas y los cambios
de secuencia fueron calculados usando ventanas de 60
nucleotidos no solapadas de manera de que una de ellas
coincidiera con el segmento duplicado (Figura 17-a). Los
porcentajes de cambios en nucleétidos se diferenciaron
considerablemente entre las distintas regiones del gen de
la glucoproteina G, siguiendo el patréon general obser-
vado en estudios previos (129). Dos regiones, las que co-
difican para el dominio transmembrana (nt 132 a 191)
y el segmento que presenta el cluster de cuatro cisteinas
presentes en el ectodominio del gen de G asociado al si-
tio de union al receptor celular (nt 492 a 551), se en-
contraron conservados en todas las secuencias BA. En
contraste, se encontraron altos niveles de variacion de se-
cuencia en otras partes del gen. Notablemente, la pri-
mera copia del segmento duplicado (nt 732 a 791, barra
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negra en Figura 17-a) mostré variaciones nucleotidicas
significativamente mayores que otras partes del gen, in-
clusive la segunda copia del segmento duplicado (nt
792 a 851). Con valores de diversidades nucleotidicas me-
dia por ciento de 3,76% (DS 0,37%) para la primera co-
piavs 2,1% (DS 0,35%) para la segunda.

La misma variabilidad se observo cuando se realizo el
analisis a nivel de la secuencia de aminoacidos, pero uti-
lizando ventanas no solapadas de una longitud de 20 aa
(Figura 17-b). Nuevamente la alta variabilidad a nivel nu-
cleotidico se tradujo a nivel aminoacidico, indicando que
en ciertas regiones predominan los cambios no sinéni-
mos, sobre los sinénimos. El hecho de que tanto la pri-
mera como la segunda copia del segmento duplicado
presentaron mayores variaciones nucleotidicas y amino-
acidicas que las restantes regiones de la glucoproteina G,
sugiere que algun tipo de presion de seleccion podria
estar operando sobre esta region. De hecho, se ha pu-
blicado en numerosos trabajos que cierta presion de se-
leccién inmune operaria en el ectodominio de la glu-
coproteina G durante la evolucién del HRSV (174) (175).

Con el objetivo de determinar si las regiones en
donde se observo mayor variabilidad operaba cierta se-
leccion positiva se calculd el valor global de dN/dS que
fue de 0,706 (p<0,05), mostrando que a pesar de que en
conjunto operaria sobre la proteina entera una selecciéon
purificadora (0<1), existen 70,62% mds chances de que
las sustituciones no sinénimas se fijen en la poblacion en
estudio.

2.2.3.5. Estimacion de la fecha del ancestro comun
mas reciente (MRCA) de las secuencias con la
duplicacién de 60 nt.

Para determinar la fecha del MRCA de los virus del ge-
notipo BA con el segmento duplicado, se utilizaron dis-
tintos criterios de analisis (bayesianos y MV), asi como se
graficaron las longitudes de las ramas filogenéticas (dis-
tancias genéticas) versus el ano de aislamiento de cada
muestra (Figura 18). En este ultimo caso se ajustaron los
datos a una recta realizando un analisis por regresion li-
neal y la secuencia raiz fue fijada de tal manera que se
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Figura 17. Microscopia electrénica de la liberacion de un paramyxovirus de la superficie apical de células infectadas.
Se observan viriones con formas esféricas y filamentosas brotando de la superficie celular (72).
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maximizara el valor de r? de la regresion. El origen de
la recta podria interpretarse como el ano del MRCA,
que fue determinado por extrapolacion al eje de las abs-
cisas. Todos los métodos coincidieron en que esta du-
plicacion se habria generado en un evento ocurrido
aproximadamente entre los afnos 1997-1999, en con-
cordancia con las descripciones de las secuencias re-
portadas en todo el mundo sobre HRSV subtipo B,
siendo las argentinas las primeras encontradas y publi-
cadas (113)(148).

La tasa de evoluci6n calculada para las secuencias BA
por los diferentes métodos (2,5 a 3,11x10? sustituciones
nt/sitio/ano) es mayor a la reportada para otras secuencias
de HRSV de ambos subtipos: 1,83x10? sustituciones nt/si-
tio/ano para el subtipo A, y 1,95x10% sustituciones nt/si-
tio/ano para el subtipo B (157) (169) (176). Esta alta
tasa observada para el HRSV subtipo B, como para los vi-
rus con ARN en general (177), probablemente haya
contribuido a la variaciéon genética observada entre las se-
cuencias del genotipo BA descrito en este trabajo. No
obstante, la rapida acumulacién de cambios genéticos
con el tiempo en la glucoproteina G de estos virus es in-
dicativa de que ciertas fuerzas de seleccion podrian estar
favoreciendo la generacion de sustituciones nucleotidi-
cas. Esto podria haber contribuido a la acelerada acu-
mulacion de mutaciones en el segmento duplicado com-
parado con los resultados obtenidos para otros
segmentos de la glucoproteina G como fue mencionado
previamente.

La observacion de que a partir de los calculos reali-
zados por distintos métodos filogenéticos se determiné
que los virus del genotipo BA muy probablemente se ha-
yan generado entre los anos 1997 y 1999, como asi tam-
bién que no hayan sido descritos en otras partes del

mundo previo a esos tiempos, sugiere que estos virus re-
almente fueron nuevos para la poblaciéon humana. La
ventaja selectiva de los mismos sobre los otros genotipos,
es desconocida, pero, como fue explicado previamente,
la condicién inmunolégica virgen (del francés naive) de
la poblaciéon humana con respecto a los mismos podria
haber contribuido a su rapida diseminacién mundial.

Es importante notar que a pesar de que en este tra-
bajo se han propuesto distintas maneras de demostrar el
origen comun los virus del genotipo BA, no se puede
descartar que los distintos clados descritos en diferentes
partes del mundo (BA-I a BA-VI) hubieran sido genera-
dos en eventos genéticos diferentes y luego hayan evo-
lucionado por convergencia a pertenecer al mismo ge-
notipo.

Estudios prospectivos permitiran determinar si estos
virus alcanzaran su extincion en anos futuros como ha
sido observado para numerosos genotipos del HRSV. Al
respecto, los programas de vigilancia epidemiolégica a
nivel molecular como lo ha constituido en parte este tra-
bajo, seran de principal importancia para determinar el
destino del HRSV con el segmento duplicado en su glu-
coproteina G. El conocimiento obtenido de este tipo de
estudios tendra impacto no sélo en la comprensién de la
evolucion de este virus sino también en otras areas como
el desarrollo de vacunas.

2.3. CONCLUSIONES

Del total de casos de IRAB analizados durante el pe-
riodo 1999-2004, se encontré un 39,45% de los mis-
mos con etiologia viral positiva, siendo la bronquio-
litis Ia presentacion clinica mas frecuente en ninos
menores de cinco anos.
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Figura 18. Tasa de evolucién y estimacion del afio del ancestro comin

mas reciente de las secuencias BA con la duplicacién de 60 nt. Las

distancias genéticas en nucleétidos fueron graficadas vs el afio de aislamiento de cada muestra. Se grafic6é una recta por regresion lineal,
la secuencia utilizada como raiz fue fijada de manera de maximizar el valor de r2. El punto y la barra horizontal representan el afio del MRCA

estimado por el criterio de MV con un intervalo de confianza del 95%.
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De los casos con etiologia viral positiva, el HRSV fue
el virus mas frecuentemente encontrado en ninos
menores de un ano (80,2%) presentando su mdxima
incidencia en los meses de otono e invierno, mos-
trando una correlacién negativa con la temperatura
media mensual y el indice UV medio, mientras que
una correlaciéon positiva con la HR media mensual.
El analisis molecular de los subtipos Ay B del HRSV
mostré que ambos subtipos cocircularon durante el
periodo analizado, encontrandose que en forma glo-
bal el subtipo A prevaleci6 sobre el B.

El tamizaje previo por RFLP del gen de la glucopro-
teina G en las muestras positivas para HRSV subtipo
A, mostré6 dos patrones de restriccion mas frecuentes
que dieron cuenta del 80% de todas las muestras ana-
lizadas (PAl y PA2), no encontrandose distribucién
alternante entre ellos durante los anos analizados.
La secuenciacion y andlisis filogenético del gen de la
glucoproteina G de 62 cepas de HRSV subtipo A ar-
gentinas seleccionadas al azar, permitié6 demostrar
que durante el periodo analizado cocircularon sélo
dos genotipos previamente definidos: GA2 y GA5, ex-
cepto durante el ano 2002 en el que s6lo el GAb fue
encontrado.

El andlisis de la distribucion y circulacion de las ce-
pas argentinas correspondientes a cada uno de los ge-
notipos por separado permitié determinar que den-
tro de cada genotipo, hay variantes o clados que
circulan continuamente en una poblacién, mientras
que otras pueden permanecer indetectables durante
algunos anos y reemerger luego en la poblacion.

El analisis en forma global de la relacion entre las ce-
pas argentinas y el total de las cepas incluidas en los
analisis filogenéticos permiti6 trazar un mapa filodi-
namico que demostré que aquellas cepas que circu-
laron en forma esporadica en la Argentina fueron en-
contradas en otros paises los anos que no fueron
encontradas aqui, mientras que otras cepas cocircu-
laron en todas partes del mundo.

El analisis de la variabilidad molecular de las secuencias
de ntyaa del HRSV subtipo A, permitié demostrar que
la mayoria de los cambios nucleotidicos localizados
en las dos regiones variables de la glucoproteina G se
traducen en cambios aminoacidicos. Asimismo per-
miti6 ver que el genotipo GA2 es mas diverso que el
GADb tanto a nivel de nt como de aa.

El analisis del valor global y por sitio de ® para las se-
cuencias del subtipo A, mostré que la glucoproteina
G estaria bajo seleccion purificadora, mientras que el
analisis para ambos genotipos por separado mostré
que para GA2 el valor de o fue superior al obtenido
para GAb. Este resultado se correspondi6 con el ha-
llado en los perfiles antigénicos, en los cuales el ge-
notipo GA2 present6 dos regiones antigénicas mas
que el GAb. Surge como consecuencia la idea de
que ambos genotipos podrian estar evolucionando a
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distinta tasa, constituyendo dos lineas divergentes
de evolucion.

El andlisis molecular del gen de la glucoproteina G
del HRSV subtipo B, permitié describir en forma
detallada un evento genético inusual, como la du-
plicacién de un segmento de 60 nt desde el punto de
vista de su evolucion molecular en el tiempo y su pa-
tron filodinamco.

El andlisis filogenético de las cepas con la duplicacion
junto con cepas de HRSV subtipo B pertenecientes a
otros genotipos, mostré que todas las secuencias con
el segmento duplicado de 60 nt se asociaron en el
mismo clado denominado genotipo BA, excluyendo
a las otras secuencias del subtipo B sin la duplicacion.
De esta manera, existe una fuerte evidencia de que
todas poseen un ancestro en comun y asi ofrece un
extraordinario escenario para reevaluar las caracte-
risticas epidemiolégicas del HRSV.

El analisis de la circulacion local y global del HRSV
subtipo B permitié demostrar que estos virus con una
caracteristica genética inusual circularon durante seis
anos consecutivos en todo el mundo. Mostrando un
desplazamiento global de estos virus, los cuales cir-
cularon en el periodo mencionado, inclusive reem-
plazando a otros genotipos dentro del subtipo B.

El analisis de la variabilidad nucleotidica y aminoaci-
dica de estos virus, mostré que un limitado nimero
de sustituciones nucleotidicas se fueron acumulando
en las dos copias del segmento duplicado y que en ge-
neral las variaciones observadas a nivel aminoacidico
reflejaron los cambios a nivel nucleotidico. Asimismo
la primera copia del segmento duplicado mostré va-
riaciones nucleotidicas y aminoacidicas significativa-
mente mayores que otras partes del gen, inclusive la
segunda copia del segmento duplicado. Este hallazgo
asociado a que el calculo de la tasa de evolucion para
las secuencias BA fue mayor que la reportada para
otras secuencias de la glucoproteina G del HRSV de
ambos subtipos, sugiere que ciertas fuerzas de selec-
cién podrian estar favoreciendo la generacion de sus-
tituciones nucleotidicas en esa region.

El analisis del tiempo del MRCA determiné por dis-
tintos métodos que las cepas con la duplicacién pro-
bablemente hayan sido generadas en un evento
unico entre los anos 1997 y 1999. Y debido a que las
mismas fueron descritas en otras partes del mundo
posteriores a la fecha de la que fuera descrita en Ar-
gentina por primera vez, es muy probable que el
evento genético descrito en los virus del genotipo
BA se haya producido en Argentina, siendo estos vi-
rus realmente nuevos para la poblacion humana.

Tomando en cuenta lo expuesto en los puntos ante-

riores principalmente analizando los patrones de cir-
culacién local y global del virus la idea planteada al ini-
cio de este trabajo podria aceptarse como valida, debido
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a que el HRSV circula en la poblaciéon siguiendo los dis-
tintos brotes invernales y estaciones lluviosas alrededor
del mundo no cortando su cadena de transmision.

Finalmente este trabajo abarca aspectos epidemiol6-
gicos, ecologicos y evolutivos del HRSV que contribuyen
a un mejor conocimiento de la biologia, diversidad y fi-
logeografia del virus, dandole un rol fundamental al la-
boratorio de virologia en la vigilancia molecular. Estos
datos resultan indispensables a la hora de evaluar cepas
para futuras vacunas, como asi la frecuenciay edad de va-
cunacion de la poblacion susceptible.
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