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SINTESIS

Se estudio la variabilidad antigénica y genética de la glicoproteina G de 31 cepas
de Virus Sincitial Respiratorio Humano aisladas de nifios menores de un afio, en la
Ciudad de la Habana (1994-1998). Las cepas que circularon entre 1994 y 1996
mostraron la misma secuencia nucleotidica, fueron muy similares a la cepa
prototipo Long y reaccionaron con los anticuerpos monoclonales especificos de
esta. Las secuencias nucleotidicas de las cepas del periodo 1997-1998 fueron
parecidas a la de la cepa Mon3/88 y reaccionaron con los anticuerpos
monoclonales especificos de esta. Todas las cepas aidladas pertenecieron a
subgrupo antigénico A. Por otro lado, se analizé la variabilidad genética del tercio
carboxi-terminal de la glicoproteina G de 33 exudados nasofaringeos de nifios
menores de un afio provenientes de 6 provincias de Cuba (1995-2000). El
subgrupo A circulé durante todos los afios, e subgrupo B se detecté solamente
durante el afio 2000. Dentro del subgrupo A se encontraron nuevamente dos
muestras, cuyas secuencias nucleotidicas fueron muy similares ala cepa Long. En
los virus analizados (1994-2000) pertenecientes al subgrupo A, se observé la
presencia de virus con dos tamarios diferentes de la glicoproteina G (297 aay 298
ad), mientras que para €l subgrupo B, fue observado un nico tamafio (295aa). Los
virus cubanos se relacionaron filogenéticamente con cepas de otras partes del

mundo. El andlisis filogenético, permiti6 identificar 5y 2 genotipos dentro de los

subgrupos A y B, respectivamente.
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|.INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), son la primera causa de morbilidad y
una de las principales causas de mortalidad de nifios en todos los paises del
mundo. La mortalidad en la poblacion infantil menor de 5 afios es relevante, tan es
asi, que segun e informe de la Organizacion Mundia de la Saud (OMS)
alrededor de un tercio de las defunciones ocurridas en 1996 se atribuye a estas
enfermedades (Wessembasher and Avila, 1997).

Los virus se reconocen como los agentes etiol6gicos predominantes en las IRA,
tanto en la patologia infantil como en la de adultos, considerandose que estos son
la causa del 95% 6 maés de las rinofaringitis, laringotraqueobronquitis y
bronquiolitis (Shay et al., 1999).

Dentro de las causas viraes de enfermedades respiratorias, un lugar preponderante
lo ocupa el Virus Sincitial Respiratorio Humano (VSRH). En Estados Unidos, este
virus es e responsable de las hospitalizaciones de mas de 125 000 nifios y de la
muerte de 450 nifios anualmente (Black, 2003). Mucho menos es conocido, acerca
de las epidemias de este virus en paises en vias de desarrollo. No obstante, se ha
estimado, que un tercio de todos los nifios fallecidos menores de cinco afios, es
debido a las infecciones del tracto respiratorio bao, sendo e VSRH, €
responsable del 96 % de |los casos hospitalizados por infecciones virales (Weber et
a., 2002).

El VSRH es uno de los patégenos mas importantes que causa infeccion en ¢

tracto respiratorio en nifios pequeiios (Shay et al., 1999; Zambon et a., 2001,

Thompson et a., 2003). Ademas, se ha visto que este virus produce infecciones
respiratorias graves en ancianos y en pacientes inmunocomprometidos (Falsey and
Walsh, 2000; Collins and Pollard, 2002). La distribucion del mismo es mundial,
las epidemias ocurren anuamente, durante los meses de invierno en los paises de
clima templado y durante las estaciones de |luvia en los paises de clima tropical
(Cane, 2001). Sin embargo, se conoce muy poco acerca de la infeccion con este
virus en paises subdesarrollados, en los cuaes, € patréon epidemiologico del virus

pudiera seguir un comportamiento diferente (Weber et al., 1998).



Dos subgrupos antigénicos A y B, han sido identificados en base a su reaccién
frente a un panel de anticuerpos monoclonales (AcMs) (Anderson et al., 1985z;
Mufson et al., 1988). Esta clasificacion fue confirmada més tarde por andlisis de la
secuencia nucleotidica (Cristina et al., 1990; Cane et al., 1991). Se ha visto que
durante una epidemia ambos subgrupos pueden co-circular, sin embargo, €
subgrupo A, ha sido identificado més frecuentemente que € subgrupo B (Cane,
2001). También se ha observado en cada epidemia, la circulacién de multiples
genotipos dentro de cada subgrupo, con un reemplazamiento del genotipo
predominante cada afio (Peret et a., 1998; Cane, 2001; Choi et al., 2001).

Los estudios de variabilidad genética, se han focalizado en la glicoproteina G,
debido a su elevada capacidad para diferenciar cepas que pudieran ser idénticas en
otros productos génicos. De este modo, diferentes investigadores han descrito, que
cepas muy Similares genéticamente, pueden circular en diferentes partes del
mundo durante el mismo periodo (Garcia et a., 1994; Sanz et a., 1994; Cane and
Pringle, 1995g). También se ha visto, que virus adados en lugares
geograficamente distantes y en diferentes afios pueden estar genéticamente mas
relacionados que virus aislados en un mismo lugar durante dos dias consecutivos
(Melero et al., 1997).

Este virus presenta dos caracteristicas importantes a tener en cuenta para €
desarrollo de una vacuna: en primer lugar, éste es capaz de infectar a nifios en
presencia de anticuerpos (Acs) maternos y en segundo lugar, causa infecciones
repetidas a lo largo de la vida (Cane, 2001). La capacidad del virus para causar
reinfecciones, pudiera deberse a una respuesta inmune inadecuada o a la
variabilidad del virus (Hall et a., 1991).

La glicoproteina G, es €l principal componente en la respuesta inmune protectora
del virus, presentando un ato nimero de sustituciones nucleotidicas que conllevan
cambios aminoacidicos. Estos cambios producen alteraciones en los epitopos y
por tanto permite que € virus escape de la inmunidad pre-existente (Hall et al.,
1991; Sullender et al., 1998).



Por todo lo anteriormente planteado, nos hemos centrado en la glicoproteina G del
VSRH, para redlizar estudios de variabilidad antigénica y genética, en virus que
han circulado en 6 provincias de Cuba desde 1994 hasta el 2000. Con estos
estudios obtendriamos informacion, acerca de los genotipos que circulan en
nuestro pais y su relacion filogenética con los que circulan en el mundo. Por otro
lado nos permitird profundizar en el conocimiento de dicha proteina, la cual es
uno de los antigenos inductores de la respuesta inmune protectora con € objetivo

de contribuir a desarrollo de futuras vacunas.

En el presente estudio, se realizara la caracterizacion antigénica con AcMs de la
glicoproteina G, asi como, la caracterizacion genética de gen de esta misma
proteina, utilizando la tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RCP) para la deteccion de VSRH y su posterior utilizacion en e andlisis
molecular por secuenciacion nucleotidica. Estos datos seran Utiles para subtipar,
genctipar y redlizar estudios de epidemiologia molecular por andlisis

filogenéticos.



I.1. HIPOTESIS.

Mediante la caracterizacion antigénica 'y genética de la glicoproteina G del VSRH,
pudiera conocerse la variabilidad de virus circulante en Cuba y su relacion

filogenética con las cepas que circulan en el mundo.

Para confirmar esta hipotesis nos trazamos |os siguientes objetivos.

.2 OBJETIVOS.

Objetivo general.

Redizar la caracterizacion ddd VSRH en Cuba, mediante la utilizacion de
técnicas de avanzadas, con el djetivo de contribuir al conocimiento de la
variabilidad de este virus en nuestro pais.

Obj etivos especificos.

Caracterizar antigénicamente y genéticamente la glicoproteina G de cepas del
VSRH, aidadas en |a Ciudad de La Habana desde 1994 hasta 1998.
Caracterizar genéticamente el tercio C-termina del gen de la glicoproteina G

del VSRH de muestras clinicas, provenientes de 6 provincias de Cuba desde
1995 hasta e 2000.
Analizar la relacion filogenética entre los virus que circularon en Cuba en

el periodo 1994-2000 y los que circularon en € resto del mundo.
I.3. NOVEDAD CIENTIFICA.

Dentro de los aspectos hovedosos se destacan: La caracterizacion antigénica del
gen de la dlicoproteina G, utilizando un amplio panel de AcMs y la
caracterizacion genética del mismo gen por secuenciacion nucleotidica del VSRH
en Cuba. La introduccion de programas computarizados Utiles, para realizar
andlisis de secuencias y para los estudios de filogenética molecular. Este tipo de
estudio aplicado al VSRH es la primera vez que se realiza en nuestro paisy en €
Caribe. Es muy importante mantener estos estudios, con el objetivo de conocer si

en epidemias futuras aparecen nuevas variantes 0 se mantienen las mismas cepas.



Este tipo de andlisis, permitird hacer una valoracion de la estrategia a seguir en €l

disefio de futuras vacunas contra este importante patdgeno.

|.4. VALOR PRACTICO.

Los resultados obtenidos, permitieron la introduccion de nuevas tecnologias de
trabgjo de Ultima generacion y de programas computarizados Utiles para la
caracterizacion de cepas de VSRH que circulan en nuestro pais. Gracias a estos
resultados, e Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios del
Instituto de Medicina Tropica “Pedro Kouri” (1PK), cuenta con las herramientas
necesarias para realizar estudios de Epidemiologiay Evolucion Molecular de este

virus en Cuba.

|.5.VALOR TEORI CO.

Los resultados obtenidos en este trabgjo, tienen gran valor tedrico, pues permite
conocer las caracteristicas antigénicas y genéticas de las cepas que estén
crculando en Cuba y su relacion filogenética con las que circulan en otras

regiones del mundo.

L os resultados que conforman esta tesis se presentaron en 4 eventos cientificos y
estén publicados en 8 articulos cientificos en revistas nacionaes (2) y extranjeras
(6), parte de estos resultados estdn publicados en e capitulo 68 de libro
Microbiologia y Parasitologia Médicas (Premio de la Critica Cientifico-Técnico
2001, Premio Anual de la Salud 2002 y Ponencia Destacada X1V Forum Nacional
de Cienciay Técnica 2003). Los resultados de este trabajo forman parte dos un
Resultado Relevante del IPK (1998, 2004) y de un Logro de la Academia de
Ciencias de Cuba (1999): Epidemiologia Molecular del VSR en Cuba.



II.REVISION BIBLIOGRAFICA.

El VSRH es e agente causad mas importante de las infecciones del tracto
respiratorio inferior en lactantes y en nifios de corta edad, produciendo neumonias
y bronquiolitis (Dudas and Karron, 1998; Shay et al., 1999; Brandenburg et al.,
2001; Zambon et al., 2001). Este virus fue aislado en 1956 del tracto respiratorio
de un chimpancé que padecia de coriza durante un brote de enfermedad semejante
al resfriado comun, por lo que fue originamente Ilamado “agente de la coriza del
chimpancé” (CCA) (Morris et a., 1956). Posteriormente, Chanock vy
colaboradores en 1957 adaron virus indistinguibles serolégicamente
(neutralizaciéon por sueros anti-CCA) y fenotipicamente (efecto citopético) del
CCA, e dos  nifios hospitdizados por  bronconeumonia y
laringotragueobronquitis, respectivamente. A partir de entonces, e virus fue
denominado “Virus Sincitial Respiratorio”, denotando sus manifestaciores
clinicas y su habilidad para formar sincitios en células en cultivos. Ademas, se ha
visto que este virus produce infecciones respiratorias graves en ancianos y
pacientes inmunodeprimidos (Murry and Dowell, 1997; Falsey and Walsh, 2000;
Callins and Pollard, 2002; Piedra, 2003).

El VSRH es € responsable de la muerte de aproximadamente cinco millones de
personas anualmente en todo € mundo, por lo que la OMS lo considera un
patogeno de interés para € desarrollo de nuevas vacunas, ya que no existe ningun
tratamiento antiviral especifico. En los Ultimos afios se ha visto que e uso de
AcMs humanizados de origen murino como profilaxis, reduce la hospitalizacion
de nifios con ato riesgo, no obstante, la utilizacion de este tratamiento es
excesivamente costoso (Stensballe and Kristensen, 2002; Lacaze-Masmonteil et
al., 2003; Paes, 2003).

I1.1. Clasificacion.

El VSRH esta clasificado dentro del Orden Mononegavirales y pertenece a la
Familia Paramyxoviridae, la cual posee las siguientes caracteristicas: (i) €
genoma esta formado por una cadena Unica de acido ribonucleico (ARN) de

polaridad negativa (no segmentado), que se encuentra en € interior de una



nucleocdpside helicoidal, que hace al ARN resistente a la digestion con
ribonucleasas (RNAsa), y que contiene la polimerasa viral; (ii) e genoma es
transcrito por la accion de la polimerasa, que paray reinicia la sintesis de ARN,
obedeciendo a sefides que actlan en cis, dando lugar a la formacion de ARN
mensgeros (ARNm) subgendmicos; (iii) € ciclo viral replicativo es
citoplasmatico; (iv) los viriones adquieren una envoltura lipidica que procede de
la membrana plasmética y (v) la entrada en la célula huésped estd mediada por

fusion de las membranas vira y celular (Collins et al., 2001).

La familia Paramyxoviridae contiene a su vez dos subfamilias. Paramyxovirinae,
en donde se incluyen € virus Sendai, del Sarampidn, virus de la enfermedad de
Newcastle, SV5, virus de Parainfluenza humanos y otros; y Pneumovirinae, que
posee dos géneros, e Pneumovirus, representado por el VSRH, asi como los virus
Sincitiales Respiratorios Bovino, Ovino y Caprino y € de la Neumonia del Raton
(PVM); y un segundo género, € Metapneumovirus, representado por el
Pneumovirus Aviar (APV), también denominado virus de la rinotraqueitis del
pavo y e Metapneumovirus humano (hMPV) (Collins et al., 2001).

Los pneumovirus se distinguen de los paramixovirus en que su nucleocdpside
tiene un diametro menor, codifica entre 8 y 10 ARNm en comparacién con los 6-7
de otros paramixovirus, por lo que la organizacién gendmica es mas compleja, y
por la presencia de la glicoproteina G, que media la unidn a receptor y carece de

actividad de hemaglutinacion y neuraminidasa (Collins and Mottet, 1991).

I1.2. Proteinas virales.

Las particulas virales, estédn constituidas por una nucleocapside helicoidal cubierta
de una envoltura lipoproteica, que €l virus adquiere a sdir de la célula por
gemacion. Esta envoltura contiene tres glicoproteinas transmembranales, la
proteina de unién al receptor o glicoproteina G, la proteina de fusién o
glicoproteina F, y una proteina pequefia hidrofébica o proteina SH, de funcién
todavia desconocida. La proteina matriz (M), forma una cubierta proteica en la
cara interna de la envoltura. Las glicoproteinas estan organizadas por separado en

espiculas virales, que se visualizan como proyecciones cortas (11-20 nm) y poco



separadas entre si (6-10 nm). La nucleocdpsida es una hélice simétrica en la que
esta el &cido ribonucleico vira (ARNv) asociado con la nucleoproteina (N), la
fosfoproteina (P), un factor antiterminador de la transcripcion (M2 6 22K), y la
polimerasa (L) (Collinset al., 2001) (Figura 1).

a

Complelo |l
RNP

a Membrams
Npidica

Figura 1. Representacion esquemética de la estructura del VSRH. Se sefiala la
localizacién de las distintas proteinas que componen €l virus.

Nucleoproteina (N): Es la proteina principa de la nucleocipsida y es ligeramente
basica. Se localiza con las proteinas Py M2 (22K), en inclusiones citoplasmatica
presentes en células infectadas con € virus o transfectadas con plasmidos que
expresan los genes correspondientes. EI complggo NFNARN es e molde funcional
para la transcriptasa y replicasa vird (Garcia et al., 1993; Garcia-Barreno et al.,
1996).

Fosfoproteina (P): Es écida e hidrofilica, y esta fosforilada en residuos de serina
(Ser) localizados principalmente en las zonas central y carboxi-terminal (C-
terminal) de lamolécula (Lopez et al., 1988; Mazumder et a., 1994; Villanueva et
al., 1994; SanchezSeco et al., 1995; Lopez et al., 1998). El extremo C-terminal de
la proteina P es esencia para la interaccién con la proteina N. La fosfoproteina es

un cofactor esencial dela ARN polimerasavira (Garcia-Barreno et al., 1996).

Proteina L: Esta proteina se le atribuye la actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN del VSRH. Esta es muy similar en longitud a las polimerasas



de otros virus ARN de genoma no segmentado y polaridad negativa, y €
aineamiento de aminoécidos, pone de manifiesto una ata homologia en las
secuencias de las polimerasas de otros paramixovirus y rabdovirus. Es bésica y
relativamente hidrofébica, con un ato contenido de leucina e isoleucina (Collins
et al., 2001).

Proteina matriz (M): Proteina no glicosilada que se localiza en la cara interna de
la envoltura viral. Es relativamente basica y posee un dominio hidrofébico en e
tercio C-terminal de la molécula que media la interaccion con la membrana
(Collins et a., 2001). Se piensa gque tiene dos funciones generales (i) mantener la
nucleocdpsida transcripcionalmente inactiva antes del empaguetamiento,y (ii)
mediar la asociacién de la nucleocapsida con la envoltura naciente (Teng and
Collins, 1998).

Proteina M2 o 22K: Es muy késica y relativamente hidrofilica. Se localiza con
las proteinas N y P en los cuerpos de inclusidon citoplasmaticos presentes en las
células infectadas por e VSRH (Routledge et al., 1987; Garciaet al., 1993).

El gen M2 contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF) que se solapan en 32
nucledtidos. El producto del primer marco de lectura, denominado 22K (ORF-1),
da lugar a un polipéptido de 22K de peso molecular. La segunda fase de lectura,
M 2-2 (ORF-2), codifica para una proteina méas pequefia que recientemente se ha
encontrado en extractos de células infectadas, aunque no se sabe todavia si se
incorporaa virion (Ahmadian et al., 2000).

La proteina 22K es un antiterminador de la transcripcion, y es esencial para la
viabilidad del virus (Collins et al., 1996; Hardy and Wertz, 1998; Coallins et al.,
1999; Fearns and Collins, 1999b; Hardy et al., 1999), mientras que la M2-2 parece
actuar como factor regulador implicado en € equilibrio entre la replicacion y la

transcripcion de ARN (Bermingham and Collins, 1999).

Proteinas no estructurales NS1 y NS2: Se consideran no estructurales, porque
no se han encontrado en virus maduros, aunque abundan en células infectadas
(Collins et al., 2001). La NS1 precipita con la proteina M (Evans et a., 1996),



mientras que la NS2 se locdiza en las células con la proteina N, pero no co-
precipita con ninguna proteina vira, aungue ambas parecen formar homo-
oligdbmeros (Weber et al., 1995; Evans et a., 1996). La NS1 es un inhibidor de la
sintesis de ARNv, aunque esa inhibicion no es especifica solo del VSRH, por
tanto, se desconoce cudl es su verdadera funcion. Estas dos proteinas han sido
recientemente identificadas como antagonistas del interferon a/b (Schlender et al.,
2000).

Proteina SH: Es una proteina de membrana ligeramente bésica, con una larga
region hidrofébica central y dos sitios potenciales de glicosilacion, uno a cada
extremo de la proteina. Se acumula en células infectadas en cuatro formas
diferentes (SHy, SHt, SHg y SHp), dos de dllas glicosiladas (SHg y SHp). La
funcidn de esta proteina es todavia descorocida, aunque algunos trabajos implican
ala proteina SH, junto con las glicoproteinas F y G, en la formacion de sincitios
en las células infectadas (Heminway et al., 1994; Pastey and Samal, 1997), a pesar
de que la delecion de este gen no afecta a la viabilidad de virus en cultivo
(Bukreyev et al., 1997). Experimentos donde se expresaba la proteina SH en
bacteria, aumentaban la permeabilidad de la membrana bacteriana a compuestos
de bajo peso molecular. Este resultado sugiere, que la proteina SH podria estar
implicada en desestabilizar la membrana de la célula infectada (Perez et al., 1997).

Glicoproteina F Media la penetracion del virus en la célula por fusion de sus
membranas, permitiendo la entrada de la nucleocgpsida en e citoplasma de la
célula huésped (Srinivasakumar et al., 1991). Es una glicoproteina tipo I, que se
inserta en la membrana por la region hidrofébica C-terminal. Asi mismo, la
glicoproteina F, media la fusion de la membrana de la célula infectada con las
células adyacentes, dando lugar a la propagacion del virus y a la formacion de
sincitios (Walsh and Hruska, 1983). Esta proteina se sintetiza como un precursor
inactivo Fp, € mismo es procesado proteoliticamente por una proteasa celular,
dando lugar a dos subunidades F y F» que quedan unidas covalentemente por

puentes disulfuro, antes de alcanzar |a superficie celular (Collins et al., 2001).



Glicoproteina G: Es laresponsable de la union del virus a receptor celular en las
primeras etapas del ciclo infectivo (Sullender et al., 1991). No comparte
homologias de secuencia con otros paramixovirus y carece de actividades
hemaglutinina y neuraminidasa. La secuencia de nuclettidos del gen de la
glicoproteina G, predice un polipéptido de 292-299 aa dependiendo de la cepa.
Esta altamente glicosilada y tiene una estructura no globular, cuyo ectodominio

tiene similitud con las mucinas (Wertz et a., 1989).

Es una glicoproteina transmembrana tipo |l, con una regién hidrofébica cerca del

extremo amino-termina (N-terminal), que le sirve tanto de péptido sefial como de
anclgje ala membrana, dgjando en & extremo C-terminal, dos terceras partes de la
molécula orientadas hacia el exterior. La glicoproteina G también se sintetiza
como forma soluble debido a la iniciacion de la traduccién en un segundo coddn

de iniciacién, que esta en fase con el primero, situado en el aminoécido (aa) 48, €l

cual se encuentra dentro de la regién hidrofobica (Hendricks et a., 1988; Roberts
et al., 1994) (Figura?2).

Aproximadamente, entre el 16 y el 20% del total de las moléculas de glicoproteina
G sintetizadas en cultivo son solubles. Las funciones biolégicas de la
glicoproteina G soluble (Gs) en e ciclo de vida viral es todavia desconocida,
aunque se cree que podria actuar “atrapando” a los Acs neutralizantes dirigidos
contra la glicoproteina G de la particula viral y por tanto, impidiendo la
neutralizacion del virus (Johnson et al., 1998).

El andlisis de la composicion de aminoécidos de la proteina revela un contenido
del 30% en Ser, més treonina (Thr) (sitios potenciales de O-glicosilacién) y un
10% de prolina (Pro). El ectodominio de la glicoproteina G, contiene de 3 a 8
sitios potenciales de N-glicosilacion, dependiendo de la estirpe viral, y mas de 70

sitios potenciaes de O-glicosilacion (Wathen et ., 1991).
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Figura 2. Representacién de las dos formas moleculares de la glicoproteina G. Se
indican los dos codones de iniciacion de la traduccidn en el ARNm, que dan lugar a
las distintas formas de la glicoproteina G. Como se observa en lafigura, €l segundo
codon esta dentro de la regién hidrofébica de anclge a la membrana. En circulos

azules se indican las cisteinas. TM: region transmembrana.

El ectodominio de la glicoproteina G, tiene cuatro residuos de cisteina (posiciones
173, 176, 182y 186) y un corto segmento (residuos 164-176) que esta conservado
en todas las cepas del VSRH. Esta region presenta € segmento mas hidrofébico
del ectodominio de la proteinay ha sido propuesta como sitio de union al receptor.
Si se consideran Unicamente virus pertenecientes al subgrupo A, la region
conservada se extiende desde € residuo 163 al 169 (Langedijk et al., 1996;

Gorman et al., 1997).

A ambos lados de laregién central conservada del ectodominio, se encuentran dos
segmentos que presentan un ato grado de variabilidad genética y antigénica entre
los virus de los dos subgrupos antigénicos y que contienen la mayor parte de los
sitios potenciales de O-glicosilaciéon (Johnson et a., 1987; Garcia-Barreno et al.,
1989). Dentro de cada subgrupo, estos segmentos son también atamente



variables, dando cuenta de la divergencia de la proteina a nivel de aminoéacidos,
gue puede ser de hasta un 20% entre cepas del subgrupo A (Cane and Pringle,
1991; Sanz et al., 1994) y un 9% entre cepas del subgrupo B (Sullender et al.,
1991).

El precursor de la proteina, se sintetiza como un polipéptido de 32 Kd que se
modifica durante su sintesis por la adicion, mediante enlaces N-glicosidicos a
residuos de asparagina (Asn), de cadenas de azlcares con alto contenido de
manosa, dando lugar a una forma intermedia de 45 Kd (Wertz et al., 1989). Este
paso es seguido por la conversion de esas cadenas de azlcares a tipo compleo y
la adicion de cadenas de carbohidratos unidos por enlaces O-glicosidicos a
residuos de Ser o Thr, alcanzandose asi la forma madura de 80-90 Kd. La gran
contribucion de la O-glicosilacién a la masa de la proteina madura, esta
relacionada probablemente con su ato contenido de sitios potenciales (Ser y Thr)
para este tipo de modificacion (Wathen et a., 1991).

11.3. Genoma.

El genoma del VSRH esta congtituido por una molécula de ARN monocatenario,
de polaridad negativa y aproximadamente 15 kb, que codifica 10 ARNm. Cada
uno de ellos contiene un ORF, a excepcion del gen M2 que tiene dos. Los ARNmM
tienen un capping (CAP) en el extremo 5™ y estan poliadenilados en el extremo 3.
Cada gen comienza con una secuencia de 10 nucledtidos denominada gene start
(GS), que estd atamente conservada a excepcion del gen L, cuya funcion es
controlar € inicio de la transcripcion y la adicion de CAP, y acaba con una
secuencia semi-conservada de 12-13 nucledtidos denominada gene end (GE), que
dirige la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion del ARNm. Los
nueve primeros genes, estan separados por regiones intergénicas que varian en
longitud de 1-56 nucledtidos y carecen de secuencias consenso (Kuo et al., 1996;
Kuo et al., 1997). Los dos ultimos genes, M2 y L, se solapan en 68 nucledtidos,
por lo que la seflal GS del gen L se localiza dentro del gen M2. Por este motivo,
esta secuencia se transcribe dos veces con cada sintesis de ambos ARNm (Fearns
and Callins, 1999a).



En cada extremo del ARNv se encuentran dos regiones no codificantes, un ARN
leader en e extremo 3" de 44 nucledtidos, y unaregion trailer de 159 nuclettidos
en e extremo 5°. Veintiuno de los Ultimos 24-26 nucledtidos de ambos extremos,
son complementarios, lo que indica un ato grado de identidad entre los
promotores de los extremos 3° del ARN gendmico y antigendmico (Mink et al.,
1991) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa genético de la cepa Long del VRSH. En la parte superior se
indica el rombre y la longitud (nucledtidos) de cada gen, incluyendo la serie de
uridinas con las que finalizan. En la parte inferior se sefidan las posiciones y
longitudes de las secuencias intergénicas, la region de solapamiento entre los
genes M2 y L vy las secuencias leader y trailer. La segunda fase de lectura del gen

M2 (M2-2) se indica con un cuadro negro.

La transcripcion se produce de forma secuencial desde el extremo 3", como se
pudo comprobar mediante estudios de cinéticas de inactivacion de la transcripcion
por luz ultravioleta y experimentos con minigenomas dicistronicos. En el modelo
propuesto, la polimerasa viral pararia y reiniciaria la sintesis de ARNm en cada
secuencia intergénica (Dickens et al., 1984). En e caso concreto del gen L,
todavia se desconoce como la polimerasa accede a la region GS, que se encuentra
dentro de la region solapante con € gen M2. Se ha propuesto un modelo en € que
la polimerasa primero transcribiria € gen M2 y luego retrocederia para transcribir
e gen L (Fearns and Callins, 1999a). Como en todos |os mononegavirus, existe un
gradiente transcripcional de manera que los genes méas proximos al promotor son
transcritos con mas frecuencia. Este mecanismo, junto con € que suponen la
presencia de regiones intergénicas, actan como reguladores de la transcripcion
(Kuo et da., 1997; Hardy et a., 1999), aunque también se ha comprobado que
intervienen en la regulacion transcripcional, la longitud de los genes.



Recientemente se ha descrito que la transcripcion es dependiente de proteinas
celulares como actinay profilina (Burke et al., 1998; Burke et al., 2000).

La replicacion implica la sintesis de un intermediario replicativo encapsidado de
polaridad positiva, € antigenoma, que es copia exacta del genoma completo. Este
ultimo se sintetiza empleando como molde el antigenoma. La sintesis de ambos
ARN estd fuertemente acoplada a su encapsidacion y se inhibe cuando la

nucleoproteina es limitante (Collins et al., 2001).

I1.4. Manifestaciones clinicas.

El cuadro clinico de las infecciones por VSRH varia de acuerdo con la edad del

paciente. Este virus afecta fundamentalmente a nifios entre 6 semanas 'y 9 meses
de edad, causando sintomas en €l tracto respiratorio alto. De estas infecciones,

entreel 25y & 40% afectan e tracto respiratorio bgo, siendo la bronquiolitisy la
neumonia las principales manifestaciones clinicas, provocando un incremento de
la severidad de la enfermedad. La infeccidn asintomatica en este grupo de edad es
poco comin (Greenough, 2002; Djelantik et al., 2003). La fase inicia de la
enfermedad comienza con rinorrea, acompafiada en algunos casos con
disminucién del apetito. Latos puede aparecer simultdneamente o durante los tres
primeros dias de los sintomas, también puede haber fiebre no muy atay coriza.
Después que la tos se ha desarrollado, los nifios pueden comenzar con sibilancia,
s la enfermedad es leve, los sintomas no progresan més ala de esta etapa. El

examen médico muestra taquipnea moderada, ronquidos difusos y shilancia. La
rinorrea aumenta, la fiebre es intermitente y frecuentemente se produce otitis
media. La radiografia generalmente es normal y la recuperacion ocurre entre 7'y
12 dias después de la enfermedad (Heikkinen et al., 1999; Chonmaitree and
Henrickson, 2000; West, 2002; Ishibashi et a., 2003).

En los casos en que la enfermedad es severa, latos y la sibilancia progresan, los
nifios comienzan con disnea, se hace evidente la hiperexpansion del pecho y
puede ocurrir una retraccion intercostal y subcostal. La taquipnea severa es
comun, incluso en ausencia de una cianosis visible. En etapas avanzadas de la

enfermedad donde la hipoxia es extrema, ocurre fallo respiratorio. La radiografia



muestra una combinacion de atrapamiento de aire (hiperexpansion) y
condensacion peribronquial o neumonia intersticial. Se ha visto ocasiona mente
consolidacion segmental o lobulal la cual involucra usualmente € |6bulo derecho

superior, en estos casos la efusion pleural esrara (Collins et al., 2001).

Se han redlizado algunos estudios que relacionan severidad clinica de las
infecciones con los diferentes subgrupos o genotipos del VSRH. Algunos estudios
no han mostrado diferencias en la severidad de las infecciones entre los subgrupos
A y B, mientras gque otros han reportado que & subgrupo A esta asociado con una
mayor severidad de la enfermedad (Walsh et a., 1997; Cane, 2001; Martinello et
a., 2002; Venter et al., 2002; Papadopoulos et al., 2004).

Las infecciones por e VSRH son particularmente peligrosas en nifios con
displacia broncopulmonar, enfermedades cardiacas congénitas y en nifios
prematuros e inmunodeprimidos. En estos casos las infecciones son severas y
pueden poner en peligro lavida del paciente (Falsey and Walsh, 2000; Collins and
Pollard, 2002; Greenberg, 2002).

En nifios recién nacidos la mayoria de las infecciones por VSRH producen sblo
sintomas respiratorio superiores, reflgjando e efecto protector de los AcMs
maternos contra lainfeccion del tracto respiratorio bajo. La bronquiolitis esraray
la infeccién severa se caracteriza por letargo, irritabilidad, fiebre inestable y no

por signos respiratorios especificos (Suara et al., 1996; Kang and Kim, 1997).

El VSRH ha sido detectado en & pulm6n de nifios que han muerto
repentinamente, a esto se le ha llamado sindrome de muerte sibita en € nifio. Sin
embargo, no existe una asociacion estadistica significativa entre el VSRH y este
sindrome. La deteccién del virus en algunos casos de sindrome de muerte stbita
refleja su prevalencia, coincidiendo el pico de incidencia de ambos en los meses
deinvierno (Cubieet a., 1997).

En nifios mayores y adultos (en su mayor parte corresponden a reinfecciones), los
cuadros suelen ser leves y en algunos casos, asintométicos. En ocasiones, en

especial las personas mayores, se producen neumonias y bronquitis, siendo



también la infeccion por este virus, causa de exacerbaciéon de la bronquiolitis
cronica. En los Ultimos afios ha sido reconocido qLe este virus es responsable de la
morbilidad y mortalidad en la poblacién de anciano (Falsey and Walsh, 2000;
Collins and Pollard, 2002; Greenberg, 2002; Piedra, 2003; Thompson et al.,
2003).

Existen ahora evidencias convincentes que nifios, los cuales desarrollan sintomas
del tracto respiratorio bajo durante la infeccion con VSRH en € primer afio de
vida incrementan €l riesgo a desarrollar sintomas parecidos a los de asma durante
laedad escolar (Martinez, 2003; Peebles, 2004).

I1.5. Patogenia y patologia.

El VSRH es altamente contagioso y se transmite por contacto con secreciones
respiratorias, principalmente por contaminacion de las manos y la subsiguiente
inoculacion de la mucosa nasal y conjuntiva. El periodo de incubacién entre la
exposicion y € inicio de la enfermedad, es de cuatro o cinco dias. La excrecion
viral puede persistir de una a tres semanas. La infeccién se inicia por
multiplicacion del virus en las células epiteliales del tracto respiratorio superior.
Este virus también infecta células como macréfagos y monocitos, interfiriendo en
algunas de sus funciones. El virus progresa hacia € tracto respiratorio inferior
después de 1-3 dias, probablemente a través de la aspiracion de secreciones
infectadas, aunque también puede extenderse de célula a célula mediante la fusion

de sus membranas (Collins et al., 2001).

Aungue e VSRH es neumotrépico, este no esta estrictamente limitado en un sitio.
En los nifios o0 adultos inmunocomprometidos donde, la infeccion con este virus es
fatal en algunos casos, €l virus puede diseminarse a otros 6rganos como son rifion,
higado y miocardio (Milner et a., 1985). A pesar de que la viremia no ha sido
descrita durante la infeccion en lactantes y nifios normales, han sido detectados
antigenos del virus en leucocitos mononucleares circulantes en los pacientes
inmunodeprimidos (Wang et al., 2001), y ARN gendmico y ARNm en células de
sangre arterial, pero no en fluido cerebro espinal (O'Donnell et al., 1998).



Durante la bronquiolitis, hay necrosis y proliferacion del epitelio bronquiolar y
destruccion de las céulas epitelides ciliadas. Aparece un infiltrado
peribronquiolar de linfocitos, células plasméticas y macrofagos con edema de la
submucosa y los tgjidos circundantes, o que unido a una secrecién masiva de
moco en combinacion con los restos celulares, provoca la obstrucciéon de los
bronquiolos y alvéolos, causando un colapso o enfisema de las zonas distales del
tracto respiratorio. En aquellos casos donde se produce neumonia, existe un
engrosamiento de las paredes interalveolares como resultado de la infiltracion de

células mononucleares que se llenan de fluido (LaViaet a., 1992).

La respuesta inflamatoria que se inicia a causa de la infeccién con este virus,
contribuye a algunas manifestaciones patol gicas de la enfermedad provocada por
el mismo. Por gemplo, los granulocitos que son reclutados por citoquinas pro-
inflamatorias en las vias respiratorias, pueden mediar directamente la destruccion
de la célula infectada, lo que ayuda a resolver la infeccion, pero también dafia e
tgjido. La degranulacion del granulocito, libera enzimas y, en e caso de
eosinofilos y basofilos, efectores solubles tales como leucotrienos (Wang et al.,
1998).

La respuesta de linfocitos T también puede contribuir significativamente a la
patologia asociada a la infeccion por VSRH. Asi, ratones BALB/c inmunizados
con VSRH inactivado con formalina, o virus vaccinia recombinante que expresa la
glicoproteina G (rVV-G), desarrollaron respuestas basadas en la proliferacion de
linfocitos T CD4" de la subclase 2 y escasos linfocitos T citotoxicos (CTLS)

(Openshaw et al., 1992; Alwan et a., 1994). Aunque estos ratones estaban
protegidos frente a la infeccion por VSRH, existia sin embargo, un incremento en
la patologia pulmonar caracterizada por infiltraciones de linfocitos y eosindéfilos
(Openshaw et al., 1992). Este efecto se podia abolir bien por la deplecion de las
cdulas T CD4" o del patron 2 de citoquinas de células T coperadoras (Th2) antes
de lainfeccién (Connors et a., 1992; Connors et al., 1994). La respuesta Th2 se
correlaciona con la presencia de Acs de isotipo IgG1 en € suero y un aumento de
secrecion de citoquinas interleuquina 4 (IL-4) e IL-5 entre otras (Graham et al.,

1993; Alwan et al., 1994). La IL-4 media e cambio de isotipo de los Acs a IgE,



gue a su vez estd asociado a fendmenos de alergia. LalL-5 mediala activacion de
eosindfilos, aumentando la produccion de mocos en las vias respiratorias
(Schwarze et a., 1999). Esta respuesta patologica no se observo en ratones que
fueron inmunizados con virus vaccinia recombinante que expresaba la proteina F
(rVV-F), en este caso la respuesta inmune era principamente del patrén 1 de
citoquinas de células T coperadoras (Thl) (Alwan and Openshaw, 1993; Alwan et
al., 1993). La respuesta Thl, se asocia a la presencia de Acs séricos de isotipo
IgG2a y esta caracterizada por una ata produccion de interferon g (IFN-
g (Hussell et a., 1996). Por tanto, € tipo de respuesta inmune celular que se
induce tras una inmunizacion y € antigeno utilizado, determinan en gran medida

la respuesta patol 0gica asociada a la infeccion por VSRH.

El patron genético del huésped es también un factor muy importante en la
patogénesis. Se ha visto que existen diferencias en la replicacion del VSRH y en
el grado de patologia pulmonar dependiendo de las diferentes cepas en ratones
(Hussell et al., 1998; Srikiatkhachorn et al., 1999).

I1.6. Respuestainmune frente a la infeccion por VSRH.

El sistema inmune juega un papel primordial en la proteccion y en la recuperacion
de la infeccion por VSRH (Crowe, 1999). En €& caso de los nifios
inmunodeficientes, ocurre un falo en la eliminacion del virus, por lo que la
excrecion viral puede extenderse durante varios meseqStensballe and Kristensen,
2002). En adultos inmunocomprometidos (pacientes con transplante de medula
O0sea 0 con leucemia) e VSRH constituye una causa seria de infeccién
respiratoria, la cud generalmente progresa hacia una neumonia fatal (Ghosh et al.,
2000).

Lainmunidad a este virus esta mediada por la respuesta inmune humoral y celular.
La via humoral involucra los Acs secretores y ACS en sueros que aparecen para
proteger contra las infecciones en €l trato respiratorio ato y bao respectivamente,
mientras que la respuesta celular esta dirigida contra proteinas internas que

aparecen para terminar la infeccién. La inmunidad natural a VSRH es incompleta



y las reinfecciones ocurren a lo largo de la vida. Asi, existe una relacién inversa
entre niveles elevados de Acs maternos especificos en nifios y la frecuencia y
gravedad de las infecciones causadas por e VSRH (Holberg et al., 1991).

En ratones BALB/c se ha visto que las células asesinas naturales (NK) en el

pulmoén aparecen en los primeros dias después de la infeccion, seguida por los
CTL CD8+ anivel de pulmén y Acs secretoresy sistémicos. Las células NK y las
céulas T CD8+ ademas de ser efectores directos contra las células infectadas por
virus, modulan la respuesta inmune a través de la secrecion de linfoquinas,
especialmente IFN-g. Se ha visto que la administracion pasiva de sueros con altos
titulos de Acs neutralizantes a animales infectados, reduce la replicacion del virus
después de un desafio con VSRH (Prince et a., 1987). Estudios realizados en

ratones inmunizados con virus vaccinias recombinantes que expresan las proteinas
individuales del VSRH, manifestaron que las Unicas capaces de inducir Acs
neutralizantes fueron las glicoproteinas Fy G (Connors et a., 1991), y que estos
ratones estaban protegidos frente una infeccion experimental por € virus. En vista
a estos hechos, la inmunizacion con antigenos gque inducen la produccion de Acs

neutralizantes en animales confiere proteccion frente a la infeccidn por VSRH.

Estudios en ratones BALB/c dorde se deplecionaron individual o conjuntamente
tanto los linfocitos T CD4" como los T CD8*, demostraron que ambas
subpoblaciones son importantes en la eliminacion del virus en infecciones
primarias (Graham et a., 1991) y que s estos se volvian a recongtituir, se
generaba de nuevo una respuesta inmune eficaz. En apoyo a estos datos, por
giemplo, los nifios inmunodeficientes tardan mas tiempo en eliminar e virus que
los nifios inmunocompetentes (Chandwani et al., 1990). La respuesta citotoxica,
esta implicada en € control de la infeccién por VSRH, aungue también media la
enfermedad, |0 que sugiere que debe existir un equilibrio entre proteccion y
enfermedad producida por los CTLs (Ottolini et a., 1999).

El VSRH tiene una capacidad inusual para infectar a nifios muy pequefios, 10s
cuales posiblemente se caractericen por dar lugar a respuestas inmunes inmaduras

gue favorezcan respuestas celulares anormales contra el virus. Por gemplo, la



respuesta CD4" en neonatos y nifios de corta edad es principalmente Th2 y tienen
reducida la respuesta citotoxica (Chiba et al., 1989), mientras que los nifios
mayores y adultos secretan predominantemente citoquinas Thl(Anderson et al.,
1994).

La infeccion por VSRH de las células epitelides y macréfagos, inducen o
incrementan la produccion de linfoquinas proinflamatorias, tales como, IL-6, I1L-8,
reguladores de la activacion de las células T normal expresadas y secretadas
(RANTEYS), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Panuska et al., 1995; Tsutsumi
et al., 1996; Olszewska-Pazdrak et al., 1998a; Tristram et a., 1998). Otras
moléculas que se incrementan en respuesta a la infeccion, son moléculas de
adhesion ala célula que pueden mediar la adherencia de infiltrados leucocitarios a
las células epitelides infectadas, las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que pueden aumentar la respuesta inmune adaptativa
y Fas (CD95), propiciar la apoptosis de las células infectadas mediada por células
T citotdxicas (Garofalo et a., 1996; O'Donnell D et a., 1999).

Las linfoquinas pueden tener actividad antiviral directa. Se ha observado que €l

pretratamiento de células in vitro con TNF-a inhibi6 la replicacion del VSRH y

gue ratones a los cuales se le deplecionaron el TNF-a y posteriormente fueron
infectados con este virus, exhibieron un incremento en la magnitud y duracion de
la enfermedad (Neuzil et a., 1996). Las linfoquinas también son importantes en la
atraccion y activacion de leucocitos especificos, macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos, linfocitos T y células NK. Estas células pueden ayudar a eliminar la
infeccion,pero en algunos casos pueden dafar el tgido, atacando directamente a
las cdlulas infectadas o a través de la liberacion de linfoquinas adicionales y
enzimas degradativas (Wang et a., 1998; Jaovisidha et a., 1999). En particular, la
degranulacién eosinofilica libera compuestos vasoactivos tales como histamina 'y
leucotrieno C4, los cuales son mediadores potentes del broncoespasmo. Algunos
mediadores solubles pueden también aumentar la respuesta inflamatoria 'y pueden
tener otros efectos tales como la estimulacion de la secrecion de moco
(Olszewska-Pazdrak et a., 1998b).



I1.7. Tratamiento, prevencion, control y vacunas.

El tratamiento sintomatico de las enfermedades respiratorias del tracto inferior
causadas por € VSRH, requiere eliminacidén de secreciones, administracion de
oxigeno humedo o asistencia respiratoria. También puede hacerse uso de
broncodilatadores y corticoides como antiinflamatorios. La ribavirina, un andlogo
de guanosina que se ha utilizado como antiviral desde 1985, tiene una eficacia
terapéutica dudosa, aunque in vitro inhibe la replicacion del virus (Randolph and
Wang, 2000). A pesar de €ello, algunos estudios muestran la disminucion de la
produccion de virus en € tracto respiratorio de los nifios infectados y tratados con
ribavirina (Diseases., 1996; Mills, 1999).

La administracién por via parental de IgG policlonales humanas (RespiGam), o de
un AcM humanizado dirigido contra la proteina F (Synagis), representan un
método nuevo y eficaz de inmunoprofiléxis pasiva para nifios de ato riesgo que
desarrollan la enfermedad (Scholz, 2000; Oh et al., 2002; Vogel et al., 2002; Paes,
2003; Romero, 2003). Numerosos agentes terapéuticos han sido evaluados, entre
ellos se incluye la administracion intratraqueal de surfactante (Vos et al., 1996) o
la modificacién de la produccion de citoquinas inflamatorias 0 quimioquinas
(Bitko et a., 1997). La administracion de IFN-g o de vitamina A, no parecen
reducir la carga viral en nifios infectados (Higgins et al., 1990; Bresee et 4.,
1996).

Hasta la fecha no se ha logrado obtener una vacuna contra el VSRH. Los primeros
ensayos de inmunizacion se realizaron con virus inactivado con formalina, el cua
no sdlo, no confirié proteccion contra lainfeccion por VSRH, sino que potencio la
gravedad de la enfermedad en los nifios que sufrieron una infeccion natural
posterior (Dudas and Karron, 1998; Openshaw et a., 2001). Las causas
posiblemente fueron debidas a una respuesta inmune desequilibrada con bajos
niveles de Acs IgA y Acs no neutralizantes contra las glicoproteinas F y G. Una
posible explicacién es que la formalina desnaturalice los epitopos implicados en
neutralizacion de las glicoproteinas F y G. Por lo generd, las vacunas basadas en

virus inactivados, inducen la produccién de linfocitos T CD4" especificos, con una



proporcion de células Th2 elevada, pero no de T CD8", responsables de la
eliminacién del virus y reguladores de la respuesta inmune celular a VSRH
(Srikiatkhachorn and Braciale, 1997).

Estos obstéculos, unidos a otros como son la inmadurez del sistema inmune en los
lactantes y e efecto inmunosupresor de los Acs maternos (Crowe, 2001), han
impedido el desarrollo de una vacuna contra e VSRH. Por ello, se han
investigado numerosas estrategias vacunales a nivel experimental: péptidos
sintéticos (Bastien et al., 1997; Steward, 2001), antigenos virales recombinantes
(Oien et a., 1994; Plotnicky-Gilquin et a., 1999), vectores basados en virus
vaccinia recombinantes defectivos en la replicacion (Wyatt et al., 1999) o virus
recombinantes de la estomatitis vesicular (Kahn et al., 1999), vacunas quiméricas
recombinantes de las glicoproteinas G y F (Prince et al., 2000), vacunas de
subunidades que incluyen las glicoproteinas F y G purificadas a partir de células
infectadas con VSRH (Tebbey et al., 1999; Power et al., 2001) y vacunas de ADN
(Li et a., 1998; Bembridge et a., 2000b; Bembridge et al., 2000a). También ha
sido demostrado que una vacuna con € virus vivo atenuado, en combinacion con
una vacuna de subunidades proteicas, es capaz de proteger a nifios y ancianos de
lainfeccion (Gonzalez et a., 2000). Por otro lado, la inmunizacion por via oral
utilizando tomates transgénicos indujo Acs especificos a la proteina F del VSRH
de suero y de mucosa (Sandhu et al., 2000).

Las vacunas de subunidades comparten algunas desventgas con las vacunas de
virus inactivado, siendo la mas mmuin la ausencia de presentacion de antigeno
MHC-I y por lo tanto la no activacion de los linfocitos T CD8* o CTLs (Murphy
et a., 1990; Hancock et a., 1996; Neuzil et al., 1997). Gracias a la obtencion de
virus infectivos a partir de clones de cADN, se esta permitiendo € disefio de
nuevos virus atenuados como posibles vacunas, con mutaciones especificas o
deleciones individuales en genestales como NS1, NS2, SH o M2-2, o NS1y NS2
juntos (Bermingham and Collins, 1999; Whitehead et al., 1999; Jin et al., 2000).

Recientemente ha sido utilizada una nueva estrategia de vacuna en ratones con

resultados aentadores. En este estudio se describe la transferencia de genes



intranasal, utilizando una mezcla de ADN plasmidico que expresan antigenos
contrael VSRH (Mohapatra, 2003).

I1.8. Epidemiologia.

El VSRH infecta principalmente a nifios que se encuentran en edades
comprendidas entre las seis semanas y 10s nueve meses, causando bronquiolitis
agudas y neumonia (Holberg et al., 1991). La infeccidén primaria ocurre ain en
presencia de Acs maternos, las reinfecciones pueden ocurrir a lo largo de la vida,
aunque con la edad disminuyen la incidencia y la gravedad de los sintomas, no
obstante se han descrito infecciones serias en ancianos y pacientes
inmunodeprimidos, principalmente pacientes con transplante de médula (Englund
et a., 1991; Dowell et a., 1996; Cox et a., 1998; Falsey and Walsh, 2000).
Infecciones severas con este virus constituyen un riesgo importante en nifios
prematuros y en nifios con enfermedad crénica del pulmén o congeénita del
corazén (Welliver, 2003).

La distribucion del VSRH es mundia y tiene un claro efecto estaciona en las
zonas templadas. Las epidemias ocurren anualmente y tienen lugar durante bs
meses de invierno y comienzos de la primavera, pero nunca en verano. En las
zonas tropicales o subtropicales las epidemias se producen durante los meses de
[luvia (Sung et a., 1992; Weber et a., 1998; Cane, 2001). La mitad de los nifios
son infectado por este virus en € primer afo de vida, a los dos afios de edad casi
todos los nifios se han infectado con € virus y aproximadamente un 50% se ha
infectado dos veces (Cane, 2001).

En Cuba en € afio 1964 se detectd por primera vez e VSRH como agente
etiol6gico durante un brote de bronquiolitis(Mas et al., 1967). Desde esa fecha se
implantd la vigilancia activa (aislamientos), més tarde, la deteccion répida del

antigeno viral por Inmunofluorescenciay la deteccién del genoma viral por RCP.
La vigilancia pasiva a nivel nacional se rediza paraelamente mediante la
deteccion de Acs en sueros pareados y monosueros de nifios menores de 15 afios.

Esta vigilancia ha permitido conocer €l comportamiento de este virus en nuestro

pais. De esta manera, se demostré que Cuba a pesar de ser un pais tropical, los



brotes epidémicos ocurren desde septiembre hasta febrero- marzo, como ocurre en
los paises con clima templado, con periodos cortos de 7 a 12 meses, o largos inter
epidémicos de 12 a 16 meses (Bello et al., 1983; Bello et a., 1990; Chacon et al.,
1996; Goyenecheaet al., 1996; Savon et al., 1996; Sarmiento et al., 1997).

En un estudio longitudinal de monosueros realizado en nuestro pais durante un
periodo de 10 afios (1980-1990), se confirm6 todo lo anteriormente sefialado
(Goyenechea et a., 1994). En estudios posteriores se realizo la deteccion de los
principales virus respiratorios presentes en las IRA en nifios menores de un afio.
En el mismo se encontré que e VSRH fue el agente etioldgico mas frecuente,
desde e mes de septiembre hasta febrero (Cancio et a., 2000).

Los aislamientos del VSRH se dividieron en dos subgrupos antigénicos A y B, en
base a la reactividad que presentan frente a un pand de AcMs (Mufson et a.,
1985; Garcia-Barreno et a., 1989). Por andisis de secuencia, se demostré que
constituyen grupos genéticamente diferentes (Cane and Pringle, 1991; Sullender et
al., 1991; Cane and Pringle, 1995a; Sullender, 2000). La variabilidad de los
aislamientos dentro de los subgrupos A y B del VSRH, fue también demostrado
por su reactividad frente a AcMs (Anderson et a., 1991; Nagai et al., 1993), por el
uso de digestion con RNAsa A (Cristina et al., 1991; Storch et a., 1991), por
secuenciacion nucleotidica del gen Gy SH y por andlisis de restriccion del gen N
(Cane and Pringle, 1991; Sullender et al., 1991).

I1.9. Variacion antigénica y genética del VSRH.

La variacion antigénica del VSRH, ha sido demostrada mediante la utilizacion de
AcMs preparados contra las diferentes proteinas del virus. Ward y colaboradores
en 1984 encontraron variacion antigénica en la proteina N, en base a su
reactividad con AcMs especificos a esta proteina. Otros autores utilizando AcMs
preparados contra las proteinas Py M encontraron también diferencias antigénicas
entre los aidamientos (Leonov et a., 1994). En otros estudios realizados, se
observé que la reactividad entre aisamientos dentro de cada subgrupo, fue
diferente frente a un panel de AcMs especificos de la glicoproteina G (Storch and
Park, 1987). Por otro lado, han sido observadas diferencias en la movilidad



electroforética de la glicoproteina G del subgrupo A y B, la glicoproteina G del
subgrupo B migré mas répidamerte que la del subgrupo A (Orvell et al., 1987).

Durante un periodo de 30, afios se estudi6 la variabilidad antigénica de 12 cepas
aidadas en la naturaleza, para ello se empled un panel de 49 AcMs frente a las
proteinas G, F, N, Py M; observandose que la mayoria de los epitopos presentes
en las proteinas F, N, Py M estaban conservados en todas las cepas, mientras que
cas todos los AcMs anti-G eran especificos de la cepa empleada en la
inmunizacion (Garcia-Barreno et a., 1989). Todos los estudios citados
anteriormente, han demostrado que existe una variacion antigénica entre los dos
subgrupos y dentro de cada subgrupo. Esta variabilidad fue demostrada por
reactividad con AcMs, lo cud revel6 que la glicoproteina G fue la mas variable.

Mediante ensayos de reactividad con AcMs anti-G se han identificado tres tipos
de epitopos en la molécula G ded VSRH (Garcia-Barreno et a., 1994; Martinez et
a., 1997):

Epitopos especificos de cepas, presentes Unicamente en € virus que se
empled para obtener el AcM 0 epitopos variables, presentes solamente en

algunos virus del mismo subgrupo.

Epitopos especificos de subgrupos, presentes en todas las cepas del mismo
subgrupo antigénico.

Epitopos conser vados, presente en todos los aisamientos de V SRH.

Los epitopos especificos de cepa han sido mapeados dentro del tercio C-terminal
del ectodominio de la glicoproteina G (Garcia-Barreno et a., 1990; Rueda et al.,
1991; Martinez et al., 1997). Epitopos de las otras dos clases, han sido localizados
cerca de la zona conservada del ectodominio donde estén las cuatro cisteinas
(Akerlind-Stopner et a., 1990; Rueda et a., 1994).

Para los estudios de variacion genética entre cepas del subgrupo A y B,
primeramente fueron usados ensayos de proteccion con RNAsa y sondas

correspondientes a los genes P, M2, N, F y G. Estos ensayos pudieron ser usados



para diferenciar ambos subgrupos virales, asi la variabilidad genética dentro de
cada subgrupo fue evidentg(Cristina et a., 1990; Cristina et al., 1991).

Ha sido reportado, que e porciento de homologia aminoacidica entre cepas de
distintos subgrupos en la glicoproteina G, es de un 53 %, mientras que en las otras
proteinas es mucho mayor (SH 76 %, F 89 %, N 96 %) (Sullender, 2000; Cane,
2001). Cuando se comparan cepas del mismo subgrupo la variacién que se
observa es menor, 80 % de identidad de aminoacidos para la glicoproteina G
(Cane, 2001; Lim et al., 2003), 97 a 98 % para la glicoproteina F, 96 a 98 % para
la proteina SH (Lim et al., 2003) y 98-99 % para la fosfoproteina (Lopez et al.,
1988). Asdi, la glicoproteina G, es la que presenta un mayor grado de variabilidad
antigénica 'y una menor homologia a nivel aminoacidico entre las distintas cepas
(Cane, 2001).

La secuenciacion nucleotidica del gen de la glicoproteina G, mostré que la
variabilidad aminoacidica fue de un 20% dentro del subgrupo A y un 9% dentro
del subgrupo B (Cane and Pringle, 1991; Sullender et al., 1991). El uso de la
Transcripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (TR-RCP) en
combinacién con e Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP), constituyen técnicas rapidas que permiten conocer la variabilidad
genética dentro de una epidemia en un gran nimero de muestras. Las regiones del
genoma seleccionadas para este andlisis, han sido una parte del gen N, € extremo
5 del gen SH y una parte de la glicoproteina G. El andlisis de restriccion de una
parte del gen N, permitié identificar varios genotipos dentro de un mismo
subgrupo, asi se identificaron 3 genotipos para € subgrupo A (NP2, 4y 5 vy 3
para e subgrupo B (NP1, 3y 6). La secuenciacion nucleotidica de una parte del
gen SH arrojé 6 genotipos para el subgrupo antigénico A, designados SHL1-SHL 6
(Caneet a., 1992; Sullender et al., 1993; Cane and Pringle, 19953).

Como fue descrito anteriormente la variabilidad en la glicoproteina G no esta
igualmente distribuida en la molécula (Cane et al., 1991; Sullender et a., 1991,
Sullender, 2000). Los dominios transmembrana y citoplasmatico estan mas

conservados que el dominio extracelular. Dentro de éste, existen dos regiones



hipervariables, una se localiza entre los residuos 101-133 y la segunda es mas
extensay abarca € tercio C-termina de la proteina. Estas regiones estan separadas
por un dominio muy conservado gue engloba el Unico segmento idéntico entre los
dos subgrupos (residuos 164-176), que cono se menciond anteriormente, se ha

propuesto como posible sitio de unidn a receptor (Johnson et al., 1987).

Aproximadamente un 50 % de los cambios de nuclettidos, dan lugar a cambios de
aminoéacidos entre los distintos virus, ademas, la mayoria de estas diferencias se
encuentran en el ectodominio de la proteina, o que sugiere un efecto selectivo de
la respuesta inmune del huésped. La variabilidad de la glicoproteina G pudiera ser
una adaptacion evolutiva para el virus, que de alguna forma, facilite las frecuentes

infecciones (Cane, 2001).

[1.10. Epidemiologia molecular.

Como ha sido descrito anteriormente, la variabilidad de los aislamientos del
VSRH ha sido examinada a nivel antigénico y genético. Anderson y colaboradores
en 1985b, mostraron que, los subgrupos A y B han existidos por mas de 20 afios,
tienen una distribucion mundial y pueden co-circular durante una misma
epidemia. Estudios realizados con AcMs, mostraron que aislamientos de ambos
subgrupos estan presentes durante la mayoria de las epidemias, variando sus
proporciones relativas de afio en afio (Salomon et al., 1991; Carballal et al., 2000).
En generd, virus del subgrupo A, han sido identificados mas frecuentemente que
virus del subgrupo B (Lopez et al., 1988). Mufson y colaboradores en 1985
sugirieron que los dos subgrupos han evolucionado separadamente en un periodo
considerable (Mufson et al., 1985). Aisamientos colectados en Boston durante
dos periodos consecutivos (1981-1984) fueron analizados. Dos subgrupos
antigénicos circularon a mismo tiempo. Los dos subgrupos fueron aislados con
frecuencias similares en un periodo y e subgrupo A predominé en el otro periodo
(Mufson et al., 1985). En estudios posteriores, la prevalencia de |os dos subgrupos
antigénicos en 6 epidemias del VSRH en Boston desde 1981 hasta 1987 fue
valorada. En dos de los 6 periodos, ambos subgrupos fueron encontrados en

iguales proporciones, en tres periodos los virus del subgrupo A fueron dominantes



y en un periodo predominaron los virus del subgrupo B. La heterogeneidad entre
los virus del subgrupo A, fue notada (Hendry et a., 1989).

La distribucion de los virus pertenecientes a los subgrupos A y B durante 5
periodos epidémicos, desde 1981 hasta 1986 en el oeste de Virginia fue analizada.
Ambos subgrupos fueron aislados cada afio, pero los virus del subgrupo A fueron
dominantes en todos los periodos epidémicos (Mufson et al., 1988). Estos estudios
fueron extendidos desde 1978 hasta 1988, durante e mismo se detectd que los
virus del subgrupo B fueron dominantes en una sola epidemia (Mufson et dl.,
1991).

El andlisis de los aidamientos de VSRH colectados entre 1965 y 1986 en
Newcastle, Reino Unido, mostré que los dos subgrupos antigénicos co-circularon;
los virus del subgrupo B fueron aislados con menor frecuencia (Morgan et al.,
1987). Los virus asilados durante cinco periodos epidémicos en Japdn fueron
analizados (Tsutsumi et al., 1988). El subgrupo A predominé durante los periodos
primero y Ultimo, mientras que & subgrupo B fue aislado més frecuentemente
durante tres periodos seguidos. Aislamientos colectados durante tres epidemias en
Uruguay, desde 1985 hasta 1987 fueron analizados. el subgrupo A domind
durante dos periodos y e subgrupo B domind en uno (Russi et al., 1989).

Los aisamientos de VSRH colectados durante 15 periodos epidémicos en
Rochester, New York, fueron analizados. El subgrupo A predomind durante 9
anos, ambos subgrupos predominaron en igual proporcién durante 4 afios y €l
subgrupo B predominé durante 2 afios. Dentro de cada subgrupo fueron
identificados varios genotipos. Dos y tres variantes fueron encontradas dentro de
los subgrupos A y B respectivamente (Hall et al., 1990). En 14 laboratorios de
E.U y Canada durante dos periodos consecutivos, fue analizado un grupo de
aidamientos. Dentro de los subgrupos A y B fueron identificados 6 y 3 variantes
respectivamente (Anderson et al., 1991). En Rio de Janeiro, Brasil, entre 1982 y
1988, se analiz6 un grupo de aislamientos; ambos subgrupos fueron identificados
en cada periodo epidémico, 4 variantes antigénicas dentro del subgrupo A y 3

variantes dentro del grupo B fueron reconocidas (Siqueira et al., 1991). En



Vancouver, Canadd, se detectd que ambos subgrupos circularon desde 1987 hasta
1992. Virus del subgrupo B predominaron solamente durante una estacion
(Thomas et al., 1994).

La variabilidad genética del VSRH, fue primeramente examinada usando
digestion con RNAsa A, de esta forma una serie de patrones diferentes fueron
encontrados para el subgrupo A (Cristina et a., 1991). En Montevideo, Uruguay,
la variabilidad antigénica y genética de la glicoproteina G de aidamientos
obtenidos durante 6 periodos epidémicos, fue analizada por digestion con RNAasa
A, reaccion con AcMs'y secuenciacion nucleotidica del gen de la glicoproteina G.
Este andlisis, mostré nuevamente, que multiples variantes circularon durante las
epidemias y que la divisién de las cepas por andlisis filogenético del gen G y por

su reaccién con AcMs especificos del gen G fueigua (Garciaet al., 1994).

Se andizaron los aislamientos obtenidos durante 11 periodos epidémicos en
Birmingham, Reino Unido. Los genotipos fueron determinados usando TR-RCPy
RFLP, combinado con la secuenciacion nucleotidica de las muestras
seleccionadas. El subgrupo A predominé en 8 epidemiasy €l subgrupo B en 3. En
cada epidemia circularon diferentes genotipos dentro de cada subgrupo. La
prevalencia relativa de los genotipos vario cada afio, aquel que predomind un afio
decliné a afio siguiente. Algunos de los genotipos no se detectaron en algunos
anos y después reaparecieron, mientras que otros desaparecieron completamente
(Cane et d., 1994). Un estudio similar fue realizado en Seoul, Korea, durante 9
epidemias consecutivas. En e mismo, también se encontré que diferentes
genotipos predominaron en cada epidemia, que € genotipo predominante fue
reemplazado en la subsiguiente epidemia (Choi and Lee, 2000). Un estudio de 5
anos en Rochester, E.U (1990-1995), mostré de igual forma, la circulacion de 5
(GA1-GA5) y 4 (GB1-GB4) genctipos dentro de los subgrupos A y B,
respectivamente, en cada epidemia, con variacion en el genotipo predominante
cada afio (Peret et al., 1998). Similares resultados fueron obtenidos en Gambia
donde el genotipo predominante fue reemplazado cada afio (Cane et al., 1999).



Posteriormente Peret y colaboradores en e afio 2000 analizaron la variabilidad del
VSRH, durante una epidemia (1994-1995) en varias comunidades del Norte de
América (Rochester, Houston, Birmingham, St Louis y Winnipeg). Cada
comunidad mostré un nimero de genotipos diferentes (GA1-7 y GB1-4). Las
cepas predominantesy el conjunto de patrones de los genotipos circulantes fueron
distintos para tres de las cinco comunidades estudiadas. El andlisis de la
variabilidad genética de la glicoproteina G, de cepas aidadas entre 1998 y 1999 en
el Sur de Mozambique, mostré la circulacion de ambos subgrupos y dentro de

cada subgrupo se identificaron dos genotipos (Roca et a., 2001).

Verter y colaboradores en € afio 2001 realizaron un estudio de epidemiologia
molecular, en cepas aidadas en Soweto (Sudéfrica) durante 4 epidemias
consecutivas (1997-2000) En cada epidemia, se detectd la circulacién de
diferentes genotipos, cambiando € genotipo predominante cada afio. Asi, dentro
del subgrupo A, se observé que durante 1997 predominé e genotipo GAS5, €
mismo fue reemplazado durante 1998 por € genotipo SAALl y este a su vez fue
reemplazado por GA2 a siguiente afio, este Ultimo genotipo predominé durante
dos periodos cosecutivos (1999-2000). Con relacion a los genotipos pertenecientes
al subgrupo B, se observé que los genotipos GB3 y SAB3 fueron co-dominantes
durante los 4 afios analizados. También, € andlisis de cepas aidadas en otra
region de Sudafrica (Agincourt) durante la temporada 1998-2000 mostro la
circulacion de dos genotipos dentro del subgrupo A (GA2y SAA1) y un genotipo
dentro del subgrupo B (GB3) (Venter et a., 2002).

Durante dos periodos consecutivos en cuatro provincias de Sudafrica con
diferentes condiciones climéticas también fue andizada la circulacion de
diferentes genotipos del VSRH en nifios con ato riesgo. El subgrupo A fue
encontrado con mayor frecuencia. La mayor parte de las cepas aisladas en € afno
2000 se agruparon con € genotipo GA2, durante este periodo se detecté ademas la
circulacion de los genotipos SAA1l, GA5, SAB1 y SAB3. Los aidamientos
pertenecientes a 2001 se agruparon en su mayoria con los genotipos GAS y
SAB3, durante ese afo circularon también los genotipos GA2 y GB3 (Madhi et
al., 2003).



Se estudio de la variabilidad genética de la glicoproteina G de cepas
pertenecientes al subgrupo A del VSRH, aisladas en Uruguay durante 9 epidemias
consecutivas (1993-2001). Durante este periodo se detectd la circulacion de los
genotipos GA2, GA3 y GAbL. En este estudio también fueron analizadas 7 cepas
gue circularon en Argentina durante € periodo 1996-1998, 2 de ellas
pertenecieron a genotipo GA1 y e resto a GA5 (Frabasile et a., 2003). Otro
estudio realizado en Uruguay incluy6 € andlisis de cepas del subgrupo B que
circularon desde 1986 hasta 1996 y durante €l periodo 1999-2001. La mayoria de
las cepas analizadas se agruparon en cinco genotipos previamente identificados
(GB1, GB2, GB4, SAB2, SAB3). Se detectd ademas la circulacién de dos
genotipos denominados URU1 y URU2, los cuaes no habian sido descritos hasta
el presente. Estos dos nuevos genotipos contenian virus aislados en Uruguay en
1990, 1991, 1999y 2001 (Blanc et a., 2004).

El andlisis de la epidemiologia molecular de cepas del subgrupo A aisladas en
Bélgica durante 19 afios (1983-2001) mostro la circulacion de diferentes genotipos
(GA1, GA2, GA4, GA5 y BE/AL). Los genotipos GA2 y GA5 circularon en
Bélgica en 10 de los 19 afios analizados. Cepas con e genotipo GA5 no fueron
encontradas en 6 de los 19 afios y cepas con € genotipo GA2 no fueron detectadas
en 3 de los 19 afios. Los genotipos GA1l, GA4 y BEA1 fueron encontrados con
muy baja frecuencia El genotipo GA1 fue detectado durante el periodo 1989-
1990, e genotipo GA4 circulé entre 1992 y 1993 y €l genotipo BE/A1 se detectd
en latemporada 1986-1987 (Zlateva et a., 2004).

Se examino® la variabilidad genética de cepas de VSRH aidadas en Brasil durante
1999. Todas las cepas fueron agrupadas con genotipos previamente identificados,
durante este periodo se detecto la circulacion de los genotipos GA2, GA5, GA7,
GB3y SAB3 (Moura et a., 2004). En Kenya durante €l periodo 1999-2003 se
analizo lacirculacion del VSRH. Durante 1999 ambos subgrupos co-circularon en
iguales proporciones, € subgrupo A predomind durante los afios 2001 y 2002,
mientras que € subgrupo B circul6 en mayor proporcion. Dentro de ambos
subgrupos se detect6 la circulacion de los genotipos GA2, GA5, GB3 y SAB1
(Scott et al., 2004).



La mayoria de los estudios mencionados anteriormente, utilizaron €l gen G para
dividir los aisamientos en genotipos. El andlisis de los aislamientos obtenidos
alrededor del mundo, ha mostrado que virus muy similares han circulado a
mismo tiempo (Cameron et al., 1992). Por otro lado se ha visto que los
aisamientos de un mismo lugar pueden ser muy diversos, mientras que otros se

agrupan juntos a pesar del origen geografico (Sullender, 2000).

I11.11. Evolucion del VSRH.

Como ha sido detdlado anteriormente, los aislamientos de VSRH pudieron ser
clasificados en dos subgrupos y dentro de cada subgrupo en diferentes genotipos,
siendo la glicoproteina G la proteina mas variable. Se ha visto que la mayoria de
los cambios nucleotidicos observados en € gen G producen cambios
aminoacidicos, indicando que existe una presion selectiva positiva sobre esta
proteina (Sullender, 2000; Cane, 2001). En genera, los diferentes genotipos del
VSRH tienen una distribucion mundial y los virus aislados en lugares distantes y
en afos ligeramente diferentes pueden estar mas relacionados que los virus

aidados en e mismo lugar durante la misma epidemia (Melero et al., 1997).

El andlisis de la secuencia aminoacidica de la glicoproteina G de 48 aisamientos
del subgrupo A obtenidos desde 1956 hasta 1993, demostro que los cambios
aminoacidicos fueron acumulandose con € tiempo. De este modo, la designacién
de los aislamientos en genotipos no puede permanecer estatica, ya que nuevos
genotipos estdn emergiendo constantemente y algunos genotipos pueden
desaparecer totalmente. Por jemplo, un genotipo comin afinales de la década del
1960 fue detectado en e Reino Unido, Sueciay EU, este mismo genotipo no ha
sido detectado nuevamente entre los virus circulantes (Cane and Pringle, 1995b;
Cane, 2001). En Uruguay se estudio la variabilidad de un grupo de cepas
pertenecientes a los subgrupos A y B, en e mismo se demostré nuevamente que
sobre la glicoproteina G se gerce una presion selectiva, que conlleva a la
acumulacién de cambios aminoacidicos en e tiempo (Garcia et al., 1994,
Martinez et al., 1999).



Estudios realizados por diferentes autores han reafirmado que determinadas
regiones de la glicoproteina G pudieran estar bajo una presion selectiva. Por
giemplo, ha sido propuesto que la modulacién de los sitios de glicosilacion del

V SRH pueden contribuir a la evasion de la respuestainmune por la eliminacién en
la glicoproteina G del reconocimiento de Acs especificos a carbohidratos o por
enmascaramiento de sitios antigénicos (Melero et a., 1997; Palomo et al., 2000).
Las mutaciones puntuales, los eventos de hipermutaciones y frameshifts también
pueden producir cambios en los epitopos eliminando en la glicoproteina G el

reconocimiento de Acs especificos (Garcia-Barreno et al., 1990; Garcia et al.,

1994; Rueda et al., 1994; Martinez et a., 1997).

El virus Influenzatipo B presenta un modelo de evolucién muy similar a descrito
parael VSRH (Garcia et a., 1994; Cane and Pringle, 1995a). Este virus causa
también epidemias que provocan infecciones respiratorias en € hombre, las cuales
son mas leves que las causadas por los virus de Influenza A. Presentan multiples
lineas evolutivas co-circulantes dentro de la poblacion humana. Estas lineas
pueden coexistir durante largos periodos de tiempo, aunque paralelamente,
después de sucesivas epidemias, pueden emerger nuevos virus dentro ce cada
linea, los cuaes reemplazan a cepas mas antiguas (Rota et a., 1992). Entre las
proteinas estructurales de los virus ARN, se ha visto que la glicoproteina G del

VSRH, es la que presenta mayor grado de tolerancia a los cambios aminoacidicos
(Garciaet a., 1994; Martinez et a., 1999).

Por otro lado, existen agunos gjemplos donde e gen G del VSRH ha cambiado
poco en € tiempo. Johansen y colaboradores en 1997, utilizando las técnicas de
RCP y RFLP examinaron 3 epidemias en Dinamarca. Ellos encontraron que
algunos aislamientos eran similares a cepas ailadas hace mas de 20 afos.
Estudios posteriores fueron realizados en diferentes regiones de este mismo paisy
encontraron nuevamente aislamientos cuyo patron de restriccion era muy similar a
cepas antiguas y gue no circulan en la actualidad. Estos autores han sugerido, que
las fluctuaciones de algunos genotipos causada por la presion selectiva gjercida

por la inmunidad del hospedero, favorece a algunas cepas que se encuentran



dentro de la poblacion circulante y que son relativamente estables genéticamente
(Johansen et al., 1997; Christensen et al., 1999).

En Gambia durante 1993, predominaron cepas que circularon en Europa durante
1984 y desde ese entonces no habian sido detectadas. Los virus de Gambia
parecen ser una mezcla de los virus que estan circulando en el mundo desarrollado
y que entran a pais por medio de la costa, virus de la zona urbana y virus de las
regiones més internas de Africa (Cane et al., 1999). Zheng y colaboradores en
1999 examinaron la variabilidad de los genes M, SH, G, Fy M2 en cepas aisladas
durante 5 afios consecutivos. Estos autores no encontraron cambios genético

durante este periodo.

Ademés de los cambios nucleotidicos que dan lugar a sustituciones de
aminoacidos, también se ha observado entre los aislamientos del VSRH cambios
de nucledtidos que generan codones de terminacién aternativos, produciendo
proteinas de diferentes longitudes. En e subgrupo A, la longitud de la
glicoproteina G oscila entre 295 y 298 aa (Garcia et al., 1994; Cane and Pringle,
1995b). En & subgrupo B, la posicién de los codones de terminacion da lugar a
mayores variaciones, fluctuando entre 292 y 299 aa (Sullender et al., 1991,
Martinez et al., 1999). Otro gemplo lo encontramos en la glicoproteina G del
virus Sincitial Respiratorio Bovino (V SRB), donde la longitud de la proteina varia
entre 257 y 263 aa (Mallipeddi and Samal, 1993). Cambios en las posiciones de
codones de terminacién se han asociado con la emergencia de nuevas lineas
evolutivas del VSRH (Garcia et al., 1994). El uso de codones de terminacién
alternativos podria, por tanto, estar jugando un papel en laevolucién alargo plazo
de la glicoproteina G del VSRH.

Woelk y Holmes en e 2001 analizaron como actla la presion selectiva en la
glicoproteina G. Ellos identificaron 6 sitios selectivos positivos en ambos
subgrupos del VSRH. Todos estos sitios se encontraron en la region del
ectodominio, los mismos mostraron asociacién con epitopos previamente

identificados y con sitios de O-glicosilacion, indicando que los anticuerpos que



dirigen la seleccion natural pueden ser un determinante importante en la evolucion
del VSRH.

En la evolucion de los virus influyen dos caracteristicas principales. las
variaciones genéticas y la seleccion natural. Las variaciones genéticas se producen
como resultado de las mutaciones, recombinaciones y reordenamientos. En el caso
de los virus ARN, las mutaciones se producen como consecuencia de
incorporaciones erréneas de nucledtidos por la ARN polimerasa durante la
replicacion del genoma viral, debido a que la misma carece de actividad editora
3—5 (DeFilippis and Villarreal, 2001). Recientemente ha sido estimado que la
frecuencia de mutacién de la ARN polimerasa para €l subgrupo A del VSRH es de
1,83 X 10° sustituciones nucleotidicas/sitio/afio (Zlateva et al., 2004).

Las variaciones genéticas no son suficientes para dirigir o predecir la trayectoria
evolutiva de un organismo. Sin embrago, tal variacion es una prerrequisito para un
cambio evolutivo. Se ha observado que las poblaciones virales cambian a través
del tiempo y estos cambios ocurren porque existen diferencias genéticas entre los
individuos que se reproducen satisfactoriamente en una poblacion ancestral y
porgue sus genes son pasados a los descendientes desproporcional mente. Cuando
estas disparidades ocurren, en respuesta a fuerzas impuestas por e medio
ambiente reproductivo (no a azar), se dice que la evolucion es impulsada por la
seleccion. La seleccion natural constituye una fuerza evolutiva que es fuente no
solo de variacion en las poblaciones, sino que también se ha visto es la causa de la

homogeneidad genética en algunas poblaciones (DeFilippis and Villarreal, 2001).



I11. MATERIALESY METODOS.

Se trabagjaron un total de 31 cepas de VSRH y 33 muestras clinicas positivas por
RCP anidada a VSRH, obtenidas en el laboratorio durante siete temporadas

epidémicas (1994-2000). Las mismas se muestran en la Tabla 1 y 2

respectivamente. La nomenclatura empleada indica: € lugar de procedencia, €l

nimero asignado del laboratorio y €l afio en que fue tomada la muestra. Ejemplo:
CHab52/94, es una cepa aislada en la Ciudad de La Habana, la nimero 52 del afio

1994.

Tabla 1. Nomenclatura, fecha de aislamiento y procedencia de las cepas usadas en

este estudio.
I\:ombrede _Aﬁople Origen Nombre de _Aﬁode Origen
ascepas | Aisdamiento lascepas | Aislamiento

CHab52/94 1994 C. Habana | CHab140/94 1994 C. Habana
CHab54/94 1994 C. Habana | CHab141/94 1994 C. Habana
CHab60/94 1994 C. Habana | CHab151/94 1994 C. Habana
CHabh67/94 1994 C. Habana| CHab5/95 1995 C. Habana
CHab69/94 1994 C. Habana| CHab8/95 1995 C. Habana
CHab81/94 1994 C. Habana | CHab10/95 1995 C. Habana
CHab82/94 1994 C. Habana | CHab11/95 1995 C. Habana
CHab83/94 1994 C. Habana | CHab104/96 1996 C. Habana
CHah97/94 1994 C. Habana | CHab195/96 1996 C. Habana
CHab105/94 1994 C. Habana | CHab201/96 1996 C. Habana
CHab106/94 1994 C. Habana | CHab220/96 1996 C. Habana
CHab107/94 1994 C. Habana | CHab91/97 1997 C. Habana
CHab111/94 1994 C. Habana | CHab102/97 1997 C. Habana
CHab115/94 1994 C. Habana | CHab123/97 1997 C. Habana
CHab128/94 1994 C. Habana | CHab223/98 1998 C. Habana
CHab134/94 1994 C. Habana




Tabla 2. Nomenclatura, fecha de aidamiento y procedencia de las muestras clinicas

usadas en este estudio.
Nombre de Afio de Origen Nombre de Afo de Origen
lasmuestras | Aislamiento lasmuestras| Aislamiento
CHab52/94 1994 C. Habana | CHab237/98 1998 C. Habana
CHab11/95 1995 C. Habana | CHab239/98 1998 C. Habana
Hol167/95 1995 Holguin | CHab240/98 1998 C. Habana
Hol168/95 1995 Holguin | Tun244/98 1998 Las Tunas
CHab114/97 1997 C. Habana| Tun245/98 1998 Las Tunas
CHab125/97 1997 C.Habana| SC93/99 1999 S. de Cuba
Tun135/97 1997 LasTunas | SC94/99 1999 S. de Cuba
Tun141/97 1997 Las Tunas | CHab33/00 2000 C. Habana
Tun145/97 1997 Las Tunas | CHab34/00 2000 C. Habana
CHab181/98 1998 C. Habana| CHab37/00 2000 C. Habana
CHab185/98 1998 C. Habana| CHab42/00 2000 C. Habana
CHab197/98 1998 C. Habana| CHab43/00 2000 C. Habana
CHab198/98 1998 C.Habana| Tun50/00 2000 Las Tunas
Cfgo226/98 1998 Cienfuegos| Tun53/00 2000 Las Tunas
Cfgo227/98 1998 Cienfuegos| Tun57/00 2000 Las Tunas
Cfgo228/98 1998 Cienfuegos| SS64/00 2000 S. Spiritus
Cfgo232/98 1998 Cienfuegos| SS65/00 2000 S. Spiritus
CHab236/98 1998 C. Habana
[11.1 Cepas de VSRH.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron obtenidas en el Laboratorio Nacional

de Referencia de Virus Respiratorios del Instituto de Medicina Tropical “Pedro

Kouri” desdel994 hasta 1998; estas procedian de nifios menores de un afio

ingresados en las salas de respiratorio con diagnostico clinico de IRA baja de

posible etiologia viral, los cudles fueron atendidos en hospitales pediétricos de la
Ciudad de La Habana (Centro Habana, William Soler y Cerro).

I11.2 Muestras clinicas.

Se estudiaron muestras clinicas positivas por RCP anidada a VSRH obtenidas en
el laboratorio desde 1995 hasta € afio 2000, de nifios menores de un afio
ingresados en las salas de respiratorio con los mismos sintomas clinicos descritos

anteriormente, provenientes de los hospitales de la Ciudad de La Habana ya

descritos, y de hospitales pedidtricos provinciales (Sancti Spiritus, Cienfuegos,




Holguin, Las Tunas y Santiago de Cuba). Todos los nifios incluidos en e estudio

contaron con & consentimiento informado de sus padres/tutores (anexo 1).

Las muestras clinicas tomadas fueron exudados nasofaringeos obtenidos dentro de
las primeras 24 horas de ingreso y con menos de 72 horas desde € inicio de los
sintomas. Todos los exudados nasofaringeos fueron colectados en tubos con tapa
de rosca, que contenian 4 mL de medio de transporte virologico (solucion de
Hanks-lactoalbumin con penicilina G 200 U/mL, estreptomicina 200 pg/mL y
anfotericina B 5ug/mL) y transportados a 4° C. Unavez en € |aboratorio cada una
fue dispensada en 4 viales para diferentes estudios (inmunofluorescencia, RCP,
cultivo de tgjido y reserva). Las muestras para inmunofluorescencia se trabgjaron

inmediatamente, €l resto fue amacenado a— 70° C hasta su uso.

I11.3 Cepas controles.

Se emplearon las cepas prototipos Long y CH18537 del VRSH, pertenecientes a
los subgrupos antigénicos A y B, aisladas en Baltimore en 1956, y en Washington
en 1962, respectivamente. Se utilizé también la cepa Mon3/88 perteneciente al
subgrupo antigénico A, aidada en Montevideo en 1988. Estas cepas fueron
donadas gentilmente por el Dr. José A. Melero, Ingtituto de Salud Carlos |11
(ISCIHI), Espana.

I11.4 Lineacelular.

Linea celular Hep-2 (carcinoma laringeo humano, American Type Culture
Coallection, ATCC:L-23), mantenida en minimo esencial (MEM), con 10% de
suero bovino fetal (SBF) como medio de crecimiento y a 2 % como medio de
mantenimiento, y una solucion de penicilina-estreptomocina (0.1 U/mL, 0.1
mg/mL respectivamente). Se prepararon tubos de cultivos con monocapa
semiconfluyente de células Hep-2 en medio MEN de crecimiento descrito

anteriormente.

[11.5 Anticuerpos monoclonales.

Se emplearon AcMs obtenidos contra la glicoproteina G de la cepa Long (25G,



63G, 68G y 78G) (Garcia-Barreno et a., 1989) y de la cepa Mon3/88 (021/5G,
021/7G, 021/9G, 021/2G, 021/19G, 021/1G y 021/21G) (Martinez et a., 1997).
Estos AcMs fueron donados gentilmente por € Dr. José A. Melero, I1SCIII,
Espaiia.

I11.6 Oligonucledtidos.

Los oligonuclettidos empleados en la RCP anidada y secuenciacion nucleotidica
de los diferentes genes utilizados en este estudio fueron disefiados y donados
gentilmente por e Dr. José A. Melero y por la Dra. Pilar Pérez Brefia del 1SCIII,
Espafia, y se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos empleados. El signo + indica que
el oligonucledtido tiene la misma secuencia que e ARNmM de gen
correspondiente, y el signo - la cadena complementaria.

Posicion A
Nuclegtidos | (nuclestidos) Secuencia 5—3
SH 331 331- 351 GTGAAAATTTACGTTCCAAT
,G" 1-20 GGGGCAAATGCAAACATGTC
0G 295~ 295-315 | GATCCTCAGCTTGGAATCAGC
0G 316 299-316 AGCTGATTCCAAGCTGAG
0G 448~ 248- 468 | AAGCCCACTACAAAACAACGC
0G 555 533555 | TGGATTGTTGCTGCATATGCIGC
0G 695" 675- 695 ATTTGGTTTCCTTCATGGGTG
GIF 20° 1-20 GTATAATAGTGTTTTCCGGA
OF 139" 119- 139 TTTGCTAACTGCACTGCATGT

I11.7 Reactivacion de las cepas en cultivo celular.

La reactivacion de las cepas se realizd segin € protocolo descrito por Cane y
Pringle en 1991. Para esto se utilizaron tubos con cultivo semiconfluentes de
células Hep2, los cuales fueron inoculados con 200 ni de cada uno de las cepas
obtenidas en el laboratorio, asi como, de cada una de las cepas controles. Después
de 1 hora de adsorcién viral atemperatura ambiente se afiadio a cada tubo 1mL de
MEN (medio de mantenimiento) y se incubd a 37 °C. Se observé diariamente €l
cultivo, hasta la aparicion de efecto citopatico (ECP) y se hicieron cambios de

medio seguin |as condiciones observadas en el cultivo celular (acidez).



I11.8 Obtencién de extractos proteicos.

Las monocapas de células infectadas con virus y con un ECP de 80%, se
desprendieron de los tubos y se recogieron por centrifugacion durante 20 minutos
a 2000 revoluciones por minutos (r.p.m.) a4 °C. El precipitado se lavo dos veces
con tampodn fosfato (PBS: 137 mM, NaCl, 2.7 mM KCL, 8.1 mM NaHPO, 1.47
mM KH;PO,), después de cada lavado se centrifugd en igualdad de condiciones.
El precipitado se resuspendio en 400 i de tampon de lisis (10 mM Tris-HCI pH
7.6, 140mM NaCl, 5mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato sodico, 0.1%
SDS). El material no solubilizado se elimind por centrifugacion a 12.000 r.p.m.
durante 5 minutos a4 °C (Garcia et a., 1994). La concertacion de proteinas de los
diferentes extractos virales fue determinada mediante el método de Lowry (Lowry
et al., 1951).

[11.9 Caracterizacion antigénica mediante el Dot ELISA.

El antigeno (0.5 ng de extracto celular), diluido en 100 m PBS, se aplico en forma
de gotas sobre tiras de papel Immobilon/P. Una vez seco, se bloguearon los sitios
de unidn inespecifica de proteinas con leche descremada al 10 % en PBS durante
1 hora a temperatura ambiente, incubandose posteriormente con los AcMs
(diluidos 1:20 en seroadbumina a 1 % en PBS) 1 hora a temperatura ambiente.
Los complgos antigenos-anticuerpos se detectaron mediante e sistema
bi otina/peroxidasa-estreptavidina/4-cloro- 1-naftol. Después de cada una de las
etapas descritas, € pape se lavo tres veces con Tween-20 a 0.05 % (v/v) en PBS
(Garciaet a., 1994).

111.10 Extracciéon de ARN.

La extraccion de ARNv de las cepas Long y CH18537 y de las cepas obtenidas a
partir de cultivo y directamente de las muestras clinicas se realizd por € método

del TRIZOL (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los
casos se tomo un volumen inicial de 500 mi. Se centrifugd a 12 000 r.p.m. durante

15 minutos a4 °C, se elimind e sobrenadante y € precipitado se resuspendio en



500 nL de Trizol; posteriormente se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente se afiadieron 100mL. de cloroformo, se mezclé por vortex, se incub6
3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd en igualdad de condiciones 'y se
transfirio la fase superior a otro tubo eppendof. Posteriormente se afiadieron 400
nL de Isopropanol, se mezclé mediante agitacion manual y se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente, la mezcla se centrifugd durante 15 minutos bajo
las mismas condiciones mencionadas anteriormente. EIl ARN se lav con 500 L
de Etanol 75 %, se centrifugd 15 minutos en iguales condiciones, se elimind €l

sobrenadante, se secO € ARN en € gabinete de seguridad y € mismo fue
resuspendido en 30 mL de agua estéril, libre de RNAsa.

I11.11 Transcripcion reversay reaccion en cadena de la polimerasa.

Para la Transcripcion Reversay e primer paso de amplificacion se realizé segun
el protocolo descrito por Coiras 'y colaboradores en el 2003 (Coiras et a., 2003).
Para esto se afiadieron a la mezcla de reaccion 10 niL del ARN extraido. En la
mezcla se emplearon 10 nL de AMV/Tfl 5X, 1 mL AMV RT (5 U/ nL_), 1 nL de
Tfl ADN polimarasa (5 U/ nL), 6 mL de MgSOy (25 mM), 1 nL de dNTP (10
mM), 1 nL de cada oligonucledtido (100 ng) y se complet6é con agua bidestilada
estéril libre de RNAsa para un volumen final de 50 nlL. La mezcla de reaccion
para la TR-RCP se colocd en un Termociclador (MJ Research PTC 150) con €
siguiente programa: para efectuar la RT primeramente se incub6 la mezcla de
reaccion a 65 °C durante 15 minutos y luego a 42 °C durante 45 minutos. La
inactivacion de dicha reaccion se efectudé a 94 °C durante 3 minutos. La RCP
consistio en 30 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion del ADN a 94 °C
durante 1 minuto y 30 segundos, la hibridacion de los oligonucledtidos con
molde a 50 °C por 1 minuto y 30 segundosy la elongacién de las cadenas a 68 °C
por 1 minuto y 30 segundos), seguida por una extension fina a 68°C por 5
minuto. Se estudié e gen completo de la glicoproteina G de las cepas
correspondientes a periodo 1994-1996 utilizando los oligonucledtidos I, G- OF
139, en €l caso de las muestras clinicas se utilizaron los oligonucledtidos SH 331-
OF 139.



I11.12 Reaccion en cadena de la polimerasa anidada.

La RCP anidada se realizd seguin € protocolo descrito por Coiras 'y colaboradores
en e 2003 (Coiras et a., 2003). Para esto se aiadieron 2 L. de la primera RCP a
la mezcla de reaccion constituida por 0.25 nl. de AmpliTag Polimerasa (5 U/nl),
5 nL de Buffer RCP (10X), 6 nL MgCk (2mM), 0.8 nL de dNTP (25 mM), 1mL
de cada oligonucledtidos interno (100 ng) y agua bidestilada estéril libre de
RNAsa para un volumen fina de 50 L. La mezcla de la RCP anidada se colocd
en d mismo Termociclador mencionado anteriormente. Previo a la segunda
reaccion, e ADN fue desnaturalizado a 95 °C durante 3 minutos y seguidamente
se efectuaron 30 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto,
hibridacion 55 °C por 1 minuto, polimerizacion 72 °C por 1 minuto), con una
extension final de 72 °C por 5 minutos. La segunda reaccion de amplificacion del
gen G, se le redizd solamente a las muestras clinicas, los oligonucledtidos
utilizados fueron 12G-0G316, OG295-0G695, OG448-G/F20.

111.13 Deteccion del producto amplificado.

Una vez concluida la RCP se tomaron 8 ni de cada uno de los productos de la
reaccion de amplificacién y se mezclaron con 2rL de tampdn estabilizador de
muestra 6X (EDTA 500 mM, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0.01%). Estos
productos fueron detectados en geles de agarosa a 1% y 2% en TBE 1X (Tris
0.089M, é&cido borico 0.089M, EDTA 0.002M) mediante tincién de bromuro de
etidio (10mg/mL). La corrida se realiz6 a 90V durante 1 hora, empleando como
marcador de peso molecular el Marker VIII (Promega), con un rango entre 100 y
1500 pares de bases (pb). La visualizacion de las bandas se realiz6 por exposicion
del gel a la luz ultravioleta en un transiluminador. El tamafio del fragmento

amplificado para el gen G parcia fue 489 pb y parae gen G completo fue 1104
pb.



[11.14 Purificacién del producto amplificado.

El ADN amplificado por la RCP anidada del gen G se purificd para redlizar la
secuenciacion nucleotidica, siguiendo e protocolo descrito en e estuche
comercial de secuenciacion. Parala purificacion, se mezclaron 40 i del producto
amplificado de la RCP anidada con 40 nL de Isopropanol y 8 nL de Acetato de
Amonio 5 M. Esta mezcla fue centrifugada a 14 000 r.p.m. durante 10 minutos a
4°C, se elimind e sobrenadante cuidadosamente y e precipitado fue lavado con
200 ni de Etanol a 70 %. Se centrifugé nuevamente en igualdad de condiciones.
El precipitado se secd y fue resuspendido en 10 nmiL de agua destilada estéril libre
de RNAsa.

111.15 Secuenciacion nucleotidica automatizada.

La secuenciacion nucleotidica, se realiz6 con el estuche comercial (Thermo
Sequenase Cy5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Promega). Para esto se
prepararon primeramente 4 viales marcados con A, C, G, T, a cada via se le
adiciond la mezcla #1 compuesta por: 2 mL de Cy5-ddNTP (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP en correspondencia con los viales marcados), 4 nL de dNTP
(1.2mM) y agua bidestilada estéril libre de RNAsa para un volumen final de 22
L, se mezcld por vortex, se le dio un golpe de centrifuga y se amacend en hielo
hasta su posterior uso. Para cada reaccion de secuencia se prepar6 un vial con la
mezcla de reaccion #2 (3.5 mL del producto del RCP purificado, 2 mL de primer 4
pmol, 3.5 mL del buffer de reaccion, 1nlL de la Termo Secuenasa | ADN
Polimerasa 10 U/mL y agua bidestilada estéril libre de RNAsa para un volumen
final de 27 nlL), la misma fue mezclada gentilmente por vortex. Se prepararon
nuevos viales marcados con A, C, G, T, los mismos fueron colocados en hielo, a
cada uno se le afiadio 2 mL de la mezcla #1 segun e tubo marcado, seguidamente
fueron afadidos 6 nL de la mezcla #2, los viales fueron agitados por vortex,
seguido de un golpe de centrifuga. La mezcla de reaccion fue colocada en el
termociclador descrito anteriormente. Se efectuaron 30 ciclos de amplificacion

(desnaturalizacion 95 °C por 30 segundos, hibridacion 60 °C por 30 segundos y



extension a72 °C por 1 minuto y 20 segundos). Para la secuenciacion se utilizaron
los mismos oligonucledtidos empleados en la RCP anidada para el gen Fy para el
gen G fueron utilizados los oligonuclettidos LG, OG 448, OG 555, G/F20 y OF
139.

111.16 Purificacién del producto de secuencia.

El producto secuenciado se purificd segun las instrucciones del estuche de
secuenciacion. Al mismo se le afiadié 2 mL de Acetato de Amonio 7.5 M, 2L de
glicogeno y 30 nL de Etanol frio al 100%, se mezclo por vortex y se incubd toda
la noche a —20 °C para precipitar el ADN, seguidamente se centrifugé a 13 000
r.p.m. durante 30 minutos a4 °C. El sobrenadante fue eliminado cuidadosamente
utilizando pipetas, € precipitado fue lavado con 200 nL de Etanol frio al 70% y
centrifugado bago las mismas condiciones descritas anteriormente. El
sobrenadante fue eliminado cuidadosamente, € precipitado se sec6 a vacio
durante 2-3 minutos, al mismo se le afiadié 6 ni. de formamida y fue resuspendido
vigorosamente por vortex. Justamente antes de aplicar en e gel, las muestras
fueron calentadas en un bloque térmico a 70 °C durante 3 minutos y colocadas
inmediatamente en higlo. Los productos de la secuenciacion fueron separados en
gel desnaturalizante de poliacrilamida 6 % y Urea 7 M, la polimerizacién del gel
se realizo con luz U.V durante 10 minutos, € buffer de corrida utilizado fue el
TBE 0.5 X. La corrida se realizé a 1500 V durante 8 horas. La lectura de la

secuencia se realizo através de una computadora.

[11.17. Métodos empleados para analizar y comparar secuencias.

Los datos de cada una de las secuencias fueron primeramente analizadas con €

software Chromas (version 1.3; C. McCarthy, Griffith University, Brisbape,
Queendland, Australia). Los datos de secuencia de la cadena positivay negativa de
cada una de las muestras secuenciadas fueron empalmados usando el programa
MegAlign (DNASTAR, software, Madison, Wis) para obtener las secuencias

consensos finales.



Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del subgrupo A y B del VSRH
fueron alineadas separadamente utilizando e Clustal X 1.64b (Thompso et al.,
1997). El andlisis filogenético se realizd usando el modelo de sustitucion
nucleotidica Tamura-Nei, gamma 0.5. La reconstruccion del &rbol filogenético se
reaizO mediante e méodo de neighbor joining. El arbol fue evaluado
estadisticamente calculando el bootsrap con 1000 réplicas (paquetes de software
contenidos en e programa MEGA version 2.3) (Kumar et al., 2001).

I11.18 Secuencias de cepas VSRH empleadas.

Un total de 32 secuencias de VSRH fueron obtenidas de |a base de dato del

GenBank. Las mismas se muestran en la tabla 4.



Tabla 4: Nomenclatura, fecha de aislamiento, clasificacidn en subgruposy procedencia de las cepas utilizadas en este estudio
obtenidas de la base de datos del Gen Bank.

Afo de

Cepas Aiggrzi%?\to Grupo Origen
Long 1956 A Estados Unidos
WV 2780 1979 A Estados Unidos
WV19983 1987 A Estados Unidos
Mon/2/88 1988 A Uruguay
Mon/3/88 1988 A Uruguay
RSB642/89 1889 A Reino Unido
RSB1734/89 1989 A Reino Unido
M on/5/90 1990 A Uruguay
Mon/1/90 1990 A Uruguay
Mon4/90 1990 A Uruguay
M ad/4/90 1990 A Espafia
CH57 1990-1995 A Estados Unidos
Mon/5/91 1991 A Uruguay
Mad6/93 1993 A Espafia
AL 19376/94-5 1994-5 A Estados Unidos
NY 103/94-5 1994-5 A Estados Unidos
M 001/94-5 1994-5 A Estados Unidos
Tx68532 1994-5 A Estados Unidos
AgA48/99 1999 A Sudafrica

Cepas Aislamiento Grupo Origen
AgK28/00 2000 A Sudéfrica
AgK23/00 2000 A Sudafrica
AbJ81/00 2000 A Sudafrica

Ab03/00 2000 A Sudéfrica
SAPT56/00 2000 A Sudafrica
8/60 1960 B Suiza

18537 1962 B Estados Unidos

B1/85 1985 B Estados Unidos
CH10/90-4 1990-4 B Estados Unidos
NY01/94-5 1994-5 B Estados Unidos
NY97/94-5 1994-5 B Estados Unidos

SA934D/97 1997 B Sudafrica
SA800V/99 1999 B Sudafrica
SA439V99 1999 B Sudafrica
M 0z/198/99 1999 B Mozambique
SA25/00 2000 B Sudafrica
Ab27CT/00 2000 B Sudafrica
Ab5078P/01 2001 B Sudafrica
SA3064C/01 2001 B Sudafrica




V. RESULTADOS Y DISCUSION.

IV.1 Variabilidad antigénica y genética de la glicoproteina G de cepas del
VSRH aisladas en la Ciudad de La Habana desde 1994 hasta 1998.

En este trabajo nos hemos centrado en la glicoproteina G del VSRH, que como ya
fue descrito en larevision bibliografica, es el componente estructural del virus que
presenta el mayor grado de heterogeneidad antigénica y genética inter e intra
subgrupos. Esto la sefidla como meor candidato para realizar estudios de
variabilidad entre los diferentes aisamientos de este virus, que pueden
diferenciarse en su glicoproteina G aungue tengan idénticos otros productos

genicos.

IV.1.1 Caracterizacion antigénica de la glicoproteina G por reactividad frente a

un panel de AcMs.

Como ya fue descrito anteriormente se han identificado en la glicoproteina G tres
tipos de epitopos que reconocen AcMs murinos. Aquellos que reconocen epitopos
variables han sido utilizados en estudios de caracterizacion antigénica. Estos
estudios han permitido establecer una correlacion entre los cambios antigénicos y
genéticos observados en la glicoproteina G de las cepas pertenecientes a
subgrupo A. Los anticuerpos que reconocen epitopos conservados han sido Gtiles
para € diagnostico de infecciones causadas por el VSRH y los especificos de
subgrupo en estudios de tipado (Garciaet al., 1994).

Para estudiar la variabilidad antigénica de la glicoproteina G, se trabagjaron 31
cepas de VSRH, aisladas en e Laboratorio Naciona de Referencia de Virus
Respiratorios de IPK, procedentes de los brotes ocurridos en la Ciudad de La
Habana desde 1994 hasta 1998. Los extractos proteicos obtenidos de las células
Hep-2 infectadas con estas cepas, se analizaron por ensayos de Dot ELISA
utilizando un panel de AcMs preparados contra la glicoproteina G de las cepas
Long y Mon3/88. En este andlisis fueron incluidos los extractos proteicos de dos

cepas del subgrupo A; la cepa de referencia Long y la cepa Mon3/88, un extracto



proteico de la cepa de referencia del subgrupo B (CH18537) y un extracto
proteico de células Hep-2 sin infectar como control negativo. Los resultados

obtenidos se muestran en latabla 5.

Todas las cepas aisladas en Cuba correspondientes al periodo 1994-1998
pertenecieron a subgrupo antigénico A. En la glicoproteina G de estas cepas se

identificaron tres tipos de epitopos:

Epitopos conservados. presentes en todas las cepas analizadas (reconocidos por
los AcMs 021/1G y 021/21G).

Epitopos especificos del subgrupo A: presentes también en todas las cepas
analizadas del subgrupo A (reconocidos por los AcMs 021/2G y 021/19G).

Epitopos variables: dentro de este grupo se observaron dos patrones de
reactividad: las cepas que reaccionaron con los AcMs especificos de la cepa Long
y no lo hicieron con los AcMs obtenidos frente a la cepa Mon3/88, y las cepas que
no reaccionaron con los AcMs especificos de Long, pero si 1o hicieron con los
AcMs especificos de Mon3/88. Todas las cepas que circularon desde 1994 hasta
1996 reaccionaron con los AcMs preparados contra la cepa Long (25G, 68G,
78G), ninguna de estas cepas fueron reconocidas por e AcM 63G. Las cepas
correspondientes a afio 1997 reaccionaron con los AcMs 021/5G, 021/8G y
021/9G, las cepas CHab102/97 y CHab91/97 también reaccionaron con el AcM
021/7G y la cepa CHab223/98 reacciono con los AcMs 021/8G y 021/9G. Las
cepas pertenecientes al periodo 1997-1998 fueron reconocidas ademés por e AcM

63G especifico de Long.

Las cepas Long y Mon3/88 reaccionaron con los ACMs que reconocen epitopos
conservados, epitopos especificos del subgrupo A y epitopos especificos de cepa,
la Mon3/88 reacciond ademés con el AcM 63G. La cepa CH18537 solamente
reacciond con los AcMs que reconocen epitopos conservados, las células Hep-2

sin infectar no fueron reconocidas por ningun AcM.



Tabla 5. Reactividad antigénica de diferentes cepas aisladas en la
Ciudad de La Habana frente a un panel de AcMs preparados contrala
glicoproteina G de las cepas Long y Mon3/88. V: epitopos variables,
EG: epitopos especificos del subgrupo antigénico A, C: epitopos
conservados entre los dos subgrupos antigénicos (A y B).

Tipo de
epitopos

8
<

\% \%

I'I'I
0]
@]

63G
25G
78G
68G
021/5G
021/7G
021/8G
021/9G
021/2G
021/19G
021/1G
021/21G

Virus

Hep2

Long
Mon3/88
CH18537
CHab52/94
CHab54/94
CHab60/94
CHab67/94
CHab69/94
CHab81/94
CHab82/94
CHab83/94
CHab97/94
CHab105/94
CHab106/94
CHab107/94
CHab111/94
CHab115/94
CHab128/94
CHab134/94
CHab140/94
CHab141/94
CHab151/94
CHab5/95
CHab8/95
CHab10/95
CHab11/95
CHab104/96
CHab195/96
CHab201/96
CHab220/96
CHab91/97
CHab102/97
CHab123/97
CHab223/98




Las propiedades antigénicas de las cepas aidadas durante los brotes epidémicos
ocurridos en la Ciudad de La Habana desde 1994 hasta 1996 fueron
sorprendentes, ya que cepas mas recientes aisladas en otras partes del mundo
pertenecientes a subgrupo antigénico A no reconocieron los AcMs especificos de
Long (25G, 68G y 78G). Otra caracteristica Unica encontrada en las cepas
cubanas, aisladas entre 1994 y 1996, fue la pérdida de reactividad frente al AcM
63G. Este epitopo ha sido conservado en la mayoria de las cepas del subgrupo A
estudiadas en diferentes partes del mundo, incluyendo las cepas Long y Mon3/88.
Otra particularidad encontrada en estas cepas fue que las mismas presentaron

igual respuesta antigénica frente a AcMs gque reconocen epitopos variables.

Se estudio la caracterizacién antigénica de un grupo de cepas aisladas en Madrid y
en Montevideo desde 1987 hasta 1993 con € mismo panel de AcMs utilizados en
nuestro trabgjo. En este estudio se encontré que, la mayoria de las cepas perdian
su reactividad frente a los AcMs preparados contra la cepa Long y no asi frente a
los AcMs especificos de la cepa Mon3/88, por otro lado se observod que el
reconocimiento del AcM 63G estaba conservado entre todas las cepas (Garcia et
al., 1994). Caney Pringle (19954) realizaron estudios de evolucion de un grupo de
cepas aisladas en diferentes partes del mundo desde 1956 hasta 1993, para €l

andlisis antigénico utilizaron también los mismos AcMs gue se usaron en nuestro
estudio. Ellos encontraron que los AcMs especificos de Long eran reconocidos
solamente por cepas antiguas y que las cepas mas recientes reaccionaron con los
AcMs especificos de la cepa Mon3/88. El reconocimiento del AcM 63 G se

conservé en todos las cepas analizadas.

En Viena se estudi6 la diversidad antigénica de cepas de VSRH que circularon
durante los meses de invierno desde 1987 hasta 1994, utilizando un panel de
AcMs. En este estudio se demostré que AcMs preparados contra la glicoproteina
G de la cepa Long que reconocen epitopos especificos, no reaccionaron con las
cepas que circularon durante el periodo analizado (Lukic-Grlic et al., 1998).



IV.1.2 Caracterizacion genética de la glicoproteina G por secuenciacion

nucleotidica.

Con € objetivo de comprender las bases genéticas del comportamiento inusual, de
las cepas que circularon entre 1994 y 1996 en la Ciudad de La Habana, asi como,
localizar los cambios genéticos responsable de la variacion antigénica, de las
diferentes cepas estudiadas desde 1994 hasta 1998, se realizO la secuenciacion
nucleotidica del producto amplificado, del gen de la glicoproteina G, obtenido a
partir de ARN extraido de células Hep-2 infectadas con cada una de estas cepas.
Para secuenciar € gen completo de la glicoproteina G, primeramente se realizo la
sintesis del cADN vy a continuacion la amplificacion de éste por RCP, utilizando
los oligonucledtidos LG/OF139, e fragmento amplificado fue de 1104 pb. La
secuenciacion nucleotidica se realizdé con los mismos oligonucledtidos utilizados
en laamplificaciony con € OG448 y el OG 555.

Al analizar los resultados obtenidos de la secuenciacion del gen G se observé un
alto grado de identidad entre las cepas del periodo 1994-1996 y la cepa Long de
referencia. Todas las cepas fueron iguales entre si y muy parecidas a Long, con
solo 6 cambios a nivel nucleotidico en todo el gen (posiciones 58, 260, 640, 659,
746 y 888), la cepa de CHab220/96 presentd ademas un cambio en la posicion
824, de estos, 6 resultaron ser cambios aminoacidicos (posiciones 15 K-Q, 82 Q-
L, 209 K-E, 215H-L, 244 1-Ty 270 S-F), el cambio en la posicion 8388 fue silente.
Losresultados se muestran en latabla6 A) y B).

Estudios previos con virus mutantes a AcMs anti- G preparados en las cepas Long
y Mon3/88, han permitido identificar aa esenciales para la integridad de los
epitopos variables o especificos de cepa correspondiente, localizandose, excepto
para e 021/5G, en € tercio Gtermina de la glicoproteina G (Garcia-Barreno et
al., 1990; Ruedaet al., 1991; Martinez et a., 1997).

Datos de secuencia de virus mutantes que no son reconocidos por e AcM 63G
(Garcia-Barreno et al., 1990) y e mapeo con péptidos sintéticos (Garcia-Barreno
et a., 1992) indicaron que los aa esenciales para la integridad del epitopo 63G, se

ubican entre las posiciones 205-211 (KPTFKTT) de la secuencia de la



glicoproteina G. La pérdida de reactividad de este epitopo en las cepas cubanas
aisladas entre 1994 y 1996, se asocid a un cambio en la posicion 209. Este aa
(209K-E) esta incluido dentro de la secuencia del péptido sintético que reproduce
el epitopo 63G. Esto explica la pérdida de reactividad de estas cepas frente a
AcM 63G. Este cambio es Unico en las cepas cubanas que circularon durante ese
periodo y no ha sido encontrado en cepas andizadas del subgrupo A de otras
partes del mundo (Garciaet al., 1994; Cane and Pringle, 1995a).

Tabla 6. A) Cambios nucleotidicos y B) aminoacidicos de la glicoproteina

G observados en | as cepas aisladas en la Ciudad de La Habana (1994-1996)

comparados con la secuencia de la cepa Long del INS: Instituto Nacional de

Salud. ND: no fueron determinado, *aisamientos virales, ** muestras
clinicas.

A)
Virus Posicién nucleotidica
58 |260 |640 |659 |746 |824 |888
Long (INS) A |A A A U C U
CHab52/94* C |U G U C C A
CHab52/94** |C |U G U ND |[ND |ND
CHab11/95* C |U G U C C A
CHab11/95** |C (U G U ND [ND [ND
CHab195/96* |C |U G U C C A
CHab220/96* |C |U G U C U A
B)
Virus Posicion Aminoacidica
15 |82 |209 (215 |244 |270
Long (INS) K |Q |K H I S
CHab52/94* Q |L |E L T S
CHab52/94** |Q |L |E L ND [ND
CHab11/95* Q |L |E L T S
CHab11/95** |Q |L |E L ND [ND
CHab195/96* |Q |L |[E L T S
CHab220/96* |Q |L |E L T F

Las secuencias nucleotidicas de las cepas aidadas entre 1997 y 1998 fueron
diferentes entre si y diferentes de las cepas que circularon durante el periodo
1994-1996 y por tanto de la cepa Long, por esta razén no reaccionaron con 1os
AcMs preparados contra esta cepa (excepto con €l 63 G). En el andlisis de las

secuencias de la glicoproteina G de estos virus, se pudo comprobar que la pérdida



del reconocimiento del AcM 021/7G por las cepas CHab123/97 y CHab223/98 se
debio ala sustitucién de los aa en las posiciones 289 (S-P) y 290 (L-P). La pérdida
del epitopo 021/5G en la cepa CHab223/98 se pudo relacionar con un cambio en
el residuo 142 (Q-T). Estos cambios coinciden con los seleccionados en los virus
mutantes obtenidos frente a estos AcMs y con cambios encontrados en cepas
aidadas en Madrid y Montevideo. De este modo, se identificaron cepas aisladas
en estas regiones geograficas, las cuales tenian cambiadas las posiciones 289 (S-P)
y 290 (L-P/S) y por lo tanto no reaccionaron con el AcM 021/7G. Se encontraron
también, dos cepas mutantes que no fueron reconocidas por e AcM 021/5G, las
mismas tenian alteradas las posiciones 142 (Q-K) y 145 (K-R). Por otro lado, se
encontré un grupo de cepas que habian perdido su reactividad frente a este Ultimo
AcM, pero en estos casos, la pérdida de este epitopo se asocié con un cambio
préximo a estas posiciones (Garcia et a., 1994; Martinez et al., 1997).

Como las cepas correspondientes a la etapa 1994-1996 eran iguaes y muy
similares a la cepa Long, decidimos secuenciar la misma region donde se
observaron los cambios en las cepas cubanas, en dos de las muestras clinicas a
partir de las cuales se realizaron los aislamientos. Para esto se amplifico el ARN
extraido de las muestras clinicas CHab52/94 y CHab11/95, los oligonucledtidos
utilizados fueron los mismos que se usaron en la amplificacion de los
aisamientos. Ademas, se realizd una segunda reaccion de amplificacion para
incrementar la cantidad de ADN, en este caso se utilizaron los oligonucledtidos
1,G/OG316 y OG295/0G695, estos juegos de oligonucledtidos amplificaron dos
fragmentos de 316 pb y 400 pb, respectivamente. La secuenciacion de las mismas,

se realiz6 con los mismos oligonucledtidos usados en la segunda amplificacion.

Secuenciando directamente a partir de la muestra clinica, pudimos comprobar que
los cambios nucleotidicos encontrados en las cepas en las posiciones 58, 79, 260 y
640 fueron similares a los encontrados en las muestras clinicas originales. Estos
resultados anularon la posibilidad de que esos cambios fueran seleccionados

durante la adaptacion de esas cepas a cultivo celular.



En este estudio resultdé ser también un hallazgo inusual que las cepas que
circularon desde 1994 hasta 1996 en un mismo lugar mostraran una secuencia
idéntica en e gen de la glicoproteina G. Muchos han sido los estudios de
variabilidad genética en los genes G, N y SH del VSRH y se ha visto que € gen
de la glicoproteina G es e que presenta mayor grado de variabilidad, el gen N es
el menos variable y e SH muestra una variabilidad intermedia (Johnson and
Callins, 1988; Johnson and Collins, 1989; Collins et al., 1990).

Durante una misma epidemia multiples genotipos han sido identificados, asi, €l

andlisis de los genes N y SH de 40, aisamientos obtenidos durante € periodo
1989-1990 en Birmingham, permitié identificar 4 genotipos dentro del subgrupo
A (SHL1-4) y dos genotipos dentro del subgrupo B (NP1 y NP3) (Cane and
Pringle, 1991). En estudios posteriores en € Sur de Birmingham se determindé la
prevalencia de diferentes genotipos (SHL1-6 y NP1, 3) durante 5 periodos
epidémicos (1988-1993). Una mezcla de genotipos circuld en cada epidemia, €

genotipo que predomind un afio declind a afio siguiente (Cane et a., 1994). Otras
evidencias de co-circulacion de cepas genéticamente diferentes en una misma
epidemia fueron descritas en Estados Unidos y en Montevideo, mediante la
digestion con RNAsa A se pudieron detectar diferentes patrones de fingerprintsen
el gen de laglicoproteina G (Storch et al., 1989; Cristina et a., 1991; Garciaet al.,
1994). Coggins'y colaboradores (1998) observaron similares hallazgos, por RFLP
del gen Gy por secuenciacion nucleotidica de la region mas variable de dicho gen
en cepas del subgrupo A del VSRH aisladas durante tres epidemias consecutivas
en Alabama (1993-1996).

En Montevideo y en Madrid fueron estudiados diferentes aislamientos de varios
periodos epidémicos por secuenciacion nucleotidica del gen de la glicoproteina G;
en cada temporada epidémica se observaron también diferentes genotipos (Garcia
et a., 1994). Un estudio realizado durante 1990-1995 en Rochester mostré la
circulaciéon de multiples genotipos en cada epidemia, variando € genotipo
predominante cada afio (Peret et a., 1998). Resultados similares fueron

encontrados en Corea del Sur, Mozambique, Japon y Sudéfrica (Choi and Lee,



2000; Kamasaki et al., 2001; Roca et al., 2001; Venter et al., 2001; Venter et al.,
2002; Venter et al., 2003).

La homogeneidad de las cepas de VSRH que circularon en la Ciudad de La
Habana entre 1994 y 1996 y su parecido con una cepa antigua (cepa Long),

constituye una caracteristica Unica cuando son comparadas con las cepas de paises
con climatemplado y con diferentes estatus socioecondmico. La estacionaidad de
las infecciones por este virus difiere entre las zores de clima tropical y templado.
Mientras que las epidemias en los paises con clima templado ocurren en invierno,
en Cuba a pesar de ser pais tropical las infecciones con este virus se distribuyen
desde septiembre hasta febrero. La influencia de la estacionalidad en la evolucion
del virus se desconoce pero las caracteristicas climaticas, geogréficas e insulares
de nuestro pais pudieran estar influyendo en este comportamiento inusual del

Virus.

IV.1.3 Relacion entre la variabilidad genética y antigénica de cepas de VSRH
del subgrupo A aisladas entre 1994 y 1998.

Con €l fin de relacionar la variabilidad genética de cada cepa con su reactividad
antigénica se alinearon las secuencias nucleotidicas con el programa Clustal X y
se construyG un arbol filogenético por e método de neighbor-joining (programa
MEGA). Para esto se utilizaron los datos correspondientes a las secuencias de
nucledtidos del gen G completo de las cepas aisladas en € Laboratorio Nacional
de Referencia de Virus Respiratorios del IPK gue circularon durante 1994-1998.
En € caso de las cepas que circularon durante el periodo 94-96 se utilizaron
solamente 7 secuencias por ser todas iguales. En este andlisis se incluyeron
secuencias de virus que circularon en otras partes del mundo publicadas en €

GenBank. Los resultados se muestran en la figura 4.

En la caracterizacion antigénica con AcMs que reconocen epitopos variables de
las cepas aisladas durante este periodo, discutida anteriormente, se observaron dos
patrones de reactividad, 1os mismos se relacionaron con las posiciones de los
aisamientos en € arbol filogenético. Asi, por gemplo, las cepas de la rama

inferior del arbol, donde se localizan todas las cepas del periodo 94-96 y la cepa



Long reaccionaron con los AcMs 68 G, 78 G y 25 G (excepto con e 63G) y no
con los AcMs especificos de la cepa Mon3/88. En cambio, las cepas del periodo
97-98 localizados en la rama superior no reaccionaron con los AcMs especificos
de Long (excepto con €l 63 G) y si con los AcMs preparados contra la cepa
Mon3/88. Ademas, se pudieron relacionar otros cambios con la diversificacion
genética. De este modo, la rama superior se dividio en dos sub-ramas, la de arriba
estaba integrada por las cepas CHab91/97 y CHabl02/97. Estas cepas se
encontraban muy estrechamente relacionadas con la cepa Mon3/88 y por tanto
fueron reconocidas por todos los AcMs preparados contra la esta cepa. Sin
embargo, las cepas CHab223/98 y CHab123/97 (agrupadas en la otra sub-rama)
estaban muy relacionadas con otras cepas de Madrid y Montevideo. Todas estas
cepas tenian cambios en |os epitopos reconocidos por los AcMs 021/7G y 021/5G

especificos de Mon3/88.

Garcia y colaboradores en 1994 readlizaron estudios sobre la caracterizaron
antigénicay genética de cepas aisladas en Madrid y Montevideo desde 1987 hasta
1993 (Garcia et al., 1994). Estos autores también encontraron, que el
reconocimiento de epitopos especificos de las cepas por AcMs anti-G en virus del
subgrupo A, estaba muy relacionado con la posicion de las cepas en e arbol

filogenético. Otros autores estudiaron la proteina G de 48 virus aidados en
diferentes regiones del mundo durante 38 afios (desde 1956 hasta 1993). Ellos
encontraron que los cambios antigénicos detectados con un panel de AcM anti-G
se relacionaron con las posiciones de los aislamientos en € arbol generado por €l

andisis de la relacion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas (Cane and
Pringle, 1995a).
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Figura 4. Andisis filogenético y antigénico de las cepas de VSRH del subgrupo A
aisladas en la Ciudad de La Habana entre 1994 y 1998. A laizquierda se encuentra
e arbol filogenético, este fue construido por € método de neighborrtjoining con
los datos de las secuencias del gen G completo de cada cepa. A la derecha de la
figura se muestra la reactividad por dot ELISA de las cepas con los AcMs
especificos de Long y Mon3/88 indicados en la parte superior del cuadro.

Estudios mas reciente analizaron la variabilidad de la glicoproteina G, de 25 cepas

aisadas en Uruguay y 7 en Argentina, pertenecientes al subgrupo A durante 9

epidemias consecutivas (1993-2000), observandose gque existe relacion entre los

cambios encontrados a nivel antigénico con € andlisis filogenético (Frabasile et

al., 2003).




V.3 Variabilidad genética del tercio C-terminal dela glicoproteina G del VSRH
en muestras clinicas provenientes de 6 provincias de Cuba desde 1995 hasta €l
2000.

La variabilidad de la glicoproteina G se encuentra concentrada en la region del
ectodominio, la cua consiste de dos regiones hipervariables separadas por una
region conservada de 13 aa. La segunda region variable, correspondiente a la
region del tercio C-terminal de la glicoproteina G, ha sido utilizada para realizar
los estudios de variabilidad del gen G completo y posteriormente ha sido usada

para el analisis filogenético en los estudios de evolucion molecular.

IV.3.1 Deteccion y clasificacion del VSRH en muestras clinicas mediante RCP y
secuenciacion nucleotidica del tercio C-terminal de la glicoproteina G.

Con € objetivo de detectar y conocer la circulacion de ambos subgrupos del
VSRH en 6 provincias del pais, se secuencio € producto amplificado de la region
variable del gen de la glicoproteina G (correspondiente a tercio C-terminal),
obtenido a partir del ARN extraido de 33 muestras clinicas colectadas durante 5
epidemias consecutivas (1995-2000). Para la secuenciacion primeramente se
realizo la sintesis del CADN y a continuacion la amplificacion de éste por RCP,
utilizando los oligonucledtidos SH331-OF139. Se realiz0 una segunda
amplificacion a partir del producto amplificado, los oligonuclettidos utilizados
fueron OG 448 y G/F20, e fragmento amplificado fue de 528 pb. Este fragmento
fue secuenciado con los mismos oligonucledtidos usados en la segunda reaccion

de amplificacion.

De un total de 33 muestras clinicas (1995-2000) positivas a VSRH por RCP, 27
pertenecieron a subgrupo antigénico A y 6 a subgrupo B. La clasificacion de
cada subgrupo se realizd por secuenciacion nucleotidica. Los resultados de dicha

clasificacion se muestran en latabla 8.



Tabla & Clasificacion en subgrupos del VSRH de las muestras clinicas analizadas
en € periodo 1995-2000

'\élliﬁcrais Subgrupo I\éﬂ:ﬁtc;zs Subgrupo I\élljlﬁsl;tcraass Subgrupo
Hol167/95 A Cfgo226/98 A SC94/99 A
Hol 168/95 A Cfgo227/98 A CHab33/00 B
CHab114/97 A Cfgo228/98 A CHab34/00 B
CHab125/97 A Cfgo232/98 A CHab37/00 B
Tun135/97 A CHab236/98 A CHab42/00 B
Tun141/97 A CHab237/98 A CHab43/00 B
Tun145/97 A CHab239/98 A Tun50/00 B
CHab181/98 A CHab240/98 A Tun53/00 A
CHab185/98 A Tun244/98 A Tun57/00 A
CHab197/98 A Tun245/98 A SS64/00 A
CHab198/98 A SC93/99 A SS65/00 A

El subgrupo antigénico A, se detectd durante todos los afios, € subgrupo B se
detectd durante € afio 2000. La secuencia nucleotidica fue determinada para
ambos subgrupos desde el nucledtido 566 hasta € 912 para €l subgrupo A y 915
para e subgrupo B, esta region, como ya fue descrita anteriormente, representa la
segunda region variable del gen de la glicoproteina G, esta regiéon también fue
usada posteriormente para €l andlisis filogenético. La distribucion de las muestras

por provincias, ahosy subgrupos se observa en latabla 9.

E hecho de que e subgrupo B no fuera detectado hasta €l afio 2000, pudiera
deberse en primer lugar; antes de esa fecha no contdbamos con los
oligonuclettidos necesarios para amplificar fragmentos de cepas pertenecientes al
subgrupo B y en segundo lugar, € nimero de muestras analizadas en cada afio por
provincia no fue suficiente. No obstante, la cifra de muestras positivas a VSRH
detectadas durante e aio 2000 no fue la mayor, de 10 muestras positivas, 6
pertenecieron a subgrupo B y 4 a subgrupo A. Las mismas se distribuyeron de la
siguiente forma: 5 (B) provenian de Ciudad de la Habana, 3 (2A/1B) de Las Tunas
y 2 (A) de Sancti Spiritus. Es decir, que aungue el nimero de muestras detectadas

en las tres provincias fue bajo, se detectd la circulacion del subgrupo B.




Tabla 9. Distribucion de las muestras por provincias, afios y subgrupos. Al
final de latabla se especifica el total de muestras por afio y la derecha el total
de las muestras por provincias.

Provincias 1995 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 Total por
provincias

Ciudad Habana _ 2A 8A _ 5B 10A/5B
Cienfuegos _ _ 4A _ _ 4A
Sancti Spiritus _ _ _ _ 2A 2A
Holguin 2A _ _ _ _ 2A
Santiago de Cuba | _ _ 2A _ 2A

Las Tunas _ 3A 2A _ | 2A/1B 7TA/1B

Total por afos 2A 5A | 14A | 2A | 4A/6B 27A/6B

Hasta la fecha muchos han sido los estudios realizados sobre € comportamiento
de los subgrupos A y B del VSRH durante una epidemia. En los mismos ha sido
mostrado que existen tres tipos de epidemias; agquellas en las cuales virus de un
solo subgrupo son detectados (menos frecuentes), aquellas en las cuales uno de los
subgrupos es dominante (mayor frecuencia el subgrupo A) y aquellas en las cuales
ambos subgrupos circulan simultdneamente en iguales proporciones. En general,
se ha visto que e subgrupo A predomina en mas epidemias que el subgrupo B
(Sullender, 2000; Cane, 2001).

La co-circulacion de los subgrupos A y B fue detectada durante tres epidemias
consecutivas (1992-1995) en Dinamarca, € subgrupo B predomind durante la
primera y la dltima epidemia, y € subgrupo A dominé durante € periodo 1993-
1994 (Johansen et a., 1997). El andlisis de cepas que circularon durante 5
epidemias consecutivas en una comunidad de Estados Unidos, demostro la co-
circulacion de ambos subgrupos, el subgrupo B predominé durante el primer y
tercer ano, € subgrupo A domind durante el segundo y cuarto afio, y cepas de
ambos subgrupos estuvieron presentes en iguales proporciones durante e Ultimo
ano (Peret et al., 1998).

Coggins y colaboradores (1998) investigaron virus aislados en Alabama en tres

epidemias consecutivas. Estos autores detectaron la circulacion de ambos



subgrupos, e subgrupo A predomind en las dos primeras epidemias, mientras que
el B fue dominante en la Ultima (Coggins et a., 1998). En €l sur de Mozambique
se estudio la prevalencia de los subgrupos A y B en cepas aisladas durante 1998-
1999. La co-circulacion de ambos subgrupos fue observada, el subgrupo B circul
en mayor proporcion que € A (Roca et a., 2001). Estudios realizados en una
region de Sudafrica durante el periodo 1997-2000 mostraron la circulacion de
ambos subgrupos. Durante 1997 y 1998 ambos subgrupos co-circularon
aproximadamente en iguales proporciones, mientras que, € subgrupo A

predomind durante los dos siguientes afos (Venter et al., 2001).

Se estudid en Kenya la epidemiologia molecular del VSRH en cepas aidadas
durante la temporada 1999-2003. En todos los afios se detect6 la circulacion de
ambos subgrupos. El subgrupo A predominé durante los afios 2001 y 2002. Entre
los afos 1999 y el 2000 ambos subgrupos co-circularon en iguales proporciones y
durante el 2003 el subgrupo B fue detectado en mayor proporcion (Scott et al.,
2004).

IV.3.2 Analisis de la variabilidad genética tercio C-terminal de la glicoproteina G
del VSRH.

Todas las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas fueron aineadas con el
programa Clustal X, los alineamientos se muestran en las figuras 6, 7, 8 y 9. En
este alineamiento también fueron incluidas 7 de las cepas aisladas en la Ciudad de
la Habana durante los afios 1994-1996, las cuales fueron representativas de estos
anos por presentar todas secuencias nuclectidicas idénticas y cepas de los afios
1997 y 1998. Cuando se analizaron las secuencias de los subgrupos A y B en su
conjunto, dos subgrupos muy bien definidos fueron observados. Para facilitar
dicha comparacion las secuencias de ambos subgrupos fueron analizadas
separadamente. En cada alineamiento fueron incluidas las secuencias de las cepas
prototipo del subgrupo A (Long) y del subgrupo B (CH18537), las mismas fueron
obtenidas del GenBank.
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Figura 6. Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos del tercio Gterminal gen G de cepas de VSRH del subgrupo A que
circularon en Cuba durante el periodo 1994-2000. En la figura se muestran las diferencias en las secuencias de nuclebtidos respecto a la
cepaLong, asi como los posibles codones de parada.
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Long | CKRI PNKKP GKKTTTKPTK KPTFKTTKKD LKPQTTKPKE VPTTKPTEEP TI NTTKTNI T TTLLTNNTTG NPKLTSQVET FHSTSSEGNL SPSQVSTTSE HPSQPSSPPN TTRQ* 298
CHab220/96 .......... .......... T Foooo o 298
CHab140/94 .......... .......... P 298
CHab5/95  .......... ... ..., T 298
CHab11/95 .......... .......... P 298
CHab104/96 .......... .......... P 298
CHab195/96 .......... .......... P 298
Chab52/94 .......... ... .. ..., P 298
CHab181/98 . . E. ... ... i e e NV s s 298
TunS7/ 00 L s e e 298
CHab237/98 .......... CROVE L Lo P...... S [ SS..R..E....... ......... P ...... | LS. % 297
Tunl35/97 ........ M CR...... .......... P...... S e [ S...R..E....... ......... P ... [ S.* 297
SC93/99 ... .. MR P...... S | I S..R..E...... ......... P ... oo Yoo oo S.* 297
CHab114/97 .......... MR P...... S, [ S...R..E...... ......... P ...... I S.* 297
CHab125/97 .......... LR P...... S [ S...R..E....... ......... P ... | S.* 297
Tun141/97 .......... DR P...... S [ S..R..E...... ......... P ... | S.* 297
Cfgo227/98 .......... LR P...... S [ SS..R..E....... ......... P ...... | S.* 297
Cfgo228/98 ... ....... LR P...... S [ S...R..E....... ......... P ... [ ) S.* 297
CHab239/98 .......... SR P...... S [ S..R..E...... ......... P...... I. Yoo S.* 297
Tun244/98 .......... LR P...... S | I S..R..E....... ......... P ...... | Yoo S.* 297
Hol 168/95 .......... SR P...... S [ I S..R..E....... ......... P ... | ) 1S.* 297
Tun245/00 .......... R P...... S | H..R..E...... ......... P ... | Yoot S.* 297
Tunl145/97 .......... LR P...... S | I R..E.... G e [ S.* 297
CHab185/98 .......... LR P...... S [ S...R..E....... ......... P ... | S.* 297
CHab197/98 .......... LR P...... S oo S...R..E....... ......... P...... [ Yoo S.* 297
Hol 167/95 .......... CROUR L o P...... S | I S..R..E....... ......... P ...... | S.* 297
Cfgo232/98 .......... SR P...... S | I SS..R..E....... ......... P ... [ S.* 297
CHab236/98 .......... SR P...... S e [ S...R..E...... ... ... IP G. | Y..H ... I .S * 297
Cfgo226/98 .......... LR o P...... S I ..Q.S...R..E...... ......... P ...... ... Y..H ... .S.* 297
CHab240/98 .......... SR P...... S [ S.... ..E....V.. oo P ... T LS. 297
SC94/ 99 N R s S.... L N P ... [ .S.* 297
SS64/00 ..., S e Ao DK. ...l1..L..R ...... S... .LEH...E.. L........ T 1Y.. YL...P..S. I.D.. 298
SS65/00  ...... S AL DK. ...1..L..R...... S... .LEH...E.. L........ T Y. YL...P..S. 1.D.. 298
CHab123/97 ...... So.. o R...... o0 oo AL DK. ...... A.R..... TS... .LEH. .. E.. L........ T Y. . YL...P..S. ..... 298
CHab223/98 ...... e AL...... O R.......... LLEH. . E.. L........ P 1Y.. YL...P..S. I.S.. 298
CHab102/ 97 ... ... ... . e B T Koo DR ..... S.... ..EH...K. L...T P..... Y.... YL..SL..S. ..N 297
CHI1-97 ... R.... .. ... R Koo, RAA ..S.... ..EHNE . L...T P..... Y. . YL..SL..S. ..N- 297
Tun53/00 ... P B T Koo, K..... S.... ..EH.. K. L...T P..... Y.... YL..SL..S. ..KW 298
CHab198/98 .......... ... ... ... ..o P...... Q. .L...... Koo R..... T..K ..EH .. K. L........ P IY..F. .L..SP..S. ..NL. 298

Figura 7. Alineamiento mdiltiple de las secuencias de aminoéacidos de cepas de VSRH del subgrupo A que circularon en Cuba durante 1994
2000. En lafigura se indican los cambios de aminoéacidos respecto ala secuencia Long.
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CH18537 CC ATC TGC AAA ACA ATA CCA AGC AAC AAA CCA AAG AAA AAA CCA ACC ATC AAA CCC ACA AAC AAA CCA ACC ACC AAA ACC ACA AAC AAA AGA GAC CCA AAA ACA CCA GCC AAA ATG CCA A 685
CHab37/ 00 .. ... i it i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e C. .C. .TG.
CHab42/OO..... ......... e e e e e e e e e e e .C. .TG.
Tun50/00 .. ... T.. .C. .TG.
CHab43/ 00 .. ... ... . il i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e .C. .TG.
CHab33/00 .. ... ... ... ... ... ... ... .. T C.. T .CA..G.

CH18537 AA AAA GAA ATC ATC ACC AAC CCA GCA AAA AAA CCA ACC CTC AAG ACC ACA GAA AGA GAC ACC AGC ATT TCA CAA TCC ACC GTG CTC GAC ACA ATC ACT CCA AAA TAC ACA ATC CAA CAG C 805
CHab37/00 . .C. .C ... ... .. A . .T. .CC ... ... ... T .C .LAT.. L. .C
CHab42/00.. .C LGl o A . A .CC .. LT .C ..AT ..... C .C
CHab34/00 .. ... ... .C. .C AL LT, .CC .. LT ... .C ..AT.. ... C. .C
Tun50/00 .. ... ... C.Co A . ... LT, .CC ... T... ... ... .C AT . ... C. .C
CHab43/00 .. ... ... .C. .C AL .T. .CC .. LT ... .C AT . ... C. .C
CHab33/00 .. ... ... .C. .C AL LCoo G. .ccC. ... .. ..G GC AT GG C
CH18537 AA TCC CTC CAC TCA ACC ACC TCC GAA AAC ACA CCC AGC TCC ACA CAA ATA CCC ACA GCA TCC GAG CCC TCC ACA TTA AAT CCT AAT TAA AAA ACC TAG TCA CAT GCT TAG 915
CHab37/00 .. ... ... ... ... ..T... C. ... ... ... ..A.A . T.T.. ... .C ... ... ... ... ... ... .. ... .L ..CT.C.CCC. G. G. .. T.. ...
CHab42/00 .. ... .T ... C. JALA T T Lo LG .C ... T.C.CcCC. G. G. ... . .T..
CHab34/00 .. T ... C. LALA LT T LG e e e .C . T.C.CCC. G. G. .o T.. ...
Tun50/00 .. ... ... T ... C. LALALT T .C . .C ... T.C.CcCC. G. G. Lo T
CHab43/00 .. ... ... ... ... T ... C. LALA LT .C .C. . T.c.ccC. G. G. ... ... T.. ...
CHab33/00 .. ... .C .. ... C. LA .C .C . T.C.CCC. ... CT. ..A. T.. ...

Figura 8. Alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos del tercio C-terminal gen G de cepas de VSRH del subgrupo B que

circularon en Cuba durante el afio 2000. En lafigura se muestran las diferencias en las secuencias de nucledtidos respecto ala cepa

CH18537, asi como |os posibles codones de parada

185

CH18537 | CKTI PSNKP KKKPTI KPTN KPTTKTTNKR DPKTPAKMPK KEI | TNPTKK PTLKTTERDT S| SQSTVLDT | TPKYTI QQQ SLHSTTSENT PSSTQ PTAS EPSTLNPN* 292
CHab37/00 .. ... . e e TL. . TT...A . L., P TS HTL.. ...... P. NFS. T.... ....S. STQE A* 295
CHab42/00 . ....... ... . e TL. . TT...... T T.SHTL.. ...... P. .. .NFS. T.. .. S.STQE A* 295
Tun50/00 ... ... e .S, . TL. LTT. . L T.SHTL.. ...... P... .NFS.T.. .. S.STQE A* 295
CHab34/00 . ... .. e e TL. LTT L P I TS HTL.. ...... P... .NFS. T.. .. S.STQE A* 295
CHab43/ 00 ... ... e e TL. .. TT...... e TS HTP.. ...... P... .NS. T.. .. S.STQE A* 295
CHab33/00 .......... .. ........ P LTT. .. PG TP A.SCH. I L P P ONLLTL .S. STQK L* 295

Figura 9. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de cepas de VSRH del subgrupo B que circularon en Cuba durante €l
ano 2000. En lafigura se indican los cambios de aminoé&cidos respecto a la secuencia CH18537.
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Al andlizar la region secuenciada de las muestras clinicas, provenientes de las 6
provincias estudiadas, pertenecientes al subgrupo antigénico A del VSRH, encontramos
también dos virus cuyas secuencias nucleotidicas fueron muy parecida a la cepa Long.
De este modo, se encontraron solamente 4 nucledtidos diferentes en la muestra
CH181/98 (posiciones 574, 690, 754 y 831), con dos cambios a nivel aminoacidico (187
K-E y 247 L-V), los cambios en las posiciones 690 y 831 fueron slentes. En la
secuencia nucleotidica de la muestra clinica Tun57/00 se encontraron 6 nucleotidos
diferentes (posiciones 567, 597, 621, 624, 637 802), con un solo cambio a nivel de

aminoacido (267S-L), los cambios en las posiciones restantes también fueron silentes.

Las secuencias nucleotidicas del resto de las muestras clinicas andizadas de este
subgrupo fueron muy diferentes de la cepa prototipo Long. No obstante, también se
observaron varias muestras con secuencias idénticas o casi idénticas. Asi, vimos que la
region secuenciada de las muestras CHab125/97, Tun141/97, Cfgo227/98, Cfgo228/98,
CHab239/98 y Tun244/98 presentaron la misma secuencia nucleotidica. Las secuencias
de las muestras CHab237/98, Hol168/95, CHab185/98, CHabl114/97, SC93/99
Tun245/98, Hol167/95, Cfgo232/98, Tunl45/97 y Cfgo226/98 se diferenciaron de las
anteriores entre 1 y 3 nuclettidos. Las secuencias de las muestras CHab114/97 y
SC93/99 fueron iguales entre si. Las dos muestras provenientes de Sancti Spiritus del
afo 2000 fueron muy diferentes de las muestras analizadas en € periodo 1995-1999, las

mismas presentaron también secuencias nucleotidicas iguales.

En el caso de las muestras clinicas pertenecientes a subgrupo B, también se observaron
muestras con secuencias idénticas o cas idénticas. De esta manera, pudimos ver que las
secuencias de las muestras CHab34/00 y CHab42/00 fueron iguales. Las muestras
CHab37/00, Tun50/00 y CHab43/00 se diferenciaron de las anteriores entre 1 y 2

nucledtidos.

En genera, a andizar las muestras clinicas pertenecientes a subgrupo A del periodo
1995-1999 en las 6 provincias estudiadas, se detectaron muestras clinicas con secuencias
nucleotidicas muy similares. Las secuencias nucleoctidicas de las muestras de Sancti
Spiritus y Las Tunas anaizadas durante € afio 2000 fueron muy diferentes de las que

circularon entre 1995 y 1999. Las muestras del subgrupo B analizadas durante € afio



2000 en la Ciudad de la Habana y en Las Tunas también presentaron secuencias
nucleotidicas muy parecidas. En este estudio la presencia de muestras con secuencias
cas idénticas, en laregién mas variable del gen de la glicoproteina G del VSRH, sugiere
que un mismo virus se disemind en diferentes provincias durante varias temporadas

epidémicas.

Estudios previos redlizados en diferentes comunidades y en varios periodos han
mostrado la circulacion de muiltiples genotipos y dentro de cada genotipo se han
encontrado un nuimero elevado de cepas con secuencias idénticas. En una misma
comunidad de los Estados Unidos, durante multiples epidemias, se observaron cepas con
secuencias idénticas. Por gjemplo, dentro del subgrupo A se vio que durante 1993/94 se
identificaron 10 aislamientos con iguales secuencias nucleotidicas. Durante los periodos
1990/91 y 1991/92 se detectaron 6 y 15 aislamientos con las mismas secuencias
nucleotidicas, respectivamente. Dentro del subgrupo B durante 1993/94 se encontraron
también 37 cepas con secuencias nucleotidicas idénticas (Peret et a., 1998). Este estudio
fue extendido a diversas comunidades de Estados Unidos durante un mismo periodo
epidémico, durante el mismo se identificaron cepas con secuencias nucleotidicas iguales.
De esta manera se encontraron 25, 10 y 28 aislamientos con secuencias nucleotidicas
similares en Birmingham, Rochester y St Louis, respectivamente. La presencia de un
alto nimero de secuencias nucleotidicas idénticas en varias comunidades, apoya €l
concepto, de que algunas cepas son transmitidas a otras regiones geograficas durante una
misma temporada epidémica. No obstante, la presencia de cepas con secuencias
idénticas no necesariamente demuestra que la transmision de cepas de VSRH ocurre
entre comunidades (Peret et al., 2000). Garcia 'y colaboradores en 1994 detectaron cepas
con secuencias cas idénticas durante 6 afios en Madrid y Montevideo (Garcia et a.,
1994).

IV.3.3 Cambios genéticos en €l tercio C-terminal de la glicoproteina G del VSRH en los

virus analizados en 6 provincias de Cuba entre los afios 1995 y 2000.

Los cambios encontrados en las secuencias de los virus que han circulado en Cuba, en €l
periodo 1995-2000 para ambos subgrupos fueron sustituciones nucleotidicas,

observandose que las transiciones fueron mas frecuentes que las transversiones.



Resultados similares han sido encontrados en los virus del subgrupo A analizando tanto
el gen G completo como € tercio Gterminal de esta proteina. Aunque los estudios de
variabilidad genética en las cepas del subgrupo B son més escasos, también ha sido
observado que las transiciones son mas frecuentes que las transversiones (Martinez et
al., 1997).

Nosotros encontramos que las sustituciones nucleotidicas fueron de tres tipo: 1)
sustituciones de nucledtidos que no daban lugar a cambios de aa (sustituciones
sinbénimas), 2) sugtituciones de nucledtidos que daban lugar a cambios de aa
(sustituciones no sinbnimas), 3) sustituciones de nucleotidos que introducian cambios en
la posicion del codon de terminacion. Las sustituciones de nucledtidos que provocan
cambios de aa en la glicoproteina G, son los cambios genéticos encontrados mas
frecuentemente en la mayoria de las cepas estudiadas de otras partes del mundo (Cane
and Pringle, 1991; Sullender et al., 1991; Garcia et al., 1994). En estos estudios se
observo que el tercio C-termina de la glicoproteina G es una de las regiones donde se
acumulan los cambios aminoacidicos, y que la misma contiene mdiltiples epitopos
variables reconocidos por AcMs. Esto sugiere que la seleccion de nuevas variantes por
Acs, pudiera ser uno de los factores que contribuyen a la generacion de la diversidad del
VSRH (Garcia-Barreno et al., 1990; Rueda et al., 1991; Melero et a., 1997).

L as sustituciones de nucledtidos que producen alteraciones en la posicion del codon de
terminacion dan lugar a moléculas de diferente longitud. Han sido descrito diferentes
longitudes para la glicoproteina G de ambos subgrupos (Garcia et al., 1994; Martinez et
a., 1999). La glicoproteina G de los virus de Cuba pertenecientes al subgrupo B
detectados durante € afio 2000 presentaron una proteina de 295 aa con dos codones de
parada diferentes (UAG o UAA). Sin embargo, dentro de las secuencias del subgrupo A
se observaron dos tamafnos de proteina (297 aa'y 298 aa) con un solo codon de parada
(UAG). Los cambios en € coddn de parada han sido asociados con importantes
variaciones antigénicas encontradas en mutantes de escape del VSRH, los cuales fueron
seleccionados con AcMs que reconocen epitopos especificos de cepas (Melero et d.,
1997).



El estudio de cepas del subgrupo B aidladas en diferentes partes del mundo desde 1960
hasta 1970 mostraron una glicoproteina G de 292 aa, los virus aislados entre 1980 y
1985 presentaron una glicoproteina de 299aa y los aislados en 1989 la glicoproteina G
fue de 295 aa (Sullender et a., 1991). La longitud de la glicoproteina G de los
aislamientos que circularon en Alabama entre 1993 y 1996 fue de 297 aa'y 298 aa para

el subgrupo A, y de 292 aay 295 aa para el subgrupo B (Cogginset al., 1998).

En el andlisis de cepas aisladas en unaregioén de Japon durante un periodo de 20 afios se
observaron diferentes longitudes para la glicoproteina G del subgrupo B (292 aa, 295 aa
y 299 aa). En este estudio se correlaciond e uso del codon de terminacion con la fecha
de aisamiento de las cepas, de este modo, se observd que virus aislados en la primera
mitad de 1980 usaron €l primer coddn de parada, y las cepas correspondientes ala mitad
de 1980 y comienzo de 1990 utilizaron €l tercer codén. El segundo coddn de parada fue
usado en general, por cepas que circularon en la segunda mitad de 1980 y en € resto de
las epidemias ocurridas durante 1990 (Kamasaki et al., 2001). La glicoproteina G de las
cepas de los subgrupos A y B que circularon en Mozambique durante un afio mostraron
unalongitud de 295 aa 'y 299 aa, respectivamerte. En todos los casos el codon de parada
fue UAG (Rocaet ., 2001).

Venter y colaboradores durante €l afno 2001 estudiaron cepas de ambos subgrupos
aisladas en Sudéafrica durante 4 afios consecutivos (1997-2000). Entre las cepas aisladas
del subgrupo A, ellos encontraron dos tamarios diferentes para la glicoproteina G (297 aa
y 298 aad) con un mismo codén de parada UAG. En las cepas del subgrupo B se
observaron dos codones de parada diferentes UAG o UAA y tres longitudes distintas
para esta glicoproteina (292 aa, 295aay 299 aa) (Venter et al., 2001).

Veintisiete cepas de VSRH pertenecientes a subgrupo A aisladas durante 9 epidemias
consecutivas (1993-2001) en Montevideo, Uruguay y siete cepas aisladas en Buenos
Aires, Argentina, durante el periodo 1996-1998 fueron estudiadas. El andlisis de estas
cepas también mostro 2 tamarios diferentes en la glicoproteina G (297 6 298 aa). Estos
autores ademés relacionaron €l tamafio de la glicoproteina con la posicion de las cepas
en el arbol filogenético. Asi por gemplo, las cepas agrupadas dentro de los genotipos

GAl y GA2 presentaron una glicoproteina G de 297 aa, mientras que las que se



agruparon dentro de los genotipos GA3 y GA5 mostraron un tamafio de 298 aa
(Frabasile et a., 2003). Las secuencias aminoacidicas de cepas de VSRH, aisladas
durante 1999 en Brazil, pertenecientes a subgrupo B indicaron una glicoproteina G con
295 aa y las del subgrupo A mostraron dos tamarios distintos (297 y 298) para dicha
glicoproteina (Mouraet al., 2004).

V.4 Relacion filogenética entre los virus de Cuba. Comparacion con cepas de otras

regiones geograficas.

EL alineamiento de la secuencia de nuclettidos correspondiente a tercio C-termina de
la glicoproteina G de 44 virus cubanos analizados anteriormente se emplearon para
determinar la distancia nucleotidica por € méodo TamuraNei gamma 0.5 y para
construir un arbol filogenético por e método de neighbor-joining. En este andlisis se
incluyeron secuencias de virus que circularon en otras partes del mundo publicadas en el
GenBank. Los subgrupos A y B fueron genotipados separadamente por comparacion
filogenética con secuencias que han sido previamente asignadas a un genotipo
determinado (Peret et a., 1998; Peret et a., 2000; Venter et a., 2001; Madhi et al.,
2003) y por comparacion con secuencias de otras regiones geogréficas (Garcia et al.,
1994).

Los virus cubanos del subgrupo A se agruparon en 5 genotipos de acuerdo a porciento
de similitud nucleotidica con los genotipos de referencias y fueron nombrados desde
Cuba A1 hasta Cuba A5. Los resultados se muestran en latabla 10. El genotipo Cuba Al
se agrupo con un 99% de similitud nucleotidica con e Genotipo Long, €l genotipo Cuba
A2 se agrupd con un 97% de similitud nucleotidica con € genotipo GA1, d genotipo
Cuba A3 se agrupd con un 98% de similitud nucleotidica con e genotipo GA2 y los
genotipos Cuba A4 y 5 se agruparon con un 96% de similitud nucleotidica con los

genotipos GA3 y GA5, respectivamente.

L os genotipos cubanos pertenecientes a Cuba A3, 4 y 5 presentaron menor porciento de
similitud nucleotidica cuando fueron comparados con los genotipos Cuba Al y A2
(83%-66%). Esta baja similitud era de esperar pues los virus cubanos pertenecientes a
estos dos genotipos se agruparon con cepas que circularon varios afnos atras y con la

cepa prototipo Long que circul 6 en € afio 1956.



Tabla 10. Clasificacion genotipica de los virus cubanos
del subgrupo A de VSRH de acuerdo a porciento de
similitud con los genotipos de referencia

GAl1 |GA2 GA3 | GAS

Cuba Al

Cuba A2
Cuba A3 83
Cuba A4 82
Cuba A5 81

88 83 82 81
78 81

86

96

Los virus cubanos del subgrupo A se agruparon filogenéticamente en tres ramas

evolutivas principales con un valor de bootsrapt altamente significativo (87%-99%). Las
cepas de las ramas superior e intermedia se agruparon con genotipos previamente
identificados, e Genotipo Long o Cuba A1y e GA1 o Cuba A2, respectivamente. La
rama inferior se dividio a su vez en tres subramas, |as cuales también se relacionaron con
genotipos previamente identificados, GA2, GA3 y GA5 (Cuba A3, Cuba A4 y Cuba
Ab). Esta clasificacion se corresponde con la clasificacion genotipica obtenida de
acuerdo a porciento de similitud nucleotidica. Los resultados se muestran en la figura
10.

Dentro del Genotipo Long o Cuba A1y muy cercanamente a la cepa prototipo Long se
agruparon todas las cepas que circularon en la Ciudad de la Habana entre 1994 y 1996.
Durante este periodo, como fue explicado anteriormente, todas las cepas aisladas
presentaron la misma secuencia nucleotidica, solamente una cepa se diferencio del resto
en un solo nucledtido. Por lo tanto, fueron incluidas en e andlisis filogenético 7 cepas
representativas de cada brote. Dentro de este mismo genotipo encontramos ademés dos
virus (CHab181/98 y Tun57/00) que circularon en brotes y en zonas geogréficas
diferentes del pais. Este genotipo no ha sido detectado desde la fecha de su aislamiento.

Resultados parecidos fueron previamente reportados en Dinamarca durante varias
epidemias consecutivas (1993-1995), € genotipo predominante mostré un patron de
restriccion idéntico a la cepa prototipo A2 aislada en 1961 (Johansen et al., 1997). Cepas
con este mismo patron de restriccion fueron encontradas en estudios posteriores de

diferentes regiones de este mismo pais, en dos de estas regiones este genotipo continud



siendo el dominante. Estos autores han planteado que determinados genotipos que no
han sido detectados durante muchas epidemias en otras partes del mundo pueden

mantenerse circulando de forma estable endémicamente en una poblacion durante afios

con manifestaciones esporadicas (Christensen et al., 1999).
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Figura 10. Arbol filogenético del VSRH del subgrupo A que circularon en algunas
provincias de Cuba y en otras areas geogréaficas. Los virus de Cuba son sefidlizados en

color negro.



Dentro del genotipo GA1 o Cuba A2 se agruparon virus de casi todas las provincias
estudiadas que circularon desde 1995 hasta 1999. Dentro de este grupo se observaron
virus con secuencias idénticas o cas idénticas como fue ya fue descrito anteriormente.
Los virus cubanos pertenecientes a esta rama se relacionaron filogenéticamente con
cepas que circularon varios afos atras en Uruguay, Estados Unidos y Reino Unido
(1979-1991). Resultados similares fueron encontrados previamente en otras localidades
geogréficas. Virus aislados en Gambia durante 1993 se agruparon filogenéticamente con
una cepa aidada en Madrid durante 1984 (Cane et a., 1999), esta variante fue
relativamente comun en Europa durante la década de 1os 80 y no ha sido detectado desde
entonces (Garciaet al., 1994; Cane and Pringle, 1995b).

En estudios realizados en Dinamarca durante varias epidemias consecutivas (1992-1998)
Se encontraron virus, cuyos patrones de restriccion fueron similares a virus aislados en
Estados Unidos entre 1982 y 1986 (Johansen et al., 1997; Christensen et al., 1999). Estos
autores han sugerido que la fluctuacion temporal de un genotipo predominante en un
&rea geograficamente restringida, podria estar dado por un estado inmunolégico
condicionado en & hospedero que favorece a determinadas cepas dentro de la poblacion
circulante, més que por la evolucion molecular inducida por la presién inmune selectiva
Ellos ademés plantean que determinados genotipos que no han sido reconocidos durante
varios inviernos, podrian mantenerse endémicos en una poblacion durante afios
manifestandose ocasionalmente. Recientemente se estudié la variabilidad genética de
cepas de VSRH del subgrupo A aisladas en Buenos Aires, Argentina durante la
temporada 1996-1998. Durante este periodo fue detectada la circulacion del genotipo
GA1 con muy baja frecuencia (Frabasile et al., 2003).

El resto de los virus cubanos se agruparon con los genotipos GA2, 3y 5 (Cuba A3, 4, 5,
respectivamente), dentro de cada genotipo se encontraban cepas que han circulado en

diferentes partes del mundo en la misma temporada epidémica o en diferentes periodos.

El genotipo GA2 estaba compuesto por cepas gue circularon en diferentes periodos en
Sudéfrica, Montevideo y Norte América. Dentro del mismo se agruparon dos virus de
Ciudad de la Habana que circularon durante 1997 y un virus de Las Tunas del afio 2000.

Los virus detectados durante 1997 se relacionaron con cepas de Norte América y



Montevideo que circularon en la primera década de los 90 y durante € afio 1988,
respectivamente. El virus CHab198/98 se agrupd dentro del genotipo GA3 con cepas de
Montevideo, Madrid y Estados Unidos que circularon entre 1990 y 1995. Dentro del

genotipo GA5, se agruparon dos virus de Ciudad de la Habana que circularon durante
1997-1998, y dos virus de Sancti Spiritus del afio 2000. En esta rama se agruparon cepas
que circularon durante un mismo tiempo en areas geogréficas distantes y cepas aisladas
en periodos y areas geograficas diferentes. Los virus de Sancti Spiritus estaban muy

relacionados con cepas de Sudéfricay de Mozambique que circularon durante e mismo

periodo epidémico.

EL andlisis por RFLPy secuenciacion parcial de un segmento seleccionado de los genes
SH, N y G revelaron que virus muy similares estan presentes simultaneamente en paises
muy distantes (Cane and Pringle, 1992; Lukic-Grlic et al., 1998). Los diferentes
genotipos de VSRH tienen una distribucién mundia y se ha visto que virus aislados en
lugares distantes y en tiempos diferentes pueden estar mas relacionados que virus
aislados durante dos epidemias consecutivas (Melero et a., 1997). Por otro lado se han
identificado también, virus con e mismo genotipo circulando en diferentes partes del

mundo durante un misma temporada epidémica (Garcia et a., 1994; Sanz et al., 1994).

El andlisis de secuencia de la region variable del gen G en cepas del subgrupo A,
aidadas durante 38 afios en diferentes partes del mundo mostré que las cepas se
agrupaban més por su fecha de aislamiento que por su localizacién geografica (Cane and
Pringle, 1995a). El estudio por RFLP y secuenciacién nucleotidica de un fragmento del
gen G de cepas aisladas en Corea durante 9 epidemias consecutivas mostré multiples
genotipos. Dentro de cada genotipo estaban presentes cepas que circularon en Uruguay,
Madrid, Estados Unido y Reino Unido durante el mismo periodo o durante tiem (Choi
and Lee, 2000).

La variabilidad genética del VSRH fue estudiada en diferentes regiones de Sudafrica
durante varias estaciones consecutivas (1997-2001). En este estudio las cepas aisladas se
agruparon en 4 gerotipos, tres de ellos previamente identificados (GA2, GA5 y GA7),
las cepas de estos genotipos se relacionaron con cepas que han circulado en Estados

Unidos, Uruguay y Mozambique durante un mismo o en diferentes periodos. El 4



genotipo fue distinto de los genotipos previamente identificados y fue denominado
SAAL (Venter et al., 2001; Venter et al., 2002; Venter et a., 2003). Recientemente los
genotipos GA2, GA3, GA5 y GA7 han sido detectado con mayor frecuencia en
Argentina, Uruguay, Brasil, Kenya (Frabasile et al., 2003; Blanc et al., 2004; Moura et
al., 2004; Scott et al., 2004).

Teniendo en cuenta todo lo planteado anteriormente, las cepas de VSRH pueden
diseminarse mundialmente, pero después, los virus pueden evolucionar con patrones
diferentes, lo cudl esta determinado por la cepa viral, €l hospedero y las caracteristicas
dd lugar.

De forma general podemos decir que en Las Tunas circularon los genotipos Long, GA1
y GA2. El genotipo GA1 circul6 en casi todas las provincias estudiadas desde 1995 hasta
1999. En la Ciudad de la Habana circularon todos los genotipos detectados en |os virus
cubanos del subgrupo A, lo que sugiere que & VSRH pudiera ser introducido por &
Ciudad de la Habana y diseminado al resto de las provincias.

Con €l fin de conocer s los virus cubanos que se agruparon dentro del genotipo Long o
Cuba A1 habian evolucionado en € tiempo, se alinearon las secuencias de estos virus
por e programa Clustal X, en este alineamiento fueron incluidas las secuencias de las
cepas prototipo de los subgrupos A y B (Long y CH18537, respectivamente) y la cepa
Su8/60 (subgrupo B) publicadas en el Genbank. El aineamiento obtenido fue utilizado
para construir un arbol filogenético por el método de neighbor-joining. Los resultados se
muestran en la figura 11. Como se pudo observar, los dos virus detectados durante los
afios 1998 y 2000 habian evolucionado en € tiempo con respecto a las cepas que
circularon entre 1994 y 1996.
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Figura 11. Arbol Filogenético del genotipo cubano del subgrupo A representado por
CubaAlde VSRH.

Los virus cubanos del subgrupo B se agruparon en 2 genotipos de acuerdo al porciento
de similitud nucleotidica con los genotipos de referencias y fueron nombrados Cuba B1
y Cuba B2. Los resultados se muestran en la tabla 11. El genotipo Cuba B1 se agrup6
con un 99% de similitud nucleotidica con el genotipo SAB1 y e genotipo Cuba B2 se
agrupd con el genotipo SAB3 con un 96% de similitud nuclectidica. A diferencia de lo
ocurrido con los virus del subgrupo A, los de este subgrupo presentaban una similitud

nucleotidica muy baja con la cepa prototipo CH18537 aislada en 1962.

Tabla 11. Clasificacion genctipica de los virus cubanos del subgrupo B de
V SRH de acuerdo al porciento de similitud con los genotipos de referencia.

Genotipos
Viru GB1 |GB3 |GB4 | SAB1 | SAB2 | SAB3 | CH18537

cubanos
CubaB1 88 91 86

68

Cuba B2 87 92 83

Los virus cubanos del subgrupo B se agruparon filogenéticamente en dos lineas
evolutivas principales, lo cual se corresponde con la clasificacion genotipica obtenida de
acuerdo a porciento de similitud nucleotidica. Los resultados se muestran en la figura
12.
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Figura 12. Arbol filogenético del VSRH del subgrupo B que circularon en algunas
provincias de Cubay en otras areas geogréficas. Los virus de Cuba son sefializados
en color negro.

Los virus de ambas ramas se agruparon con genotipos previamente identificados en
Sudéfrica (Venter et a., 2001). Dentro del genotipo SAB1 0 Cuba B1 se agruparon cas
todos los virus cubanos. Dentro de este subgrupo se observaron virus con secuencias
idénticas o cas idénticas como ya fue discutido anteriormente. Este genotipo fue
detectado con una frecuencia bgja en Sudafrica entre 1998 y 2000, y no pudo ser
agrupado con ninguna de las cepas publicadas en e GenBank. Sin embargo, dentro del
genotipo SAB3 o Cuba B2 se agrupd solamente una cepa cubana (CHab33/00), este
genotipo fue dominante en Sudéfrica desde 1997 hasta el afio 2000 (Venter et a., 2001).
Los virus cubanos se agruparon filogenéticamente muy distantes de la cepa prototipo
CH18537.

Sullender y colaboradores en 1991 analizaron la secuencia de la glicoproteina G de un
grupo de cepas del subgrupo B aisladas desde 1960 hasta 1989. En este estudio se



identificd la circulacion de muiltiples genotipos (Sullender et a., 1991). Cepas
pertenecientes a subgrupo B aisladas durante 3 periodos epidémicos (1993-1996) en
Alabama fueron analizadas. Diferentes genotipos fueron observados dentro de este
subgrupo, las cepas antiguas se agruparon muy distantes de las cepas mas recientes
(Cogginset al., 1998). En una comunidad de Estados Unidos fue examinado un grupo de
cepas aisladas durante 5 periodos epidémicos, en la misma fueron identificados cuatro
genotipos (GB1-GB4). Este estudio fue extendido a cinco comunidades de Estados
Unido durante un mismo periodo epidémico detectdndose solamente la circulacion de los
genotipos GB3 y GB4 (Peret et al., 1998; Peret et a., 2000).

Venter y colaboradores en el 2001 identificaron durante tres epidemias consecutivas en
Sudéfrica la circulacion de mdiltiples genotipos dentro del subgrupo B. Se detectaron 5
genotipos, dos de €ellos ya previamente identificados (GB3 y GB4), y tres de €elos
nuevos (SAB1, SAB2 y SAB3) (Venter et a., 2001). En Uruguay durante los periodos
1989-1996 y 1999-2001 circularon los genotipos GB1, GB2, GB4 y SAB2 y ademas se
identificaron dos genotipos nuevos URU1 y URUZ2. Estos dos genotipos estaban
formados por cepas que circularon en Uruguay en 1990, 1991, 1999 y 2001(Blanc et al.,
2004).



V. Discusiéon Gener al

La variabilidad del VSRH ha sido examinada a nivel antigénico utilizando un panel de
AcMs y a nivel genético usando TR-RCP y RFLP, digestion con RNAsa A y
secuenciacion nucleotidica. La variabilidad de este virus, se debe a alto grado de
diversidad antigénica y genética que presenta la glicoproteina G. Las reinfecciones con
el VSRH se han relacionado con cambios en las propiedades antigénicas del mismo,
particularmente en esta glicoproteina, sugiriendo que la seleccion inmune de nuevas
variantes antigénicas puede ser uno de los factores que contribuye a la evolucion del
virus (Sullender, 2000; Cane, 2001). Existen otros factores que también parecen ser
importantes en la evolucion genética del VSRH. Entre ellos tenemos: la infectividad del
virus, su rgpida diseminacion, la resistencia inmunolégica en la comunidad y los

cambios genéticos debido a las mutaciones espontaneas (Choi et al., 2001).

El andlisis de la secuencia del gen G, ha mostrado que en cada epidemia circulan
muUltiples genotipos dentro de cada subgrupo, los cuales se diseminan répidamente en €l
mundo, con un reemplazamiento del genotipo predominante cada afio. La disminucion o
desaparicion del genotipo predominante en epidemias posteriores puede ser causado por
un incremento de la resistencia inmunolégica en la comunidad a este genotipo (Peret et
al., 1998; Cane, 2001; Choi et al., 2001).

Los conocimientos sobre la variabilidad antigénica y genética entre y dentro de ambos
subgrupos del VSRH son importantes a tener en cuenta para el desarrollo de una posible
vacuna y en programas futuros de inmunizacion. Hasta la fecha muchos han sido los
trabajos realizados para conocer la distribucion de los genotipos que circulan en las
diferentes &reas geogréficas, fundamentalmente en paises desarrollados con clima
templado. Pocos estudios se han llevado a cabo en paises en vias de desarrollo y mucho

menos en paises con climatropical (Cane, 2001).

La caracterizacion antigénica y genética de las cepas de VSRH circulantes en Cuba
constituye una necesidad imperiosa para € desarrollo de un candidato vacunal que pueda
ser utilizado en nuestras condiciones, ya que la eficacia del mismo depende en gran parte

de los diferentes genotipos del virus que circulan en €l pais.



La caracterizacion antigénica de la glicoproteina G de cepas aidadas en la Ciudad de la
Habana entre 1994 y 1998, mostrd que todas pertenecieron a subgrupo antigénico A.
L as cepas que circularon entre 1994 y 1996, presentaron caracteristicas singulares ya que
las mismas fueron reconocidas por AcMs especificos de la cepa prototipo Long aislada
en 1956, ninguna cepa reacciond con e AcM 63G. Todas las cepas aidadas durante ese
periodo presentaron un ato grado de identidad nucleotidica entre ellas y con la cepa
prototipo Long. La pérdida del reconocimiento del AcM 63G se debio a un cambio en la
posicion del aa 209 (K-E).

Las cepas pertenecientes a periodo 1997 y 1998 reaccionaron con AcMs preparados
contra una cepa méas reciente (Mon3/88). En estudios de caracterizacion de cepas
aisladas en diferentes partes del mundo, se ha visto que los AcMs preparados contra la
cepa Long reconocian solamente cepas muy antiguas y que las cepas mas recientes
reaccionaron con los AcMs especificos de Mon3/88 (Garcia et al., 1994; Cane and
Pringle, 1995a).

Se encontré que existe relacion entre la variabilidad genética de la glicoproteina G de las
cepas que circularon en la Ciudad de La Habana desde 1994 hasta 1998 y los cambios
antigénicos detectados con un panel de AcM anti-G. El arbol filogenético generado del
andlisis de la relacion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas mostré dos ramas
principales. En la rama inferior y muy cercana a la cepa prototipo Long, se agruparon
todas las cepas que circularon entre 1994 y 1996, todas estas cepas fueron reconocidas
por los AcMs especificos de la cepa Long. En la rama superior se agruparon todas las
cepas que circularon durante e periodo 1997-1998, las mismas estaban muy
relacionadas con la cepa Mon3/88 y con otras cepas que circularon en Montevideo y
Madrid, a finales de la década del 80 y principio del 90. Las cepas pertenecientes a esta
rama reaccionaron con los AcMs especificos de Mon3/88. Estudios previos de
caracterizacion antigénica y genética en cepas del subgrupo A aisladas en diferentes
partes del mundo han mostrado que los cambios antigénicos detectados con un panel de
AcM anti-G se relacionaron con las posiciones de los aislamientos en e é&rbol
filogenético (Garciaet al., 1994; Cane and Pringle, 1995a).



El resto de los virus que circularon en las diferentes provincias estudiadas entre 1995 y
1999 pertenecieron también a subgrupo antigénico A. El analisis genético del gen de la
glicoproteina G, mostr6 que la mayoria de estos virus presentaron secuencias
nucleotidicas muy similares. Durante € afio 2000 se detecto la circulacion de virus de
ambos subgrupos, y fue observada nuevamente la presencia de virus con secuencias casi
idénticas dentro de cada subgrupo. Dentro de los virus que circularon durante 1998 y el
2000 se detectaron dos virus cuyas secuencias nucleotidicas fueron muy similares ala de
la cepa Long. La circulacion de cepas con secuencias casi idénticas han sido reportadas
durante una epidemia en diferentes comunidades y durante varios periodos epidémicos
en una misma comunidad de Estados Unidos (Peret et al., 1998; Peret et a., 2000).

Los cambios nucleotidicos encontrados en las secuencias de los virus que circularon en
Cuba, en el periodo 1995-2000 para ambos subgrupos fueron sustituciones nucleotidicas,
y dentro de estas las transiciones fueron méas frecuentes que las transversiones.
Resultados similares han sido encontrados en las cepas de VSRH aisladas en diferentes
regiones del mundo (Martinez et al., 1997). Las sustituciones nucleotidicas fueron de
tres tipo: sustituciones sindnimas, sustituciones no sinbnimas y sustituciones de

nucledtidos que introducen cambios en la posicion del codon de terminaci on.

L as sustituciones de nuclettidos que producen ateraciones en la posicion del codon de
terminacion dan lugar a moléculas de diferente longitud. Los virus de Cuba
pertenecientes al subgrupo B mostraron una glicoproteina G de 295 aa con dos codones
de parada diferentes (UAG o UAA). Sin embargo, dentro de los vir us del subgrupo A se
observaron dos tamafios de proteina (297 aa 'y 298 ad) con un solo coddn de parada
(UAG). Han sido descritas diferentes longitudes para la glicoproteina G de ambos
subgrupos (Garcia et a., 1994; Martinez et al., 1999).

Los virus cubanos que presentaron la misma secuencia nucleotidica que la cepa
prototipo Long, se agruparon filogenéticamente dentro del genotipo Long con un 99% de
similitud nucleotidica. La cepa Long fue aislada en € afio 1956 y desde su fecha de
aislamiento no ha sido detectada nuevamente. No obstante, en Dinamarca durante varias

temporadas epidémicas (1993-1998) se detecto la circulacion de cepas cuyos patrones de



restriccion fueron idénticos a de la cepa A2 aidada en 1961 (Johansen et a., 1997,
Christensen et al., 1999).

La mayoria de los virus que circularon entre 1995 y 1999 en las diferentes provincias
estudiadas se agruparon filogenéticamente con cepas pertenecientes a genotipo GA1
con un 97% de similitud nucleotidica. Los virus cubanos pertenecientes a este genotipo,
Se agruparon con cepas que circularon varios afios atras (década del 80 y principio del
90) en otras areas geogréaficas. Este genotipo fue comun en la década del 80 y no hasido
detectado nuevamente. En Dinamarca (1993-1998) y en Gambia (1993) se detectaron
cepas cuyos genotipos fueron similares al de las cepas aidladas en Estados Unido y
Madrid a principio de la década del 80, respectivamente (Johansen et al., 1997; Cane et
al., 1999; Christensen et al., 1999).

Un nimero pequefio de virus que circularon durante 1997-1998 y durante el afio 2000 se
agruparon filogenéticamente dentro de los genotipos GA2, GA3 y GA5 con cepas que
circularon més recientemente en otras partes del mundo, durante e mismo periodo o en
periodos diferentes. Los genotipos del VSRH tienen una distribucion mundia y se ha
visto que un mismo genotipo puede drcular en diferentes partes del mundo a mismo
tiempo, o0 que virus aislados en lugares distantes y en tiempos diferentes pueden estar
mas relacionado que dos virus aislados en un mismo lugar a mismo tiempo (Melero et
al., 1997).

A diferencia de lo ocurrido con e subgrupo A, los virus del subgrupo B se encontraban
muy alegados de las cepas antiguas. Los virus de este periodo se agruparon
filogenéticamente en dos genotipos (SAB1 y SAB3), con cepas que circularon durante
ese mismo tiempo en Sudéafrica. Esta elevada similitud con las cepas del continente
Africano, pudiera estar muy relacionada con el incremento del intercambio de vigjeros

cubanos a este continente a finales de la década de los 90.

El patron epidemiol 6gico descrito para el VSRH en Cuba, ha sido discutido previamente
en otros trabgjos del laboratorio, en los mismos se ha observado, que la circuacion de
este virus ocurre desde e mes de septiembre hasta febrero. En este sentido podemos
decir, que Cuba, tiene condiciones geogréficas Unicas, las cuales pudieran estar

influyendo en la diseminacion y evolucién del VSRH.
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ANEXO: 1
CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION DE
CARACTERIZACION ANTIGENICA Y MOLECULAR DEL VIRUS

SINCITIAL RESPIRATORIO.HUMANO, CUBA 1994-2000.

Padres o Tutores ddl nifo/a:

El Instituto de Medicina Tropica "Pedro Kouri " (IPK) del Ministerio de Salud Publica
de Cuba (MINSAP) desean redlizar € siguiente Proyecto de Caracterizacion antigénicay
molecular del Virus Sincitial Respiratorio Humano, Cuba 1994-200 con € fin de
contribuir al mejor manejo clinico-terapéutico del nifio y a conocimiento del papel que
juega este virus en las infecciones respiratorias bajas en edades pedidatricas. Esta

investigacion no conllevariego ni dafio para e voluntario.

Por lo antes expuestos solicitamos su colaboracién, absolutamente voluntaria, para que
su pequefio hijo/a sea incluido en esta investigacion. Si accede a que su hijo/a participe
< le obtendra muestra de exudado nasofaringeo cuando presente un cuadro clinico de
Infeccién Respiratoria Aguda. Los resultados que se obtengan del estudio virolégico de

los exudados nasofaringeos realizados se |e entregaran al médico que atiende a su hijo/a.

El MINSAP y € IPK agradecen anticipadamente su colaboracion para la feliz

culminacion de esta investigacion.

Nombre del padre o tutor Fecha Firma
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