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Resumen:

El Bocavirus Humano (HBoV, por su sigla en inglés) es un virus respiratorio que
fue descubierto en el afio 2005 en muestras clinicas de nifios suecos con
infecciones respiratorias. Desde entonces se lo ha encontrado en cada pais donde
se lo ha buscado. Asimismo no solo se lo encontrd en muestras respiratorias, sino
que también en muestras fecales y séricas, sin embargo aun no se a podido
determinar si HBoV es el agente etiologico causante directo de las infecciones, o
si es un virus oportunista. Esta controversia se debe principalmente al alto
porcentaje de coinfecciones que presenta este virus, pudiendo llegar a un 90%.

El objetivo de este trabajo fue la deteccion y el andlisis de HBoV en muestras
clinicas de aspirados nasofaringeos provenientes de nifios hospitalizados en el
2008 y 2009 en Uruguay. El virus fue detectado en 8 de las 57 muestras
analizadas del 2008 (14%), pero no se encontrd en ninguna de las 42 muestra del
2009. Los analisis de secuencia del gen NP1 mostraron un 100% de homologia.
Los porcentajes de deteccion obtenidos en el 2008 en relacion a las muestras
analizadas esta dentro de los rangos reportados y es similar al encontrado en otros
paises de la region. La ausencia de muestras positivas del aiio 2009 pudo estar

relacionada con la pandemia de Influenza A HIN1 registrada en dicho afio.



Introduccion

Las infecciones respiratorias son aquellas que ocurren en cualquier sector del
aparato respiratorio, pudiéndose estas dividirse entre infecciones del tracto
respiratorio superior e inferior. Las infecciones del tracto superior suelen ser
menos severas y de etiologia viral. Sin embargo las infecciones del tracto inferior
son potencialmente graves, pudiendo causar la muerte, y ser originadas tanto por
virus como por bacterias, hongos y protozoos. A pesar de la variabilidad de los
agentes etioldgicos capaces de infectar el tracto respiratorio inferior las
manifestaciones clinicas son practicamente idénticas en la mayoria de los casos
(fiebre, tos, rinorrea y bronquiolitis). Por esta razén es necesario realizar un
analisis molecular para poder identificar el agente causal de la enfermedad. Al
conocer con exactitud la identidad del microorganismo, se puede realizar un
diagnostico veraz con el fin de efectuar un uso racional de los antibioticos a

administrar [4, 6, 7].

Generalidades y epidemiologia:

Las infecciones respiratorias son la principal causa de morbimortalidad infantil,
siendo responsable de aproximadamente un 29% de los fallecimientos de nifios
menores de 5 afios a nivel mundial [8-10]. Se estima que el 90% de estas
infecciones son causadas por agentes virales [11], siendo el Virus Respiratorio
Sincicial (hVRS) el responsable de aproximadamente un 40% de las mismas,
constituyendo asi el principal agente infeccioso. Algunos de los restantes agentes
virales son Rinovirus (HRV, por su sigla en inglés) (20%), Adenovirus (ADV)
(8%), Metapneumovirus humano (hMPV, por su sigla en inglés) (8%) influenza A
(INF A) e influenza B (INF B) (6%), Coronavirus (CoV) (5%), Parainfluenza 1-4
(PI) (4%), y Bocavirus humano (HBoV) (1,5 - 22.4%) [10, 12-17]. Las
infecciones respiratorias virales presentan distintos patrones epidemioldgicos,
dependiendo del area geografica: en los paises con clima templado presentan un

caracter estacional, registrandose una mayor prevalencia durante los meses

~3~



invernales, mientras que en los paises de clima tropical la mayor prevalencia se

observa en la estacion de lluvias [12, 14, 15, 18].

El HBoV es uno de los virus mas recientemente asociado a infecciones del tracto
respiratorio humano, y fue descubierto por el grupo de investigacion a cargo de
Allander en el afio 2005 [19]. En dicho trabajo se estudiaron secuencias
nucleotidicas virales obtenidas de muestras de aspirados nasofaringeos de nifios y
adultos suecos con infecciones en las vias respiratorias bajas. Como resultado del
estudio se encontraron secuencias que alineaban con parvovirus bovino (BPV, por
su sigla en inglés) y con “canine minute virus” (MVC), ambos miembros de la
familia Parvoviridae, Subfamilia Parvovirinae, del genero Bocavirus. Todas las
muestras positivas provenian de nifos, y su sintomatologia (asma, hipoxia,
bronquiolitis y fiebre entre otros sintomas respiratorios) era comun a otros agentes
virales. Al ser este virus el tnico agente encontrado en la mayoria de los casos, se
lo consider6 como posible agente etioldgico de estos cuadros clinicos. Como es el
unico agente viral del género Bocavirus con la potencialidad de infectar al ser
humano, se lo denomin6 de forma provisoria como Bocavirus humano,
constituyendo, después del B19V, el segundo patdégeno humano conocido de esta

familia de virus.

Diferentes reportes sugieren que HBoV es endémico en todo el mundo, ya que se
lo ha encontrado en cada lugar donde se lo ha estudiado, con una prevalencia que
va desde 1,5% en Canad4 hasta 22,4% en Espafia, pasando por 4,4% en Francia,
5,6% en Taiwan, 5,7% en Japon, 8% en Iran, 8,3% en China, 10,3% en
Alemania, 18,3% en Jordania y 19% en Suecia [15, 20-28]. Estas grandes
variaciones pueden deberse a diferencias en la edad de la poblacion analizada, en
la estacion en la cual fue tomada la muestra, en el tipo de técnica utilizada y que
en algunos casos solo se analizaron muestras que dieron negativo para otros virus,
eliminando aquellas que podrian estar coinfectadas. En todos los casos se observo
que en la franja etaria donde hay una mayor proporcion de pacientes HBoV

positivos es en los nifios menores de 2 afios de edad.
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Algo que llama poderosamente la atencion es la alta proporcion de coinfecciones
observada en muestras positivas para HBoV. Se han reportado desde un 26,8%
hasta un 95% de coinfeccion, pero esta variabilidad se debe a que en no todos los
trabajos se estudiaron todos los virus que infectan el aparato respiratorio,
encontrando un menor numero de coinfecciones de las que en realidad existen [12,
14, 15, 22, 26-33]. Los virus con los que HBoV tiene un mayor numero de
coinfecciones son hVRS, con un rango que va desde el 2,9% [30] al 40,4% [26] y
Adenovirus, con un rango de 4,9% [14] al 48,9% [26]. También se observa
coinfecciones con Rinovirus, del 3% [31] al 20% [12], Metapneumovirus
humano, del 1,8% [26] al 11% [14], Influenza A, del 1,8% [26] al 12,1% [31],
Parainfluenza, del 1,1% [15] al 14,7% [30] y Coronavirus, del 3% [31] al 10%
[12].

Estructura del virion:

Los miembros de la familia Parvoviridae son virus que contienen una unica
cadena lineal de ADN de sentido negativo, aunque algunos miembros del género
pueden tener ADN tanto de sentido positivo como negativo, en proporciones
variables. Son virus desnudos, de pequeiio tamafio (18-26 nm de diametro), con

capside icosaédrica (Fig.1).

Fig. 1: Imagen de la estructura de un parvovirus, creada por un
software informatico, extraido de “Virus taxonomy: classification
and nomenclature of viruses” [1].



En los extremos del genoma tienen repeticiones invertidas que forman estructuras
secundarias en forma de horquilla (Fig. 2). El largo del genoma varia de 4 a 6 Kb.
[2, 3, 34], hasta el momento se han determinado 5.299 nucleotidos del genoma de
HBoV, aunque resta por definir la secuencia de las estructuras en horquillas de los
extremos del mismo [19]. Su genoma tiene un marco de lectura abierto (en inglés
open reading frame, ORF) que incluye otro mas pequefio en fase, hacia el extremo
3", generando las proteinas capsidicas VP1 y VP2 respectivamente, a su vez tiene
otros dos ORFs uno de ellos de gran tamafio, hacia el extremo 5°, que codifica la
proteina NS1, y otro pequefio, en el medio de los antes mencionados, que

transcribe la proteina NP1 [2, 3, 19, 34]. (Fig. 2y 3)
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Fig. 3: Esquema de los marcos abiertos de lectura, de los transcriptos de ARNm y los
posibles productos proteicos. Extraido y modificado del trabajo de Dijkman et al.[5]
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Transripcion y replicacion:

Realizando un paralelismo entre HBoV y los restantes virus integrantes de la
familia Parvoviridae se puede deducir algunas de las funciones de las proteinas de
HBoV.

Como se indicd anteriormente las proteinas VP1 y VP2 conforman la capside
protéica del virion. VPI1 tiene un dominio fosfolipasa A2 dependiente de calcio,
que facilita la entrada del virus a la célula. Ademas, la proteina VP1 tiene una
sefial de localizacion nuclear en su extremo N-terminal, mientras que en el
extremo N-terminal de VP2 hay una sefal de exportacion nuclear. Las proteinas
NS1 y NP1 son no estructurales. NS1 estd implicada en la replicacion y tiene
actividad NTPasa y helicasa. Sin embargo se desconoce el rol que cumple NP1

dado que esta no se encuentra en los otros virus de esta familia [2].

La externalizacion de las secuencias N-terminales tanto de VP1 como de VP2
parecerian ser importantes para la entrada del virus a la célula, la cual se da a
través del reconocimiento del receptor en la membrana celular y la posterior
endocitosis del virus. La mayoria de los virus de esta familia tienen como células
blanco a las células eritroides y sus precursores eritrocitos. Sus receptores son por
ejemplo el antigeno P, receptores de transferrina o el 4cido sidlico para el
Parvovirus B19, sin embargo hasta ahora no han sido descriptos los receptores

para el HBoV [2, 3].

Luego de un reconocimiento exitoso el virus es endocitado y liberado en el
citoplasma, en la zona perinuclear, con la ayuda de la actividad fosfolipasa A2 de
VPI. En el citoplasma se une a los microtubulos, los cuales transportaran el virion
hacia un poro nuclear. Para poder ingresar al nucleo, atravesando los poros
nucleares, es necesario que el virion sufra algunos cambios conformacionales para
exponer la sefial de localizacion nuclear. Una vez en el nucleo, el ADN viral
simple hebra se libera de la capside y es convertido en doble hebra utilizando la
maquinaria celular. Los extremos del genoma viral son doble hebra debido al

apareamiento de bases, y el grupo OH del extremo 3" es utilizado por la
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polimerasa como cebador para pasar de ADN simple hebra a ADN doble hebra
[2,3].

Para la transcripcion el virus utiliza la ARN polimerasa II celular, asi como los
factores de transcripcion celular. El transcripto primario sufre varios eventos de
ensamblaje (““splicing”, por su nombre en inglés) para producir dos tipos de
ARNm: los largos y los cortos. Los ARNm largos transcriben las proteinas no
estructurales, mientras que los cortos las estructurales. Las proteinas no
estructurales son fosforiladas y son las encargadas de controlar la expresion y la

replicacion del ADN [2, 3].

La replicacion se realiza utilizando la maquinaria celular, incluyendo la ADN
polimerasa, por lo que requiere que la célula este en la fase S. El mecanismo
utilizado para la replicacion se denomina en inglés “rolling hairpin”, al final del
cual se obtiene una sola molécula de ADN compuesta por varias copias del
genoma viral unidas por sus extremos, alternando una copia de ADN de polaridad
positiva y otra negativa. En la Fig. 4 se esquematizan los pasos necesarios para la
replicacion rolling hairpin. En primer lugar se debe obtener el ADN doble hebra,
utilizando la horquilla del extremo 3" como cebador (paso 1 de la Fig. 4), luego de
la elongacién se une covalentemente el extremo 3" con la horquilla del extremo 5°
(paso 2 de la Fig. 4). Posteriormente la proteina NS1 mella la cadena 18 nt
corriente abajo de donde se encontraba anteriormente el extremo 5° (paso 3 de la
Fig. 4) y el OH del extremo 3" sirve como cebador para rellenar el gap producido
por el corte que realizd NS1 (paso 4 de la Fig. 4). Después los extremos 3"y 5" de
la molécula doble hebra lineal se desnaturalizan para que ambos extremos puedan
formar horquillas (paso 5 de la Fig. 4) y el OH del extremo 3" sirve como cebador
para replicar nuevamente la molécula de ADN (paso 6 de la Fig. 4), de modo que
se forma una estructura dimérica lineal (paso 7 de la Fig. 4). Luego los extremos
5"y 3" de la molécula doble lineal se desnaturalizan para que ambos extremos
puedan formar horquillas, y la molécula pueda volver a replicarse para formar una

estructura tetramérica lineal (pasos 8 y 9 de la Fig. 4). Se cree que es NSI la
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responsable de desenrollar la molécula de ADN a medida que se va encapsidando
el genoma, y también seria la encargada del procesamiento proteolitico de la
molécula de ADN, asegurandose de que solamente una copia del mismo sea

encapsidado [2, 3].
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Fig. 4: Esquema del mecanismo de replicacion rolling hairpin extraido de Fields” Virology
[2]. El genoma viral est4 representado por una linea continua. El extremo 3" se representa con
la punta de una flecha. Las letras L y R indican las secuencias palindromicas de la izquierda y
la derecha, respectivamente. Las letras 1 y r indican las secuencias complementarias a las
secuencias palindromicas L y R. El circulo negro representa a la proteina NS1.

Las proteinas de la capside que fueron traducidas en el citoplasma son
transportadas al nucleo, donde se ensamblan y se encapsida el ADN. La polaridad
del ADN encapsidado depende de cada virus, algunos virus tienen preferencia por
algun tipo de polaridad, mientras que otros encapsidan cerca de un 50% de cada
uno. Una vez que el viridn estd ensamblado, este puede ser retenido en el ntcleo,
traslocado al citoplasma, o transportado fuera de la célula, dependiendo en parte
del estado de fosforilacion de las proteinas capsidicas [2]. El la Fig. 5 se muestra

un esquema del ciclo celular de los parvovirus.
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Fig. 5: Esquema del ciclo celular de los parvovirus. Extraido y modificado de “Virology :
principles and applications” [3].

Aunque se han hecho esfuerzos por cultivar HBoV en lineas celulares continuas
como Vero, HEp-2 y LLC-MK2 [20, 35], esto no se ha logrado. Sin embargo en
los Paises bajos Dijkman et al., lograron aislar el virus a partir de un cultivo
celular primario de epitelio pseudoestratificado de vias aéreas humanas (células
bronqueo-traqueales) [5]. Dijkman et al., no observaron practicamente ningin
cambio morfoldgico entre las células infectadas con HBoV vy las células control.
Analizando la secuencia genética de los ARNm encontraron que, ademas de los
ORFs ya conocidos de las proteinas VP1, VP2, NS1 y NP1, encontraron otro
posible ORF al que denominaron ORFx (Fig. 3).

A través de un software que predice los posibles promotores, el grupo de Dijkman

encontrd un solo promotor que seria responsable de la transcripcion de todos los
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ARNm primarios, que luego sufririan ““splicing” alternativo para llegar a los

ARNmMm finales.

Infecciones por HBoV vy respuesta inmune:

En estudios de infecciones respiratorias la deteccion clinica de HBoV se realiz6
principalmente en aspirados nasofaringeos a través de una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). También se realizaron experimentos de cuantificacion de
HBoV a través de real-time PCR [36-38], y se intentd correlacionar las altas y
bajas concentraciones virales con distintas sintomatologias clinicas, y aunque se
encontré6 que en los casos de pacientes con neumonia existian altos niveles de
HBoV, el numero de muestras no permitid extraer conclusiones estadisticamente
aceptables [36]. Asimismo no se observd variaciones en la concentracion viral en
coinfecciones y en monoinfecciones, pero en aquellos casos donde hubo una alta
concentracion viral en aspirados nasofaringeos, se encontré la presencia del virus

en muestras fecales del mismo paciente [36].

El HBoV también ha sido encontrado en muestras de materia fecal asociado a
infecciones entéricas con una frecuencia que va desde 0,9% a 9,1%, con un

porcentaje de coinfeccidn con otros patdgenos intestinales que va de 21,4% a

58,3% [29, 39, 40].

Los estudios serologicos realizados en sueros de nifios y adultos han permitido
detectar inmunoglobulinas anti-VP1 y anti-VP2 de HBoV, lo cual permitiria
concluir que HBoV no solo puede producir infecciones respiratorias, sino que
también sistémicas [41-43]. En el trabajo de Lin et al., [41] sueros de nifios de 0 a
9 afios de edad fueron analizados para la deteccion de IgGs. Se observd que a
mayor edad, mayor era la proporcion de nifios con sueros positivos para IgG anti-
VP2 de HBoV, llegando a un 59% de sueros positivos en nifios mayor de 3 afos
con infecciodn respiratoria en las vias bajas y al 48% en nifios sanos de 4 a 9 anos.
También fue reportado que los pacientes con aspirados nasofaringeos positivos

para HBoV y con una alta carga viral en los mismos, contenian un alto nivel de
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IgG anti-VP2 en el suero. Endo et al., [42] también observaron este aumento en el
nivel de IgG en pacientes positivos para HBoV, sin embargo ellos encontraron
que a la edad de 6 afios el 100% de los pacientes eran positivos para IgG anti-VP1
de HBoV . Esta diferencia puede deberse a que en los dos estudios utilizaron
anticuerpos para dos proteinas diferentes (VP1 y VP2) y seglin se evidencia en el
trabajo realizado por el grupo de Shirkoohi [43], los IgG anti-VP1 son mas
facilmente detectables que los IgG anti-VP2.

~ 12 ~



Objetivos:

Obijetivo general:

Detectar y analizar la presencia de Bocavirus Humano (HBoV) en una coleccion
de aspirados nasofaringeos del afio 2008 y 2009 de nifios hospitalizados con
infecciones respiratorias.

Obijetivos especificos:

l.

2.

Obtencion de un stock de control positivo para HBoV, mediante el clonaje
de un fragmento del gen NP1 de HBoV.

Transformacion de bacterias de la cepa DHS5a de E. coli de New England
Biolabs®.

Extraccion del plasmido y confirmacion de la presencia del inserto en los
mismos mediante su amplificacion por PCR.

Extraccion de los acidos nucleicos (ADN y ARN) de los aspirados
nasofaringeos a analizar.

Deteccion por PCR de HBoV en muestras clinicas de aspirados
nasofaringeos.

Secuenciacion y analisis de los amplicones obtenidos.
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Materiales y métodos:

Muestras:

Se analizaron 99 muestras de aspirados nasofaringeos de nifios con infecciones
respiratorias en las vias bajas, hospitalizados en el Centro Hospitalario Pereira
Rossell de los periodos epidémicos para las infecciones respiratorias de 2008 y
2009. Cada muestra se dividié en 2 partes, 400 pl aproximadamente para la
extraccion de ARN y ADN, mientras que el resto se mantuvo a -80°C para su

posible utilizacidon en cultivos celulares.

Extraccion del ARN total:

La extraccion de ARN se realizé mediante el reactivo de Trizol®. A 400 pl de

aspirado nasofaringeo se les adicion6 300 pl trizol, se las homogeniz6 agitando
vigorosamente y se lo dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente. Luego se
centrifugd a 4°C durante 15 minutos a 14.000 rpm. Se recupero la fase superior (la
inferior y la interfase se guardaron a -80°C para la posterior extraccion del ADN)
y se le agregd 500 ul de isopropanol. Se mezclo y se dejo reposar por 10 minutos
a 4 °C. A continuacién se centrifugé a 4°C por 10 minutos a 14.000 rpm. Se
descartd el sobrenadante y se le afiadio 500 pl de Etanol (75%) al sedimento
(““pellet”, por su nombre en inglés). Posteriormente se centrifugd por 2 minutos a
4°C a 14.000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se secod el pellet durante 30
minutos a 37°C. A continuacion se resuspendio el “pellet” en 11,5 ul de agua
Gibco® a 60°C y se dejo durante 5 minutos a esa temperatura. Por ultimo se le
agregaron 0,5 pl de inhibidor de RNAsa (40u/ pl) (RNAseOUT®, Invitrogen®) y

se conservo el extracto de ARN a —70°C.

Extraccion del ADN total:

Se partio de la fase inferior y la interfase Producto de la extraccion del ARN total.

Se le agregd un volumen y medio de Etanol 95% y se incub6 por una hora a

—20°C. Luego se centrifugd por 15 minutos a 14.000 rpm. Se lavo el pellet con

~ 14 ~



200 pl de éter etilico centrifugando por 3 minutos a 14.000 rpm y se retird el
sobrenadante (este paso se repitié 2 veces). Luego se dejo secar el pellet durante
30 minutos a 37°C. Posteriormente se resuspendio el pellet en 400 pl de buffer TE
con SDS 0,5%, NaCl 100mM y 5 pl de Proteinasa K (10mg/ml) y se incubd
durante una hora a 60°C. Se agreg6 350 ul de fenol, se mezcl6 vigorosamente y se
centrifugd durante un minuto a 14.000 rpm. Se recuperd la fase acuosa. A
continuacién se agregé un volumen de éter etilico saturado con agua, se mezcld
vigorosamente, se centrifugd por 2 minutos a 14.000 rpm y se descarto el éter
etilico. Este ultimo paso se realizo dos veces. Luego se agregd un volumen de
isopropanol, se mezcld por inversion y se incubd a —70°C por una hora. Se
centrifugd por 20 minutos a 15.000 rpm. Se descartd el sobrenadante, se lavo el
“pellet” con 500 pl de etanol (75%), se centrifugd por 3 minutos a 14.000 rpm. y
se secO durante 30 minutos a 37°C. Por ultimo se resuspendi6 el pellet en 16 ul de
agua Gibco® a 60°C y se incubd durante 5 minutos a esa temperatura. Se guardo

el extracto de ADN a —80°C.

Obtencion del stock de control positivo:
Clonado del gen NP1 de HBoV en pJet 1.2®:

Para obtener el control positivo fue necesario clonar el gen NP1 a partir de una

muestra positiva existente en el laboratorio. Para esto se utilizo el kit pJet 1.2®, y
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante se realizé la mezcla de ligacion
en la cual se mezclaron 10 pl de 2x buffer reaction con 2 pl de muestra, 1 pl de
DNA blunding enzime y 5 ul de agua. Esta mezcla se agitd vigorosamente y se
centrifugd durante 5 minutos a 14.000 rpm. Luego se incubd a 70°C por 5 minutos
e inmediatamente se enfri6 en hielo. Posteriormente de 10 minutos se le agreg6 1
ul de pJet 1.2 y 1 ul de T4 DNA ligasa. Se agitd vigorosamente y se centrifugd
durante 5 segundos. Posteriormente se incub6 durante 30 minutos a 22°C.

Para la transformacion se utilizd la cepa DHS5a de E. coli de New England
Biolabs® (NEB). Se colocaron 25 pl de células en un tubo en hielo, y se le
agregaron 2,5 pl de la mezcla de ligacion realizada anteriormente. Se incub6 en

hielo por 30 minutos, luego 45 segundos a 42°C y por ultimo 5 minutos en hielo.
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A continuacion se le agregaron 475 ul de medio LB liquido y se incub6 por una
hora a 37°C con agitacion. Finalmente se plaquearon 100 pl de las células
transformadas en placas con medio LB con ampicilina (100 mg/ml) y se incubd a
37°C over night.

Luego se picaron 12 de las colonias con tips, y se colocaron los tips en 5 ml de
medio LB liquido con 5 pl de ampicilina (100 mg/ml) y se lo incub6 con agitacion
a 37°C, toda la noche. Después de la incubacion se tomaron 700 pl de cada uno de
los tubos y se le agregaron 300 ul de glicerol para mantenerlo a -80°C para su

conservacion.

Extraccion del plasmido:

La extraccion del plasmido se realiz6 a partir de colonias transformadas utilizando
el kit de extraccion de NucleoSpin®. De acuerdo a las recomendaciones del
fabricante se centrifugaron 3 ml de bacterias transformadas a 11.000 rpm por 30
segundos. Se descartd el sobrenadante, se agregaron 250 pl de buffer de
resuspension “A1” y se resuspendi6 el pellet agitando vigorosamente. Luego se le
agregaron 250 pl de buffer de lisis “A2” y se mezcld 8 veces por inversion. Se
incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se le agregaron 300 pl de
buffer de neutralizacion “A3”. Se mezclo por inversion 8 veces y se centrifugo a
11.000 rpm durante 5 minutos.

Se colocé una Columna Plasmid QuickPure NucleoSpin® en un tubo colector (de
2 ml) y se coloco un maximo de 750 pl del sobrenadante del paso anterior. Se
centrifugd a 11.000 rpm durante 1 minuto. Se descart6 el liquido y se repitio este
paso con el sobrenadante restante del paso anterior.

Para lavar la membrana de silica se le agregaron 450 ul de buffer de lavado “AQ”
y luego se centrifugd a 11.000 rpm durante 3 minutos. Se descartd el liquido y se
secO la membrana con una centrifugacion a 11.000 durante 3 minutos.

Se colocé la Columna Plasmid QuickPure NucleoSpin® en un tubo eppendorf (de
1,5 ml). Se colocaron 50 pl de buffer de elusion “AE”, se incubd durante un
minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 11.000 rpm durante un minuto.

Las elusiones se guardaron a -20°C hasta su uso.
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Identificacion:

Para corroborar que el gen NP1 se ligd correctamente al plasmido se realiz6 la
amplificacion por PCR y posterior secuenciacion del gen NP1. La amplificacion
se realizd partiendo de 2 pl de las elusiones obtenidas en el paso anterior, a las que
se les anadieron 5 pl del buffer 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8.,4), 500 mM KCl],
1,5 pul de MgCl, (50 mM), 1 pl de dNTPs (10mM), 1,5 pl del primer 542R
(20mM) (5'CTCTGTGTTGACTGAATACAG3") y 1,5 pl del primer 188F (20
mM) (5'GAGCTCTGTAAGTACTATTAC3"), 0,3 ul de polimerasa recombinant
Taq. DNA® (5 u/ ul) y 37,2 ul de agua Gibco®, completando los 50 ul de
reaccion. El ciclado consistid en una incubacion inicial de 5 minutos a 95 °C,
seguida de 50 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 54 °C y 35 segundos

a 72 °C. La extension final se realizo a 72°C durante 5 minutos.

PCR de HBoV de las muestras de los afios 2008 y 2009:

Para la amplificacion del gen NP1 de HBoV se partié de 4 pl del extracto de
ADN, al que se le afiadié 5 pl del buffer 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500
mM KCIJ, 1,5 pl de MgCl, (50 mM), 1 pl de dNTPs (10mM), 1,5 pl de cada uno

de los primers (542R y 188F, ambos con una concentracion de 20mM) 0,3 ul de
polimerasa recombinant Taq. DNA® (5 u/ ul) y 35,2 ul de agua, completando los
50 pl de reaccion. El ciclado consistid en una incubacion inicial de 5 minutos a 95
°C, seguida de 50 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 54 °C y 35
segundos a 72 °C. La extension final se realizd a 72°C durante 5 minutos. En el
control positivo se utilizo 1 pl del plasmido con el inserto del gen NP1 diluido en

3 pl de agua Gibco®. Para el control negativo se utilizo 4 pl de agua Gibco®.

RT-PCR de HBoV de las muestras del ano 2009:

Se realizé la retrotanscripcion a partir de 2,5 pl del extracto de ARN, al que se le

agrego 1 ul del primer 542R (20 uM), 0,5 pl de ANTPs (10mM) y 2,25 ul de agua.

Se lo incubd durante 5 minutos a 65 °C, e inmediatamente en hielo. Luego se le

agregaron 2 ul de Buffer 5X first stand [250mM Tris-HCI (pH 8,3 a temperatura
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ambiente) 375mM, 15mM MgCl,], 1 ul de DTT 0,IM y 0,25 ul de inhibidor de
RNAsa (40u/ pl) (RNAseOUT®, Invitrogen®), y se lo dejo durante 2 minutos a
42°C. Por ultimo se agregaron 0,5 pl de la enzima SuperScript [I® (40 u/ pl), y se
incubd durante 50 minutos a 42°C, seguido del5 minutos a 70°C.

Posteriormente se amplifico por PCR el gen NP1 a partir de 4 pl del cDNA
obtenido, al que se le afiadio 5 pl del buffer 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500
mM KClJ, 1,5 pl de MgCl, (50 mM), 1 pl de dNTPs (10mM), 1,5 pl de cada uno
de los primers (542R y 188F, ambos con una concentracion de 20mM) 0,3 ul de
polimerasa recombinant Taq. DNA® (5 u/ ul) y 35,2 ul de agua, completando los
50 pl de reaccion. El ciclado consistid en una incubacion inicial de 5 minutos a 95
°C, seguida de 50 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 54°C y 35

segundos a 72°C. La extension final se realiz6 a 72°C durante 5 minutos.

Electroforesis en geles de agarosa:

En geles de agarosa 1% en TBE (tris borato etilendietilamina) fueron sembrados y
corridos 8 pl de cada uno de los productos de las PCRs junto con 1,5 pul de buffer
de carga (Azul de bromofenol y Xilencianol). La corrida electroforética se realiz6
a 100v durante 30 minutos. Se utiliz6 el agente intercalante bromuro de etidio
como marcador para la visualizacion de las bandas, y un marcador de peso
molecular de 100 pb como referencia. La presencia o ausencia de bandas se

examino en un transiluminador de luz UV.

Purificacion:

Se purificaron los amplificados positivos obtenidos para HBoV utilizando el kit
NucleoSpin Extract I[I®. De acuerdo con las recomendaciones del fabricante por
cada volumen de muestra se le agregd y mezcld (a cada muestra) dos volumenes
del buffer NT. Se colocd una columna NucleoSpin® Extract II en un tubo de
recoleccion de 2 ml y se cargd la muestra. Luego se centrifugd por un minuto a

11.000 rpm, se descartd el liquido, y se le agregaron 600 pl de buffer NT3.
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Después se centrifugd por un minuto a 11.000 rpm y se descart6 el liquido. Luego
se volvid a centrifugar por 2 minutos a 11.000 rpm para remover el buffer NT3
restante. Se coloco la columna NucleoSpin Extract I en un tubo eppendorf. Se le
agregaron 50 ul de buffer de elucion NE. Por ultimo se dejo incubar por un
minuto a temperatura ambiente y se centrifugd por un minuto a 11.000 rpm. Se

mantuvo a -20°C hasta su uso.

Secuenciacion:

Los amplificados purificados de 354pb (correspondientes a una porcion del gen
NP1, que consta de 659 pb) fueron secuenciados en ambos sentidos con los
primers 188F y 542R. La secuenciacion fue realizada en un secuenciador

automatico ABI3730XL 6 ABI3700 (Macrogen, Korea).

Analisis de secuencia:

La busqueda de homologia de las secuencias obtenidas fue analizada utilizando el
programa BLAST del sitio servidor NCBI (Nacional Center for Biotechnology
information). Las secuencias fueron editadas usando el programa BioEdit. El
alineamiento multiple, el cual incluyd una cepa de referencia aislada en San
Pablo, Brasil, disponible desde GeneBank (cédigo de acceso: GQ244406.1), se

llevo a cabo con el programa ClustalX.
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Resultados:

Obtencion del control positivo:

Una vez realizado el clonaje y la transformacion de las bacterias DHS5a, la
extraccion del plasmido se realizd con el kit de extraccion de NucleoSpin®,
como se indica en materiales y métodos. Luego se amplificaron por PCR los
insertos de los plasmidos para corroborar la insercion de los mismos.

La electroforesis de esta amplificacion se muestra en la Fig. 6 (la amplificacion se
realiz6 con los primers 188 F y 542R). Se puede observar que se amplificaron
todos los insertos, y que estos son de un tamafio de 350 pb aproximadamente (el
largo de la porcion amplificada es de 354pb), tal como era esperado. El marcador

de peso molecular es de 100 pb.

Insertos
de los
plasmidos
(354 pb)

—

o g _"'._.._
g | e e ity RS O

Fig. 6: Foto de la electroforésis de la amplificacion
de los insertos en los plasmidos plet. Carril 1:
marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2 al
7: amplicones de los insertos.

Amplificaciéon de las muestras de los afnos 2008 y 2009:

Se analizaron 57 aspirados nasofaringeos del afio 2008. Se examiné la presencia
de HBoV amplificando una porcion de 354pb del gen NP1 de un total de 659pb

que contiene este gen. De las 57 muestras, 8 fueron positivas para HBoV,
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correspondiendo a un 14%. Este porcentaje esta dentro de los rangos reportados.
En la Gréfica 1 se detallan la cantidad de muestras totales de los afios 2008 y
2009, asi como el porcentaje de muestras HBoV positivas respecto al total para
cada afio.

En la Fig. 7 se observa una electroforesis de muestras amplificadas por PCR del
afio 2008. En ella se puede ver el marcador de peso molecular, el control positivo,
y dos muestras positivas para HBoV de 354 pb. Y el control negativo.

Del afo 2009 se procesaron 42 aspirados nasofaringeos, sin embargo no se obtuvo
ninguna muestra positiva para HBoV.

Tanto las muestras del afio 2008 como las del 2009 fueron analizadas por PCR
partiendo de ADN. A las muestras del 2009 también se las analizé por RT-PCR,
partiendo de ARN total, para intentar amplificar HBoV a partir de mensajeros

virales.

. Sort il selincioi dedi: ol ad o = naeiE:
2 3456 7 8 9 1011 C+C

500 pb Muestras

M o positivas 5
(354 pb)

Fig. 7: Foto de la electroforésis de dos muestras positivas de HBoV.
C+ representa el control positivo, y C- el control negativo. Carril 1:
Marcador de peso molecular. Carrieles 2, 3,4, 6,7,8,9y 11:
muestras negativas. Carriles 5 y 10: muestras positivas. C+: control
positivo. C-: control negativo.

~21 ~



Porcentaje muestras positivas

100% -

80% A

60%

40% 4

20% A

0% -
2008 2009
n=5s7 Afio n=42

Grafica 1: Grafica de los porcentajes de las muestras positivas. En el afio
2008 hubo un 14% de muestras HBoV positivas. En el afo 2009 hubo un 0%
de muestras HBoV positivas.

Purificacion:
En la Fig. 8 se observa la electroforesis de los productos purificados de PCR de

las 8 muestras positivas para HBoV. El marcador de peso molecular utilizado fue

de 100 pb.

Amplificaciones
de las 8 muestras

positivas del
2008 (354 pb)

|

Fig. 8: Electroforesis de las muestras positivas del 2008
purificadas. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb.
Carriles del 2 al 9: muestras HBoV positivas purificadas.
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Secuenciacion:

Se realiz6 la secuenciacion de las 8 muestras positivas con los primers 542R y
188F (ver materiales y métodos) en el servicio de secuenciacion Macrogen de

Korea. El fragmento secuenciado fue de 354 pb.

Anadlisis de secuencia:

Las 8 secuencias de las muestras positivas para HBoV del afio 2008 fueron
editadas y alineadas usando el programa BioEdit. En la Fig. 9 se puede ver una
porcion de un cromatograma de una de las muestras y en la Fig. 10 se muestra el
alineamiento de las secuencias entre si, y alineadas a su vez con una cepa aislada
en San Pablo, Brasil. Esta secuencia esta disponible en GenBank (codigo de
acceso: GQ244406.1). Para el alineamiento de las secuencias se utilizd6 una
porcion de 111 nucleotidos, ya que esta era la porcion del cromatograma que tenia

mejor resolucion.

140 1RO 160 1) 180 190
GUAGECCGATCCGACACAG TG GEGAGAGAGGUTCGGFCUTCATATCATCAGG &~

R

Fig. 9: Fragmento de un cromatograma de una de las muestras
positivas para HBoV del 2008
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Fig. 10: Alineamiento de las secuencias de las muestras positivas
del 2008 y la secuencia de una cepa aislada en Brasil de
referencia BR719 (codigo de acceso: GQ244406.1).
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Discusion y conclusiones:

Dadas las dificultades para diagnosticar las infecciones respiratorias por HBoV
tanto por los sintomas clinicos, como por cultivo celular y por
inmunofluorescencia, en este trabajo se utilizaron técnicas moleculares (PCR y
RT-PCR) para la deteccion de HBoV partiendo de muestras clinicas
correspondientes a nifios con infecciones respiratorias en las vias bajas. Las
muestras clinicas consistieron en aspirados nasofaringeos, a las cuales se les
realizo las extracciones de ADN viral y de ARN total.

Asimismo, como consecuencia de este trabajo, se obtuvo un gran stock de control
positivo para HBoV como resultado del clonado de una porcion del gen NP1 en
bacterias E. coli transformadas. Este stock queda disponible para ser utilizado en
futuros trabajos.

Se analizaron un total de 99 muestras clinicas, 57 de las cuales correspondieron al
ano epidémico 2008 y 42 al 2009. Para la deteccion de HBoV se amplificd una
porcion de 354 pb de los 659 que tiene el gen NPI.

En nuestro estudio se comenz6 analizando las 42 muestras del afio 2009 a través
de PCR partiendo de ADN, que es la forma usual para la deteccion de HBoV, ya
que el genoma de este virus es de ADN. Sin embargo, cuando no se pudo
amplificar HBoV en ninguna de las muestras del 2009 se las analizaron a través
de RT-PCR partiendo de la extraccion del ARN total de las muestras de forma de
intentar amplificar el ARNm del gen NP1 viral teniendo en cuenta un trabajo
previo realizado en el laboratorio.

Una vez procesadas las muestras del ano 2009 se procedi6 a amplificar las 57
muestras correspondientes al afio 2008. Estas fueron analizadas Unicamente a
través de PCR partiendo de la extraccion de ADN total de los aspirados
nasofaringeos.

Se detectaron 8 muestras positivas, lo que corresponde a un 14% de HBoV en las
muestras estudiadas. Este porcentaje es similar al encontrado en Alemania [37],
donde se encontrd una prevalencia de 12,8%; en Brasil [45], con una prevalencia

del 13,2% y en Espafa [28], con una prevalencia del 17,1%.
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En las 42 muestras del afio 2009 no se encontraron muestras positivas para HBoV.
Este resultado se correlaciona con el obtenido en los trabajos de Akiyoshi et al.
[46] y Nakamura et al. [47], donde se encontrd una disminucidn de la prevalencia
de los diferentes virus respiratorios, con la excepcion del virus de la influenza A
HINI, durante la pandemia del 2009 de dicho virus. A pesar de que en nuestro
trabajo las muestras del 2009 fueron testeadas Unicamente para HBoV, teniendo
en cuenta estos datos se podria pensar que la pandemia del virus de la influenza A
HINT del afo 2009 generd un desbalance en los porcentajes de circulacion de los
restantes virus respiratorios, resultando en una menor deteccion de estos tltimos.
Los amplicones obtenidos de las muestras positivas fueron purificados y
secuenciados en el servicio de secuenciacion Macrogen de Korea. Una vez
obtenidas las secuencias se realizo un andlisis rapido de homologia utilizando el
programa BLAST del sitio servidor NCBI (Nacional Center for Biotechnology
information), en donde se comprobd que todas las secuencias presentaban una
homologia de 99% con cepas de HBoV depositadas en GenBanck.

Posteriormente, se realizaron los andlisis de secuencia utilizando los programas
BioEdit y ClustalX. Para este analisis se utilizo un fragmento de solamente 111
nucleotidos, dado que era la porcion de la secuencia que tenia mejor resolucion en
el cromatograma.

Como se puede observar en la Fig. 10, todas las secuencias amplificadas tienen un
100% de homologia entre si y con la secuencia obtenida de la base de datos. Esto
se debe a que el gen NP1 es un gen altamente conservado, presentando una baja
variabilidad. Un estudio sobre VP1/2, que transcribe una proteina capsidica, la
cual presenta una gran tasa de mutacién, permitiria realizar estudios de
variabilidad.

Hasta el momento no esta claro si HBoV es el agente causal en las infecciones
respiratorias o si es un virus oportunista, sin embargo en este trabajo se detectd su
presencia en un porcentaje considerable en las muestras analizadas, siendo este
similar al descripto en la bibliografia existente.

Las muestras estudiadas en este trabajo también fueron objeto de estudio en un

trabajo que se realizd en paralelo en el laboratorio, en donde se buscaba la
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presencia de Adenovirus, el cual es un virus que también causa infecciones
respiratorias y es responsable de un alto porcentaje de las hospitalizaciones de
nifios menores 3 afios. Comparando los resultados para cada una de las muestras
en cada uno de los analisis, se encontré que 2 de las 8 muestras positivas de
HBoV también fueron Adenovirus positivas, lo que nos da un 3,5% de
coinfecciones en las 57 muestras del 2008. Del mismo modo se puede observar
que el 25% de las muestras positivas para HBoV son coinfecciones (2 de las 8
muestras positivas), lo que es una tasa de coinfeccion muy alta, tendiendo en

cuenta que las muestras se analizaron Unicamente para HBoV y Adenovirus
(Gréfica 2).

Grafico 2: Grafica de las 57 muestras analizadas en el 2008.

DO+ O = Total de muestras HBoV positivas. (8 muestras)

O + B = Total de muestras ADV positivas. (5 muestras)

O = Muestras coinfectadas HBoV y ADV positivas. (2 muestras)

Para poder calcular la tasa real de coinfectividad de HBoV restaria realizar la
deteccion de otros virus respiratorios, como por ejemplo hVRS vy
Metapneumovirus Humano, en los aspirados nasofaringeos tanto del 2008 como
del 2009. Este proceso esta siendo llevado a cabo actualmente en el laboratorio, el
cual implico realizar nuevamente la extraccion de los acidos nucleicos (ADN y
ARN) a partir de las 8 muestras positivas a fin de obtener cantidad de material
suficiente que permita amplificar y detectar los posibles virus coinfectantes.

Asimismo se utilizaran las extracciones de ADN para la amplificacion de los
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genes VP1 y VP2 y de esta forma poder realizar un estudio de variabilidad de los
virus HBoV circulantes en Uruguay.

Dado el alto porcentaje de coinfecciones de HBoV con otros virus respiratorios
[26-28,33] es que surge la duda acerca de si HBoV es el responsable directo de las
infecciones respiratorias, o si en realidad se trata de un virus oportunista, que
aprovecha las bajas defensas del individuo enfermo para infectar. Una posible
respuesta a esta interrogante podria provenir del estudio de un mayor nimero de
muestras (inclusive de diferentes afios) a fin de detectar HBoV, asi como los otros
virus respiratorios reportados como coinfectantes.

Un futuro trabajo seria no solo obtener muestras de nifios con infeccion
respiratorias sino que a estos mismos se le deberian tomar muestras de materia
fecal y analizar la presencia de HBoV en los dos tipos de muestras clinicas ya que
se ha reportado que podria existir una relacion entre la infeccion por HBoV de las
vias respiratorias y el tracto gastrointestinal [29]. De esta forma se podra tener una
comprension mas cabal del comportamiento de este virus y su rol como posible

agente patogénico.
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