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RESUMEN

Cyclovirus (CyCV) es un agente infeccioso, recientemente descubierto, con un pequefio
material genético de DNA circular de hebra simple que codifica para una proteina asociada
a la replicacion (Rep) y otra a la capside viral (Cap). Infecta diversos organismos
eucariontes, incluyendo humanos, donde se han descrito variantes genéticas con
prevalencia de hasta 15,7% en nifios con paralisis flacida aguda. EI genoma del CyCV se ha
detectado en distintas muestras bioldgicas de poblacion enferma y asintomatica,
desconociéndose su rol patogénico. En Chile, s6lo se ha estudiado en aspirado nasofaringeo
de nifios con enfermedad respiratoria aguda baja (ERA), detectandose en el 3,3% y
describiéndose una nueva cepa viral denominada CyCV-ChileNPA. El objetivo de esta tesis
fue detectar y genotipificar variantes de la cepa chilena de cyclovirus en nifios y adultos,
con y sin enfermedad respiratoria.

En 101 menores de un afio hospitalizados por ERA, 105 mayores de 18 afios hospitalizados
por neumonia adquirida en la comunidad (NAC), 104 nifios y 104 adultos sin
sintomatologia respiratoria, por al menos un mes previo al enrolamiento, cuyas muestras
respiratorias se obtuvieron entre 2012-2016 en Santiago, se amplifico un fragmento del gen
Rep de cyclovirus mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con el
reactivo Kapa PROBE® a partir de extractos de acidos nucleicos totales obtenidos con el
kit MasterPure (Epicenter®). Los amplificados se purificaron con el kit GEL/PCR
Purification (FAVORGEN®) y se secuenciaron en Macrogen® (Corea). Las muestras
secuenciadas se alinearon con BLAST y con el programa BioEdit® generandose una
secuencia consenso. Se detectd6 CyCV en un 54,3% (57/105) de los adultos NAC; 17,3%
(18/104) en adultos sin sintomatologia respiratoria; 14,9% en nifios con ERA (15/101) y en
48,1% (50/104) de nifos sin ERA. Los 79 (84%) amplificados de 149pb tuvieron un 99%
de identidad con la secuencia nucleotidica correspondiente de la proteina Rep de CyCV-
ChileNPA.

Por primera vez se detecta CyCV en muestra respiratoria de adultos, con una frecuencia
significativamente mayor en pacientes con NAC que en adultos sin enfermedad
respiratoria, lo que sugeriria la presencia de este virus en adultos con enfermedad
respiratoria. Por otra parte, la deteccion en nifios fue mayor a la publicada y similar entre

casos con y sin ERA.



ABSTRACT

“CYCLOVIRUS DETECTION IN RESPIRATORY SAMPLES OF
CHILEANS CHILDREN AND ADULTS”

Cyclovirus (CyCV) is a recently discovered infectious agent, with little DNA simple strand
genetic material that codifies for a protein associated to the replication (Rep) and to the
viral capside (Cap). It infects different eukaryotic organisms, including humans, where it
has been described genetic variants with up to 15,7% prevalence in children with acute
flaccid paralysis. CyCV genome has been detected in different biological samples in illness
and asymptomatic population, with an unknown pathogenic role. In Chile, it has been
studied in nasopharyngeal aspirate only in children with lower respiratory tract infections,
detected in 3,3% and being described a new viral strain named CyCV-ChileNPA. The
objective of this thesis was to detect and genotype the Chilean cyclovirus strain variants in
children and adults, with and without respiratory infections.

In 101 children under 1 year hospitalized by acute respiratory infection (ARI), 105 adults
over 18 years hospitalized by community-acquired pneumonia (CAP), 104 children and 104
adults without respiratory symptomatology, for at least 1 month prior to enrollment, whose
samples were obtained between 2012 and 2016 in Santiago, a fragment of the Rep gene of
cyclovirus was amplified through a chain reaction of the polymerase in real time using
Kapa PROBE® reagent from total nucleic acid extracts obtained with MasterPure Kit
(Epicenter®). The amplifiers were purified with the GEL/PCR Purification Kit
(FAVORGEN®) and sequenced in Macrogen® (Corea). The sequenced samples were
aligned with BLAST and using BioEdit® program, generating a consensus sequence.
CyCV was detected in 54,3% of adults with CAP; 17,3% (18/104) in adults without
respiratory symptomatology; 14,9% in children with ARI (15/101) and 48,1% (50/104)
children without ARI. All of the 79 amplified (84%) of 149pb had 99% of identity with
nucleotide sequence corresponding to CyCV-ChileNPA Rep protein.

It is the first time that CyCV is detected in respiratory samples in adults, with a

significantly higher frequency in patients with CAP than in adults without respiratory
9



disease, and it would suggest the presence of this virus in adults with respiratory disease.
On the other hand, the detection in children was higher than the previously published and
similar to cases with and without ARI.
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INTRODUCCION

Cyclovirus (CyCV) es un género recientemente propuesto de la familia Circoviridae. Estos
son virus que carecen de manto y poseen un pequefio material genético circular de una sola
hebra de &cido desoxirribonucleico (ssDNA) de aproximadamente 2kb (1). Este agente
presenta en su estructura molecular dos marcos de lectura abierta (ORF) que codifican para
una proteina asociada a la replicacién viral (Rep) y una proteina de la capside viral (Cap)
orientadas en posiciones opuestas (1). EI segmento de material genético viral que codifica
para la proteina Rep se caracteriza por tener un intrén el cual tiene un sitio dador (GT) y un
sitio aceptor (AG) que posibilitan el procesamiento (splicing) del genoma. La secuencia
aminoacidica de la proteina Rep presenta varios motivos proteicos que posibilitan la
replicacion viral (FTXNN, YCSKxGX y HLQGxxNL), dos secuencias consenso con alta
afinidad de unién al ADN determinante de especificidad (SPDs) y un motivo de unién a
helicasa dependiente de ATP (1, 2, 3). Entre ambos extremos 5’ de los ORFs se encuentra
una region intergénica que incluye una secuencia nonamérica y en su extremo una
estructura “stem-loop” que posibilita la replicacion viral en un proceso de circulo rodante
(rolling-circle). La secuencia nonamérica (TAATACTAT) es altamente conservada entre
los distintos cyclovirus y el stem-loop tiene una longitud variable de nucledtidos (entre 9 y
11) dependiendo de la cepa descrita (1, 2, 3). El gen viral que codifica para la proteina Cap
se encuentra en una direccion opuesta al gen Rep, tiene una longitud de aproximadamente
680 pb y su principal rol es formar la estructura proteica que envuelve el material genético

del cyclovirus (2, 4, 5).

Inicialmente estos virus se detectaron en animales de granja (1), aunque recientes estudios
han descrito la presencia del genoma de CyCV en un amplio rango de organismos
eucariontes, incluyendo pollos (6); insectos como libélulas (7, 8) y cucaracha de madera
(9), y mamiferos como: ardillas (10), gatos (11), murciélagos (6, 12, 13, 14, 15), caballos
(16), animales de granja (6) y chimpancés (1). En humanos, también se ha detectado
cyclovirus, en diferentes muestras tales como liquido cefalorraquideo (2, 3, 5), heces (1, 2,

4) y aspirados nasofaringeos (3).
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La primera deteccion del material genético del cyclovirus en humanos fue publicada por Li
y colaboradores (1), en heces de nifios paquistanies, nigerianos y tunecinos con pardlisis
flacida aguda (PFA), en frecuencias respectivas de 15,8%, 9,4% y 7,3%. También fue
detectado en 33,3% (3/9) de nifios paquistanies sanos que tuvieron contacto con los nifios
enfermos con pardlisis flacida aguda, y en 17,1% de quienes no tuvieron este contacto. El
analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de los cyclovirus provenientes de las
muestras de heces de los nifios identifico ocho cepas distintas de virus segin la
nacionalidad de los nifios estudiados: las cepas PK5006, PK5034, PK5510 y PK5222/6197
obtenidas de los nifios de Pakistan; la cepa NG12, NG13 y NG14 proveniente de nifios
nigerianos y la cepa TN18/25, de los tunecinos.

Posteriormente en 2013, Tan Le y colaboradores (2) detectaron CyCV en un 4% de las
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes (nifios y adultos) vietnamitas con
infeccion aguda del sistema nervioso central de etiologia desconocida, siendo el mismo
porcentaje detectado en muestras de heces de nifios sanos. En este mismo estudio también
se describié una nueva cepa de cyclovirus nombrada CyCV-VN. ElI mismo afio, Smits y
colaboradores (5) detectaron y secuenciaron el material genético de CyCV en muestras de
LCR y suero de pacientes de Malawi con paraplejia de etiologia desconocida en un 10% y
15%, respectivamente, caracterizando una nueva cepa de este virus denominada Human
cyclovirus VS5700009. Sin embargo, estos resultados fueron recientemente cuestionados
por Chan y colaboradores (17) al demostrar que la PCR utilizada presentaba reactividad

cruzada con DNA gendmico humano.

El 2014 Garigliany y colaboradores (18) demostraron que la variante del virus CyCV-VN
se encuentra presente en heces de nifios sanos de Madagascar con una prevalencia de
0,73%, separandose de las cepas africanas de CyCV encontradas en Nigeria, Tunez y
Malawi. Los autores ademas descartaron la presencia de cyclovirus en muestras de heces de

nifos de Ghana, tanto asintomaticos como con diarrea o vémito.

Recientemente, Phan y colaboradores (4) detectaron cyclovirus en muestras de LCR de
pacientes (nifios y adultos) de Sri Lanka con encefalitis de origen desconocido en dos

muestras de un total de 62, obteniendo una prevalencia de un 3,2%. Este nuevo cyclovirus
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se denomind CyCV-SL. Ademas detectaron y secuenciaron material genético de cyclovirus
en un conjunto de 5 muestras de heces de Nicaragua con diarrea de origen desconocido,
identificando una nueva cepa de este virus denominada CyCV-NI. Ambas cepas de este
agente infeccioso se agruparon en un grupo distinto de cyclovirus a los anteriormente

descritos.

Ultimamente, la cepa de cyclovirus de Vietnam (CyCV-VN) fue detectada en un 13% de
muestras de suero de adultos italianos infectados con virus hepatitis B (VHB), virus
hepatitis C (VHC) o virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y no fue detectado ni en 79
muestras de suero de pacientes sanos ni en 52 muestras de liquido celaforraquideo de

pacientes con alteraciones neurolégicas (19).

El dnico estudio de deteccion de cyclovirus en muestras respiratorias (3) se realizo en nifios
chilenos menores de dos afios con infeccion respiratoria aguda baja. El virus se detecto en
cuatro de los 120 aspirados nasofaringeos estudiados, estableciéndose una frecuencia de
infeccion del 3,3%, similar a la encontrada en otras publicaciones, identificAndose una

nueva cepa de cyclovirus denominada CyCV-ChileNPA con cuatro variantes genéticas.

Solo en las publicaciones de Li y cols. (1) y de Macera y cols. (19) se diferencian las
frecuencias de deteccion de este virus en poblacion de nifios y de adultos, y s6lo Macera
detectd cyclovirus en adultos. Como no se dispone de técnicas clasicas (como el
aislamiento viral) para el estudio de estos virus, para la deteccion y andlisis de secuencias
nucleotidicas o0 aminoacidicas de las distintas variantes de cyclovirus se han utilizado
diversas herramientas de biologia molecular (2, 4, 5, 7, 9). Una de las técnicas mas
utilizadas a nivel mundial es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), método basado
en la amplificacién de un segmento de material genético de forma exponencial, utilizando
partidores que flanquean la region de interés y una polimerasa termoestable que posibilita
la amplificacién del segmento. El proceso se realiza en un termociclador en el cual se
programan los cambios de temperaturas y el nimero de ciclos requeridos para lograr la
amplificacion (20). La PCR en tiempo real sigue los mismos fundamentos de la PCR

convencional, pero utiliza un fluoréforo en la reaccion que permite detectar la produccion
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del amplificado al final de cada ciclo de amplificacion, aumentando su sensibilidad y
rapidez (21).

Se han detectado diferentes variantes genéticas de cyclovirus en muestras provenientes de
distintas regiones del planeta, describiéndose cepas en Vietnam (CyCV-VN), Sri Lanka
(CyCV-SL), Nicaragua (CyCV-NI), Pakistdn (CyCV1-PK5006), Nigeria (CyCV-NG),
Tanez (CyCV-TN) y en Chile (CyCV-ChileNPA), por lo que las cepas virales circulantes
presentarian cierta distribucién geogréfica. EIl Unico estudio de comparacion entre los
genomas de cyclovirus lo realiz6 Tan le y colaboradores (2) quienes realizaron un
alineamiento maltiple de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de Cap y Rep de
ocho cepas de CyCV que infectan humanos y ocho cepas de CyCV que infectan animales,
encontrando un mayor grado de identidad de las secuencias aminoacidicas entre la proteina
Rep de CyCV humano (rango: 43 — 74%) respecto del encontrado en la proteina Cap de
CyCV humano (rango: 14 — 48%). No se ha publicado un estudio de comparacion entre las
cuatro cepas chilenas de CyCV ni de estas comparadas con las secuencias nucleotidicas y/o

aminoacidicas de las otras cepas de cyclovirus publicadas.

Pese a la presencia de este virus en diferentes muestras humanas, lo que sugiere una posible
infeccion sistémica, se desconocen los mecanismos de infeccidn, replicacion celular, la
respuesta inmunologica desarrollada por el organismo frente a este agente y la significancia
patologica de la infeccion con este virus (4). Tampoco esta claramente definido el impacto
de la infeccion en nifios y en adultos. La informacion nacional es escasa y limitada a un
pequefio nimero de nifios con patologia respiratoria. Por lo anterior, fue de interés estudiar

la infeccion por cyclovirus en nifios y adultos chilenos, con y sin enfermedad respiratoria.
En base a los antecedentes mencionados se planted la siguiente hipotesis:

La infeccion por cyclovirus se relaciona con enfermedad aguda respiratoria en nifios y
adultos chilenos, detectdndose en >3% de enfermos y no detectdndose en asintomaticos.

Los genotipos circulantes en Chile corresponden a variantes de la cepa CyCV-ChileNPA

descrita previamente en nuestro pais.
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El objetivo general de esta hipdtesis fue determinar la frecuencia de infeccion por
cyclovirus y los genotipos circulantes en muestras respiratorias de nifios y adultos chilenos,

con y sin enfermedad respiratoria. Los objetivos especificos son los siguientes:
1.- Detectar genoma de cyclovirus en muestras respiratorias de nifios y adultos con
enfermedad respiratoria aguda y sin sintomatologia respiratoria, mediante reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real (rt-PCR).

2.- Genotipificar los cyclovirus detectados en los individuos chilenos y establecer la

epidemiologia molecular de las cepas circulantes en Santiago de Chile.

3.- Relacionar los antecedentes clinicos de los pacientes con la presencia de cyclovirus.

15



MATERIALES Y METODOS

1.- Recoleccion de muestras
Un total de 434 muestras respiratorias de 209 mayores de 18 afios y 225 nifios menores a
dos afios, con y sin enfermedad respiratoria, fueron estudiadas segun se describe a

continuacion:

1.1 Muestras de adultos con enfermedad respiratoria: Se estudiaron 105 aspirados
nasofaringeos (ANF) de pacientes hospitalizados por neumonia adquirida en la comunidad
(NAC) en el Hospital de Enfermedades Infecciosas Dr. Lucio Cordova o en el Complejo
Hospitalario San José, enrolados en el proyecto FONDECYT N° 1121025, dirigido por la
Dra. Vivian Luchsinger entre junio 2012 a enero 2015, exceptuando los meses de febrero.
A cada paciente se le realiz6 deteccion de virus respiratorio sincicial, adenovirus, virus
influenza, parainfluenza, coronavirus, bocavirus, enterovirus y metaneumovirus utilizando
inmunofluorescencia indirecta (IFl), RT-PCR en tiempo real con el kit Sacace® y kit
XTAG RVP Fast assay de Luminex®. También se detectd antigenos de S. pneumoniae y
Legionella con la prueba de inmunocromatografia rapida BinaxNOW® en muestras de
orina (Alere®) y Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae mediante PCR
utilizando el kit Mycoplasma pneumoniae/Chlamydophila pneumoniae Real-TM® (Sacace
Biotechnologies®), siguiendo las especificaciones del fabricante. La gravedad de los
pacientes NAC fue evaluada utilizando en indice de severidad de neumonia (PSI) descrito
por Fine (25). Estos pacientes voluntariamente aceptaron participar firmando el
consentimiento informado con aceptacion explicita del uso de las muestras para estudios

posteriores. Las muestras se congelaron a -80°C hasta la extraccion del material genético.

1.2 Muestras de adultos sin enfermedad respiratoria: Se estudiaron 104 torulados
nasofaringeos (TNF): 22 de adultos enrolados en enero del 2013 para el proyecto
FONDECYT N° 1121025 y 82 de adultos enrolados entre septiembre y diciembre del 2016.
Ninguno de ellos tenian enfermedad respiratoria por al menos 30 dias antes su enrolamiento

y sus muestras se almacenaron a -80°C inmediatamente después de su obtencion.
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1.3 Muestras de nifios con enfermedad respiratoria aguda: Se estudiaron 101 aspirados
nasofaringeos de menores de un afio con enfermedad respiratoria aguda (ERA),
hospitalizados en el Hospital Roberto del Rio entre el 15 de junio al 31 de julio del 2016
(semanas 24 a 31), recibidos en el laboratorio clinico del hospital para diagndstico
etiolégico por indicacién médica. El uso para este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Servicio de Salud Metropolitano Norte. Las muestras se mantuvieron a -20°C en
el laboratorio del hospital y en Virologia hasta su posterior procesamiento.

1.4 Muestras de nifios sin enfermedad respiratoria: Se estudiaron 124 torulados
nasofaringeos de menores de dos afios sin enfermedad respiratoria por al menos 30 dias
previos al enrolamiento a este estudio. Las muestras fueron recolectadas en el servicio de
urgencia del Hospital Clinico Félix Bulnes entre noviembre del 2016 y enero del 2017. Los
padres autorizaron voluntariamente la toma de las muestras mediante firma del
consentimiento informado. Una vez obtenida la muestra, se mantuvo a 4°C hasta su
traslado al laboratorio de Virologia donde se congel6 a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

Todos los tutores legales de los menores de dos afos y los 82 adultos sin sintomatologia
respiratoria aceptaron voluntariamente la participacion en el proyecto de la Dra. Vivian
Luchsinger “Deteccién y genotipificacion de cyclovirus en nifios y adultos con y sin
enfermedad digestiva, respiratoria y/o neurologica aguda” mediante firma del
consentimiento informado. Este proyecto fue aprobado tanto por el Comité de Etica de
investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile

como por el Comité de Etica del Servicio de Salud Metropolitano Norte.

2.- Extraccion de material genético

Una alicuota de 250 pL de cada muestra respiratoria se utilizé para la extraccion de acidos
nucleicos totales con el reactivo MasterPURE Complete DNA and RNA Purification Kit de
Epicenter® bajo gabinete de bioseguridad (Heal Force®), adaptando proporcionalmente los
volimenes de reactivos sugeridos en el protocolo del fabricante al volumen sefialado de
muestra. Los pasos del protocolo incluyen lisis celular con el reactivo 2X T and C Lysis

Solution, precipitacion de proteinas con el reactivo MPC, precipitacién de material genético
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con isopropanol y posterior purificacion con etanol al 70%. En cada corrida de extraccion
de material genético se incluyé un control negativo (agua bidestilada libre de nucleasas). Se
resuspendieron los acidos nucleicos en 30 pL de buffer TE 1X. Se cuantifico el material
genético de cada muestra utilizando el espectrofotdmetro EPOCH (BioTek®) obteniéndose
concentraciones entre 30 y 650 ng/pL (mediana: 173 ng/pL).

3.- Deteccion de CyCV mediante PCR en tiempo real (rt-PCR)

Se detect6 material genético de la cepa chilena de CyCV mediante PCR en tiempo real
utilizando sonda de hidrolisis en una alicuota de 250 ng/uL de &cidos nucleicos totales
obtenidos de las muestras respiratorias. Los partidores y la sonda de hidrélisis de la PCR en
tiempo real se disefiaron utilizando como molde la secuencia nucleotidica de la proteina
Rep de las cuatro cepas chilenas de cyclovirus y considerando un tamafio de partidores
entre 18 a 22 pares de bases (pb) y de sonda entre 22 a 26 pb, un rango de contenido de CG
de los partidores entre 35 a 45%, y un tamafio minimo de amplicon de 100 pb y uno
méaximo 180 pb. Los partidores y la sonda fueron disefiados con el programa Beacon
Designer 8.0® (partidor directo (Fw-TR): 5’CTCCTTGTATAGTTTCCAAA3’ partidor
reverso (Rv-TR): S’CCGTATCCATATTGAGAAG3’ sonda: 5’FAM
CTGAATGTCCGTCCGTTGTCC BHQ3’). Mediante alineamiento con el programa
BLAST se confirmé que las secuencias de partidores y sonda de hidrolisis hibridaban

exclusivamente con cyclovirus chileno.

Se realizd la reaccion de amplificacion en el termociclador Rotor-Gene 6000 (QIAGEN®),
adicionando a cada tubo de reaccién 10 pL del reactivo Kapa PROBE FAST gPCR Kit
Master Mix (2X) Universal (Kapa Biosystems®), 0,6 pL partidores directo y reverso
(300nM), 0,6 pL de sonda de hidrolisis (300nM) y el volumen necesario de material
genético para una concentracion final de 12,5 ng/uL y de agua con grado de biologia
molecular hasta alcanzar un volumen final de 20 pL. Se incluyeron en cada ronda de
amplificacién un control negativo (agua bidestilada libre de nucleasas) y un control positivo
de 149 pb sintetizado a partir de un fragmento (entre la bases 1267 y 1415) de la secuencia

nucleotidica de la proteina Rep de las cuatro cepas chilenas de cyclovirus.
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El programa de amplificacion utilizado para la corrida en el termociclador contempla una
etapa de un ciclo de activacion enzimética a 95°C por 180 segundos, 45 ciclos a 95°C por 5
segundos (denaturacion), 53°C por 20 segundos (hibridaciéon) y 72°C por 5 segundos
(extension). Los resultados de la PCR se analizaron con el programa Rotor-Gene Q Series
versién 1.7. Se consideraron como positivas para CyCV las muestras cuya sefial de

amplificacién se inicié en un ciclo (Ct) menor a 40.

La totalidad del volumen del producto de PCR de las muestras positivas fue purificada con
el reactivo FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini Kit (FAVORGEN®), siguiendo el
protocolo del fabricante que incluye la unién del material genético a una columna de silica
gel, limpieza con solucién de lavado con etanol y, finalmente, la elucion del producto de
PCR con 25 pL de solucion de elucion. Se realizd una corrida electroforética de los
productos de PCR purificados a 100 volts en un gel de agarosa al 2% con el agente
intercalante SafeView (NBS biologicals) (dilucién 1:20000), y junto con un estandar de
peso molecular de 100 pb DNA Ladder (New England BioLabs®). Aquellos amplificados
en los que se observd una Unica banda de aproximadamente 150 pb se enviaron a
secuenciacion a Macrogen® (Corea del Sur), donde se secuenciaron con el equipo ABI

3730xI DNA Analyser con los dos partidores utilizados para la PCR.

Con las secuencias que tuvieron un adecuado cromatograma para el analisis (22-24), se
generd una secuencia de consenso para cada una de las muestras secuenciadas, usando el
programa BioEdit version 7.2.5, que se alined con la secuencia de consenso de las 4
variantes genéticas de la cepa chilena de cyclovirus publicadas por Phan y colaboradores
(3) (nimero de acceso a Genbank KF726984.2, KF726985.2, KF726986.2 y KF726987.2)
con el programa BLAST.

4.- Amplificacion completa del genoma de CyCV mediante PCR inversa (iPCR)

Se estandarizaron las condiciones Optimas para obtener el genoma completo de la cepa
chilena de cyclovirus mediante PCR inversa. Para esto, en el vector de clonamiento pUC-
IDT, se insert6 la secuencia nucleotidica de la cepa 7046A de CyCV-ChileNPA (ADN de
doble hebra sintético), sintetizada en IDT®. Luego de la insercion en el vector de

clonamiento pUCIDT-AMP (IDT®) se transformaron bacterias E.coli competentes
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mediante shock térmico y posteriormente se sembraron en placas de agar LB
(USBiological®) con ampicilina (concentracion final de ampicilina 0,1 mg/mL).
Finalmente, se crecieron en medio LB (USBiological) dos colonias y luego se purifico el
material genético plasmidial mediante lisis alcalina con SDS y columna de afinidad a DNA
HiBind® del reactivo E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit (Omega) siguiendo el protocolo del
fabricante. El plasmidio (pUCIDT-CyCV) se eluyd de la columna con 0,5 pL de solucién
de elucién y luego se cuantificd en el espectrofotometro EPOCH (BioTek®), obteniéndose

una concentracién de 300 ng/pL.

Para amplificar el plasmidio pUCIDT-CyCV que contiene el genoma completo de CyCV,
se ensayaron tres enzimas DNA polimerasa de alta fidelidad: ACCUZYME™ DNA
Polymerase (Bioline), High Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific) y Kapa
HiFi PCR Mix (Kapa Biosystems®). También se utilizd la enzima Kapa PROBE FAST
gPCR Kit Master Mix (2X) Universal (Kapa Biosystems®) para amplificar tanto el control
positivo utilizado en la PCR en tiempo real para deteccion de CyCV como el plasmidio
pUCIDT-CyCV. Se realizo la amplificacion del plasmidio en un termociclador Applied
Biosystems™ 2720 Thermal Cycler con partidores disefiados para la iPCR con el programa
Vector NTI Advance™ version 11.0, utilizando como molde la secuencia nucleotidica de la
proteina Rep de la cepa chilena 7046A de cyclovirus (partidor directo (iFw):
5S’CAGACGTTTGCTGCATGTAGC3’ partidor reverso (iRv):
5’GACAGATACCCACACAAGGTTCC3’).

El siguiente esquema representa la posicién de hibridacion y el tamafio de amplicon
obtenido con los partidores de la PCR en tiempo real y de la iPCR en la cepa chilena de
CyCV (Figura N°1) para amplificar el plasmidio pUCIDT-CyCV con las cuatro enzimas
probadas. En la parte A de la figura N°1 se observa el genoma completo de CyCV-
ChileNPA inserto en el plasmidio pUCIDT con resistencia a ampicilina. En la parte B de la
figura se esquematiza el genoma circular completo de la cepa chilena de cyclovirus 7046 A
ademas de la posicion relativa de los partidores de PCR en tiempo real y de PCR inversa en
la secuencia del gen Rep y, en C la posicién de hibridacion y el fragmento amplificado de

ambos conjuntos de partidores en el genoma de CyCV-ChileNPA. Por otra parte, el
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fragmento obtenido al amplificar pUCIDT-CyCV con los partidores de iPCR corresponde
al tamafio completo del plasmidio de 4542 pb.

Figura N°1: Esquema del plasmidio pUCIDT-CyCV, del genoma completo de la cepa
chilena de cyclovirus, posicion de hibridacion y tamafio de amplicon en la cepa chilena de
cyclovirus 7046A.

A
(7
Ampicilin
CyCv-
pUCIDT-CyCV ChileNPA CyCV-ChileNPA 7046A
4542 pb 7046A
Origende
replicacién W
C
Partidores Hibridacion en Amplicén (pb)
CyCV-ChileNPA
Fw-TR/Rv-TR 1267 — 1415 149
iFw/iRv 1009 — 952 1746
iFw/Rv-TR 1009 — 1415 407

Fw-TR: partidor directo de PCR en tiempo real; Rv-TR: partidor reverso de PCR en tiempo
real; iFw: partidor directo de PCR inversa; iRv: partidor reverso de PCR inversa.

Las tres pruebas realizadas con la polimerasa de ACCUZYME se resumen en la tabla N°1,
describiéndose el programa de amplificacion y el tipo de material genético aplicado. En
cada reaccion se utilizaron 5 pL de 10x AccuBuffer, 2 uL de MgCl, (50mM), 4 uL de
dNTPs (100 mM), 3 pL de cada partidor directo y reverso (10 uM), 3 uL de ACCUZYME
DNA Polymerase (2,5 U/uL) y el volumen necesario de material genético extraido de una
muestra respiratoria de un adulto con NAC positivo para CyCV (concentracion final 20
ng/uL) o de pUCIDT-CyCV (concentracion final 0,2 ng/uL), completando un volumen

final de 25 pL con agua con grado de biologia molecular .
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Tabla N°1: Condiciones para la amplificacién del genoma completo de CyCV con la
enzima ACCUZYME™ DNA Polymerase (Bioline).

Pruebas

1 2 3
Material genético Adulto NAC CyCV+ pUCIDT-CyCV  pUCIDT-CyCV
Partidores iIFwW/iRv IFW/iRv Fw-TR/Rv-TR
Programa de amplificacion
Denaturacion inicial 98°C/3 min 98°C/3 min 98°C/3 min
Denaturacion 98°C/15 seg 98°C/15 seg 98°C/20 seg
Hibridacion 55°C/15 seg 55°C/15 seg 53°C/15 seg
Extension 72°C/2 min 30 seg 72°C/9 min 72°C/1 min
N° de ciclos 40 40 30

Con la enzima High Fidelity se realizaron dos pruebas de amplificacion del genoma
completo de CyCV desde el plasmidio pUCIDT-CyCV. En cada reaccion de PCR se
utilizé: 2,5 puL de 10x High Fidelity PCR Buffer; 2,5 pL de dNTPs (25 mM); 2,5 pL de
cada partidor para iPCR (10 uM); 0,5 pL de High Fidelity PCR enzyme (5 U/uL); el
volumen necesario de pUCIDT-CyCV para asegurar una concentracion final de 0,04
(prueba 1) y 0,4 ng/uL (prueba 3) y agua con grado de biologia molecular para completar
un volumen final de 25 uL. El programa de amplificacion incluyo: un ciclo de denaturacion
inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos (denaturacion), 48°C por 30
segundos (hibridacion) y 72°C por 1 minuto (extension) y un paso de extension final de un

ciclo a 72°C por 10 minutos.

Con el reactivo Kapa PROBE FAST gPCR se realizaron tres pruebas de amplificacion,
cuyo detalle se resume en la tabla N°2, donde se muestran las concentraciones de material
genético, los pares de partidores y el programa de amplificacion. En cada ensayo se
utilizaron 10 pL de Kapa PROBE FAST gPCR, 1 yL de cada partidor directo y reverso (10
1M) y el volumen necesario de pUCIDT-CyCV y de agua con grado de biologia molecular

hasta alcanzar un volumen final de 20 L.

22



Tabla N°2: Condiciones para la amplificacion del plasmidio pUCIDT-CyCV con la enzima
Kapa PROBE FAST gPCR (Kapa Biosystems®).

Pruebas
1 2 3
Concentracion pUCIDT- 12 ng/pL 5 ng/puL 10 ng/pL
CyCVv 7,5 ng/pL
10 ng/pL
Partidores Fw-TR/Rv-TR Fw-TR/Rv-TR Fw-TR/Rv-TR
iIFW/iRv
IFW/Rv-TR
Programa de amplificacion
Denaturacion inicial 95°C/3 min 95°C/3 min 95°C/3 min
Denaturacion 95°C/5 seg 95°C/5 seg 95°C/5 seg
Hibridacion 53°C/20 seg 53°C/20 seg 53°C/20 seg
Extension 72°C/5 seg 72°C/5 seg 72°C/20 seg
N° de ciclos 45 45 45

Con la enzima Kapa HiFi PCR se realizaron tres pruebas de amplificacion de material
genético de CyCV utilizando pUCIDT-CyCV como templado. En cada ensayo se utilizaron
5 uL de 5X Kapa HiFi Buffer, 0,75 pL de Kapa dNTP Mix (10mN), 0,75 pL de cada
partidores directo y reverso para la iPCR (10 uM), 0,5 pL de Kapa HiFi DNA Polymerase
(1 U/uL) y el volumen necesario de material genético y de agua con grado de biologia
molecular para completar 25 pL. La prueba 2 se realizé en un termociclador convencional
con gradiente de temperatura (Applied Biosystems Vereti™ Thermal Cycler). En la tabla
N°3 se resumen las cantidades de material genético, los partidores, la concentracion de

MgCl: y el programa de amplificacion de cada prueba.
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Tabla N°3: Condiciones para la amplificacion del plasmidio pUCIDT-CyCV con la enzima
Kapa HiFi PCR (Kapa Biosystems®).

Pruebas
1 2 3
Cantidad de pUCIDT- 250 ng 250 ng 0,1/1/10/100/1000
CyCVv ng
Partidores Fw-TR/Rv-TR IFw/iRv iIFW/iRv
iIFW/iRv
iIFW/Rv-TR

Concentracion de MgClI2 2 mM 2y3mM 2mM
Programa de
amplificacién
Denaturacion inicial 95°C/3 min 95°C/3 min 95°C/3 min
Denaturacion 95°C/20 seg 95°C/20 seg 95°C/20 seg
Hibridacion 53°C/15 seg 53°C/15 seg 55°C/15 seg

55°C/15 seg

57°C/15 seg
Extension 72°C/3 min 23seg  72°C/3min 23seg  72°C/3 min 23 seg
N° de ciclos 35 35 35

Extension final

72°C/4 min 30 seg

72°C/4 min 30seg

72°C/4 min 30seg

En todas las pruebas realizadas se incluyo un control negativo (agua bidestilada libre de

nucleasas) de PCR vy todos los productos de PCR se corrieron a 100 volts en un gel de

agarosa al 2% con agente intercalante SafeView (NBS biologicals) (dilucién 1:20000),

junto con estandar de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (New England BioLabs®) o 1

kb DNA Ladder (Promega).

5.- Andlisis estadistico

El anélisis estadistico fue realizado con el programa GraphPad Prism versién 5.0, aplicando

la prueba exacta de Fisher para los datos cualitativos y las pruebas t con la correccion de

Mann-Whitney para variables cuantitativas, considerando un valor de p <0,05 como

significativo.
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RESULTADOS

1.- Deteccién de CyCV en adultos
a) Con NAC:

La mediana de edad de los 105 adultos con NAC estudiados fue 68 afos (rango: 20-89
afios), siendo el 51,4% (54/105) hombres y el 48,6% (51/105) mujeres; el 87,6% (92/105)
de estos tenia alguna enfermedad de base y 33,3% (35/105) present6 una enfermedad grave
de acuerdo a la clasificacién de Fine (25). Se detectd cyclovirus en 57 de ellos (54,3%)
siendo 28 (49,1%) varones y 29 (50,9%) mujeres. El 26,3% de estos adultos con NAC con
CyCV tenia enfermedad de base grave segin puntaje FINE la mediana de edad fue de 67
afios (rango: 20 — 89 afos). Estas caracteristicas fueron similares a las de adultos con NAC
sin CyCV (Tabla N°4).

De los virus y bacterias estudiados en estos pacientes, la Unica diferencia estadisticamente

significativa fue la menor deteccion de Flu y PIV en el grupo con CyCV (Tabla N°4).
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Tabla N°4: Datos demograficos y deteccion de agentes infecciosos en adultos con NAC de
acuerdo a la deteccion de cyclovirus.

105 adultos con NAC

Con CyCV (%) Sin CyCV (%) Valor p
Total 57 (54,3%) 48 (45,7%)
Género
Masculino 28 (49,1%) 26 (54,2%) 0,601
Femenino 29 (50,9%) 22 (45,8%) 0,60
EDAD
Mediana 67 afios 69 afios 0,772
Rango 20 — 89 afos 21 — 87 afos
DETECCION AGENTE
Uno o mas agentes 32 (56,1%) 36 (75,0%) 0,06!
Flu A/B; hPIV 3 (5,3%) 10 (20,8%) 0,02
hMPV; AdV 2 (3,5%) 3 (6,3%) 0,66
RSV 1 (1,8%) 1 (2,1%) 1,00t
hRV 20 (35,1%) 10 (20,8%) 0,13
S. pneumoniae 8 (14,0%) 11 (22,9%) 0,31%
GRAVEDAD
Puntaje FINE (grupo 4y 5) 15 (26,3%) 20 (41,7%) 0,1*

Flu A: Virus Influenza A; Flu B: Virus Influenza B; hPIV: Virus parainfluenza humano;
AdV: Adenovirus; RSV: Virus Respiratorio Sincicial; hRV: Rinovirus humano. * Prueba
exacta de Fisher, 2 Prueba U de Mann Whitney.

En todos los meses estudiados (exceptuando diciembre) hubo casos con CyCV y todos los
casos enrolados en marzo y en mayo fueron positivos. Solo en el mes de agosto se observo

una mayor proporcion de pacientes sin deteccion de cyclovirus. (Figura N°2).
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Figura N°2: Distribucion de 105 adultos con NAC estudiados seguiin mes de enrolamiento y
deteccion de CyCV, Santiago, 2012-2015.

Deteccidon de CyCV en adultos con NAC
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b) Sin sintomatologia respiratoria:

La mediana de edad de los 104 adultos estudiados fue 41,5 afios (rango: 19-80 afios),
siendo el 38,5% (40/104) hombres y el 61,5% (64/104) mujeres y el 26,0% (27/104) tenia
alguna enfermedad de base (Tabla N°5). Se detecto cyclovirus en 18 (17,3%) individuos, 8
(44,4%) corresponden a varones y 10 (55,6%) a mujeres. La mediana de edad de este grupo
de adultos con CyCV fue 41,5 afios (rango: 21 — 78 afios), siendo este grupo similar en

proporcion de género, edad y enfermedad de base al grupo de adultos sin CyCV.
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Tabla N°5: Datos demogréficos y antecedentes clinicos en adultos sin sintomatologia
respiratoria de acuerdo a la deteccion de cyclovirus.

104 adultos sin sintomatologia respiratoria

Con CyCV (%) Sin CyCV (%) Valor p

Total 18 (17,3%) 86 (82,7%)

Género

Masculino 8 (44,4%) 32 (37,2%) 0,61
Femenino 10 (55,6%) 54 (62,8%) 0,61
EDAD

Mediana 41,5 afios 41,5 afios 0,622
Rango 21-78 afios 19-80 afios
ANTECEDENTES

Enfermedad de base 6 (33,3%) 21 (24,4%) 0,55!

! Prueba exacta de Fisher, 2Prueba U de Mann Whitney.

La deteccion de CyCV en los 105 adultos con NAC fue significativamente superior a la de
los 104 adultos sin sintomatologia respiratoria (54,3% vs 17,3%, respectivamente;
p<0,0001).

2.- Deteccion de CyCV en nifios
a) Con ERA:

En la tabla N°6 se muestran los datos demograficos y deteccion de agentes infecciosos en
nifios menores de dos afios con enfermedad respiratoria aguda (ERA), segun la deteccién de
cyclovirus mediante PCR en tiempo real. La mediana de edad de los 101 nifios con ERA
fue 4 meses (rango: 0,4 - 11 meses), siendo el 52,5% (53/101) hombres y el 47,5% (48/101)
mujeres. En estos nifios se detectaron 6 virus respiratorios (virus influenza A y B, virus
parainfluenza, metapnemovirus, adenovirus y virus respiratorio sincicial), mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI), encontrandose en un 64,4% (65/101) deteccién de
virus respiratorio sincicial; ademads no se detectaron diferencias estadisticamente

significativas entre los nifios con y sin deteccion de cyclovirus.

Se detectd cyclovirus en 15 (14,9%) menores, 7 (46,7%) corresponden a varones y 8
(53,3%) a mujeres. La mediana de edad de este grupo de nifios fue 3 meses (rango: 0,7 — 10
meses) siendo similar en proporcion de género, edad y deteccion de agentes al grupo de
nifios con ERA sin deteccion de cyclovirus (Tabla N°6).
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Tabla N°6: Datos demograficos y deteccion de agentes infecciosos en nifios con
enfermedad respiratoria aguda de acuerdo a la deteccion de cyclovirus.

101 nifios con ERA

Con CyCV (%) Sin CyCV (%) Valor p
Total 15 (14,9%) 86 (85,1%)
Género
Masculino 7 (46,7%) 46 (53,5%) 0,621
Femenino 8 (53,3%) 40 (46,5%) 0,621
EDAD
Mediana 3 meses 5 meses 0,612
Rango 0,7-10 meses 0,4-11 meses
DETECCION AGENTE
Uno o mas agentes 12 (80.0%) 60 (69,8%) 0,541
Flu A/B; hPIV 0 (0,0%) 7 (8,1%) 0,591
hMPV; AdV 0 (0,0%) 3 (3,5%) 1,00?
RSV 12 (80,0%) 53 (61,6%) 0,25!

Flu A: Virus Influenza A; Flu B: Virus Influenza B; hPIV: Virus parainfluenza humano;
AdV: Adenovirus; RSV: Virus Respiratorio Sincicial; hRV: Rinovirus humano. ! Prueba
exacta de Fisher, 2 Prueba U de Mann Whitney.

Desde la semana 24 y hasta la 30, se detectd cyclovirus en las muestras respiratorias de los
nifios con ERA, observandose en todas las semanas una mayor proporcion de nifios sin
deteccion de CyCV (Figura N°3).
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Figura N°3: Distribucion de 101 nifios con ERA estudiados segun la semana de

enrolamiento y deteccion de CyCV, Santiago, junio-julio 2016.
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b) Sin sintomatologia respiratoria:

Se analizaron 124 aspirados nasofaringeos de nifios sin sintomatologia respiratoria, pero se
excluyeron del estudio a 20 menores debido a que 3 eran mayores de 2 afios y en 17, no se

confirmo el resultado positivo de la PCR en una otra alicuota congelada de la muestra.

Se estudiaron 104 nifios sin sintomatologia respiratoria por al menos un mes previo al
enrolamiento, cuyas caracteristicas demograficas y antecedentes clinicos se describen en la
tabla N°7. La mediana de edad de los nifios fue 13 meses (rango: 0,1 - 24 meses), siendo el
51,9% (54/104) hombres y el 48,1% (50/104) mujeres. EI 5,8 (6/104) de estos nifios
consult6 por traumatismo; el 44,2% (46/104) por enfermedad digestiva; el 4,8% (5/104) por
sindrome febril; el 13,5% (14/104) por infeccion urinaria; el 6,7% (7/104) por otras causas
infecciosas (panadizo, escabiosis, herpangina, etc.) y el 26,9% (28/104) por razones no

infecciosas (anemia, alergias, crisis de llanto, etc).

Se detectd cyclovirus en 50 (48,1%) individuos, 23 (46,0%) corresponden a varones y 27

(54,0%) a mujeres. La mediana de edad de este grupo de nifios fue 12 meses (rango: 0,1 —
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24 meses), siendo similar en proporcion de género, edad y deteccion de agentes al grupo de
nifios sin deteccion de cyclovirus (Tabla N°7).

Tabla N°7: Datos demogréficos y antecedentes clinicos de los nifios sin sintomatologia
respiratoria de acuerdo a la deteccion de cyclovirus.

104 nifios sin sintomatologia respiratoria

Con CyCV (%) Sin CyCV (%) Valor p
Total 50 (48,1%) 54 (51,9%)
Género
Masculino 23 (46,0%) 31 (57,4%) 0,63!
Femenino 27 (54,0%) 23 (42,6%) 0,63!
EDAD
Mediana 12 meses 13 meses 0,722
Rango 0,1-24 meses 0,2-34 meses
ANTECEDENTES
Traumatismo 3 (6,0%) 3 (5,6%) 1,00t
Enfermedad digestiva 23 (46,0%) 23 (42,6%) 0,841
Sindrome febril 4 (8,0%) 1 (1,9%) 0,19
ITU, PNA 5 (10,0%) 9 (16,7%) 0,40"
Otras infecciosas 4 (8,0%) 3 (5,6%) 0,71%
Otras no infecciosas 13 (26,0%) 15 (27,8%) 1,00?

ITU: Infeccion urinaria; PNA: Pielonefritis aguda. * Prueba exacta de Fisher, 2 Prueba U de
Mann Whitney.

La deteccion de cyclovirus fue significativamente superior entre los 104 nifios sin
sintomatologia respiratoria que entre los 101 nifios con ERA (48,1% v/s 14,9%,
respectivamente, p<0,001).

3.- Confirmacion de amplificacion de CyCV

Para verificar si el tamafio del amplificado en las muestras positivas por PCR corresponde a
la banda de aproximadamente 150 pb esperada, todas las muestras positivas para CyCV se
corrieron en un gel de agarosa al 2% (n=140). La figura N°4 corresponde a una imagen
representativa de una corrida electroforética de 3 muestras de aspirado nasofaringeo de
adultos con NAC, con el estandar de peso molecular de 100 pb y el control positivo y

negativo utilizado en la deteccion de CyCV en las muestras respiratorias.
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Figura N°4: Corrida electroforética de productos de PCR en tiempo real purificados de

adultos con NAC en gel de agarosa al 2%.

Linea 1: marcador de peso molecular (100 pb) (New England
BioLabs®)
Linea 2: control positivo
Linea 3: control negativo
Lineas 4-6: amplificados por rt-PCR de ANF de adultos con
NAC

<«— Banda de 150 pb

En la totalidad de los 140 amplificados (75 de adultos y 65 de nifios) se observé una Unica
banda de 150 pb. Todas fueron purificadas y el 67,1% (94/140) se secuenciaron en
Macrogen® con los mismos partidores directo y reverso utilizados en la PCR en tiempo
real para deteccion de CyCV. En 84% (79/94) de las muestras secuenciadas se obtuvo un
cromatograma adecuado desde el cual se generé una secuencia consenso a 58/70 (82,8%)
de las muestras de adultos y 21/24 (87,5%) de nifios, encontrandose en un 64,6% (51/79)

una Unica mutacion respecto de la cepa chilena de cyclovirus 7046A (Tabla N°8).

Tabla N°8: Distribucion de las muestras positivas para cyclovirus segun secuenciacion y

grupo etario.

Total (+) Secuenciadas Con secuencia Con mutacion
(n) (%) consenso (%o) (%)
NAC (57) 55 (96,5%) 44 (80,0%) 37 (84,1%)
Adultos o\ cintomatologia 15 (83,3%) 14 (93,3%) 6 (42,9%)
(18)
ERA (15) 12 (80,0%) 10 (83,3%) 4 (40,0%)
NIROS gy sintomatologia 12 (24,0%) 11 (91,7%) 4 (36,4%)
(50)
Total 140 94 (67,1%) 79 (84,0%) 51 (64,6%)

La mutacion encontrada en 43/58 (74,1%) de las muestras con secuencia consenso de

adultos y en 8/21 (38,1%) de las muestras con secuencia consenso de nifios corresponde a
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una sustitucion de una guanina por una timina en la posicion 1313 de las cuatro cepas
chilenas de CyCV-ChileNPA (figura N°5). La guanina de la posicién 1313 corresponde al
tercer nucledtido del codon 104 que codifica para el aminoacido serina de la proteina
asociada a la replicacién viral (Rep), cuya secuencia esta en la hebra negativa del genoma
de cyclovirus. La sustitucion encontrada en la secuencia consenso modifica la secuencia del

codon desde TCC a TCT el cual codifica también para un aminoacido serina.

Figura N°5: Alineamiento entre la secuencia de consenso de CyCV proveniente de una
muestra de adulto con NAC vy la cepa chilena 7046A de CyCV.

Human cyclovirus strain 70464, complete genome
sequence ID: KFT26987.2 Length: 1790 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1267 to 1415 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
270 bits{146) 5e-69 148/149(99%:) 0 149{ 0% Plus/Plus
Query 1 CTCCTTGTATAGTT TCCAAAAGGGACTGAATATCCOGTCCGTTGTCATRATCCTTCAGAAG 62

, o LT e e e b e e L e v ey JLLLE il
Sbjct 1267 CTCCTTGTATAGTT TCCAAAAGOGACTGAATETCCGTCCGTTGTOEGRATCCTTCAGAAG 1326
Query &1 GACTCCCCTTCTCAAAGAACTCOCCTEAT TTACTACAGTATTGT TGS CCTTGTCGG 128

, LLLLELTEIEr e b EE e e il [TLDTITT]
Sbjct 1327 GACTCCCCTTCTCAAAGAACTCOCCTGATTTACTACAGTATTGTTGGE CCTTGTCGE 1386
ey I Ty 2
Shijct 1387 ATCCCATTGCCTTCTCAATATGGATACGE 1415

D: indica la sustitucion.

4.- Amplificacion del genoma completo de CyCV

Para determinar posibles variantes genéticas de la cepa chilena de cyclovirus detectado en
las muestras respiratorias de nifios y adulto estudiadas, se estandarizaron las condiciones
para la amplificacion del genoma completo de CyCV-ChileNPA (tamafio 1790 pb)
insertado en un plasmidio de clonamiento pUC-IDT (tamafio total 4542 pb) mediante PCR
inversa. La tabla N°9 resume los resultados de las 8 pruebas de amplificacion con las dos
ADN polimerasas de alta fidelidad ((ACCUZYME™ DNA Polymerase (Bioline) y High
Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific)) y con la enzima Kapa PROBE
FAST gPCR (KapaBiosystems®) utilizada en la deteccion de CyCV en las muestras
respiratorias (tablas N° 1y 2). No se obtuvo amplificacion en ninguno de los cinco ensayos
realizados con las enzimas de Bioline y Thermo Fisher, mientras que en los tres ensayos

con el reactivo Kapa PROBE se obtuvo amplificacién de pUCIDT-CyCV.
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Tabla N°9: Resultados de amplificacion de pUCIDT-CyCV con las distintas ADN

polimerasas de alta fidelidad.

REACTIVO

RESULTADOS DE AMPLIFICACION

ACCUZYME™
DNA Polymerase
High Fidelity PCR
Enzyme Mix

Kapa PROBE FAST
gPCR

1 2 3
No No No
No No -
Si Si Si

Con la enzima Kapa PROBE FAST gPCR, utilizando como material genético pUCIDT-

CyCV, se obtuvo amplificacion de un fragmento de 150 pb con los partidores de PCR en

tiempo real y un fragmento de 400 pb en la prueba con partidores iFw y Rv-TR (figura

N°1) que podria corresponder al fragmento de CyCV entre las 1009 pb y 1415 pb (Figura

N°6).
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Figura N°6: Corrida electroforética de los productos de PCR obtenidos de la amplificacion
de pUCIDT-CyCV con la enzima Kapa PROBE FAST gPCR en gel de agarosa al 2%.

Linea 1: marcador de peso molecular (100 pb) (New England

- 4 BioLabs®)
1000 pb Linea 2: amplicon obtenido con partidores iFw y Rv-TR
ot Linea 3: control negativo (agua grado biologia molecular)
:: Linea 4: amplicon obtenido con partidores Fw-TR y Rv-TR
500 ph iy
- ‘ <— Banda de 400 pb
——
"%  <«— Banda de 150 pb
100 pb

Debido a que no hubo amplificacion del plasmidio pUCIDT-CyCV con las dos ADN
polimerasas de alta fidelidad utilizadas anteriormente, se realizaron tres ensayos con la
enzima Kapa HiFi PCR para estandarizar tres variables (concentracion de MgCly,
temperatura de hibridacién y concentracion de plasmidio) para la amplificacion de
pUCIDT-CyCV utilizando los partidores de iPCR. En el primer ensayo se probaron tres
conjuntos de partidores distintos usando las concentraciones de reactivos y el programa de
amplificacion sefialados en la tabla N°3, obteniéndose una unica banda de 400 y 150 pb con
los partidores iFW/Rv-TR y FW-TR/Rv-TR respectivamente, ademas de una intensa banda
de aproximadamente 4500 pb coincidente con el tamafio del plasmidio pUCIDT-CyCV y
otras dos bandas méas débiles de aproximadamente 2500 y 1300 pb con los partidores
iIFw/iRv (Figura N°7). Estas bandas de menor tamafio podrian deberse a amplificaciones
inespecificas producto de la elevada cantidad de plasmidio utilizada en la reaccion (10

ng/uL), temperatura de hibridacion baja o gran cantidad de ciclos de amplificacion.

35



Figura N°7: Corrida electroforética de los productos de PCR inversa obtenidos de la
amplificacion de pUCIDT-CyCV con la enzima Kapa HiFi PCR en gel de agarosa al 2%.

1 2 3 4 5 6

Linea 1: marcador de peso molecular (100 pb) (New
England BioLabs®)
Lineas 2: pUCIDT-CyCV (100 ng/uL)

4500pb = Linea 3: control negativo (agua grado biologia molecular)

- - Linea 4: amplicon obtenido con partidores Fw-TR y Rv-TR
1500 pbygy ~ Linea5: amplicén obtenido con partidores iFw y Rv-TR

- Linea 6: amplicon obtenido con partidores iFw y iRv

—

N

w——

-
500 Pb |

400 pb
——
150 pb

100 pb

En el ensayo 2 se probaron dos concentraciones de MgCl junto con tres temperaturas de
amplificacion distintas en un termociclador convencional con gradiente de temperatura
(Applied Biosystems Vereti™ Thermal Cycler) como se resumen en la tabla N°3,
obteniéndose un patron de bandas entre 4500 y 750 pb similar entre las temperaturas y en
las dos concentraciones de MgCl, (Figura N°8). Al igual que en el ensayo 1, se aprecia una
intensa banda de aproximadamente 4500 pb que coincide con el tamafio del plasmidio
pUCIDT-CyCV y otro conjunto de bandas de menor tamafio e intensidad que
corresponderian a amplicones inespecificos que podria explicarse por la elevada

concentracion de plasmidio.
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Figura N°8: Corrida electroforética de los productos de PCR inversa obtenidos de la
amplificacion de pUCIDT-CyCV con partidores iFw/iRv con la enzima Kapa HiFi PCR en

gel de agarosa al 2%.

Linea 1: prueba con MgCl, [2mM] y
amplificacion a 53°C

Lineas 2: prueba con MgClz [2mM] y
amplificacion a 55°C

Linea 3: prueba con MgCl, [2mM] y
amplificacion a 57°C

Linea 4: marcador de peso molecular (1 kb)
(Promega®)

Linea 5: prueba con MgCl; [3mM] y
amplificacion a 53°C

Linea 6: prueba con MgCl; [3mM] y
amplificacion a 55°C

Linea 7: prueba con MgCl; [3mM] y
amplificacion a 57°C

Linea 8: control negativo (agua grado biologia
molecular)

En el ultimo ensayo se probaron cinco concentraciones distintas de plasmidio pUCIDT-
CyCV, utilizando las concentraciones y volumenes de reactivos y el programa de
amplificacion resumidos en la tabla N°3, observandose un patron de bandas similar al
obtenido en el ensayo 2 el cual fue disminuyendo en intensidad al bajar la concentracion de
plasmidio con excepcion de tres bandas entre 800 a 1000 pb en la linea 4 correspondiente a
la concentracion de 10 ng/uL de pUCIDT-CyCV (Figura N°9). Nuevamente, se destaca una
banda intensa de 4500 pb que permanece presente en todos los carriles y que coincide con
el tamafio del plasmidio pUCIDT-CyCV. Las otras bandas de menor tamafio podrian
corresponder a productos de PCR inespecificos, debido a una temperatura de hibridacion

baja o elevado namero de ciclos de amplificacion.
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Figura N°9: Corrida electroforética de los productos de PCR inversa obtenidos de la
amplificacion de pUCIDT-CyCV con partidores iFw/iRv con la enzima Kapa HiFi PCR en

gel de agarosa al 2%.

Linea 1: marcador de peso molecular (1 kb)
(Promega®)

Lineas 2: amplificacion de pUCIDT-CyCV (1000
ng/pL)

Linea 3 amplificacion de pUCIDT-CyCV (100 ng/uL)
Linea 4: amplificacion de pUCIDT-CyCV (10 ng/uL)
Linea 5: amplificacion de pUCIDT-CyCV (1 ng/uL)
Linea 6: amplificacion de pUCIDT-CyCV (0,1 ng/uL)
Linea 7: control negativo (agua grado biologia
molecular)

Finalmente, las concentraciones y volimenes de reactivos y agua para amplificar pUCIDT-
CyCV fueron: 5 pL de 5X Kapa HiFi Buffer (que contiene una concentracion final de
MgClz de 2mM), 0,75 pL de Kapa dNTP Mix (10mN), 0,75 pL de cada partidor directo y
reverso para la iPCR (10 uM), 0,5 pL de Kapa HiFi DNA Polymerase (1 U/uL), 2 pyL de
pUCIDT-CyCV (0,1 ng/uL) y 15,25 uL de agua con grado de biologia molecular para
completar 25 pL. Por otra parte, el programa considerado optimo para la amplificacion del
plasmidio pUCIDT-CyCV incluye un ciclo de denaturacion inicial a 95°C por 3 minutos,
35 ciclos a 98°C por 20 segundos (denaturacion), 55°C por 15 segundos (hibridacion) y
72°C por 2 minutos (extensién) y un paso de extension final de un ciclo a 72°C por 3

minutos.

5.- Relacion entre antecedentes clinicos y CyCV en adultos con NAC
Para determinar diferencias entre los antecedentes clinicos de los 105 adultos con NAC con
y sin deteccion de cyclovirus, se compararon 23 parametros agrupados en cuatro grupos:

estado de gravedad, diagnéstico de ingreso, antecedentes clinicos y evolucion clinica. La
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Unica diferencia estadisticamente significativa fue la menor mediana de dias de evolucion
en los adultos con NAC CyCV positivos respecto a los sin CyCV (p=0,034) (Tabla N°10).

Tabla N°10: Comparacion de los antecedentes clinicos de los adultos con NAC de acuerdo
a la deteccién de cyclovirus.

Con CyCV (%) Sin CyCV (%) Valorp

Estado de Gravedad

Hospitalizacién 56 (98,2%) 46 (97,9%) 0,5
Diagnostico de ingreso

Insuficiencia respiratoria 2 (3,51%) 2 (4,17%) 1,0
Infeccion urinaria 1 (1,76%) 2 (4,17%) 0,59
Cardiopatia coronaria 2 (3,51%) 1 (2,01%) 1,0
Desnutricién 1 (1,76%) 1 (2,01%) 1,0
Antecedentes clinicos

Fibrosis pulmonar/ Enfisema 2 (3,51%) 0 (0,0%) 0,5
Hipertension arterial 33 (57,9%) 20 (41,7%) 0,12
Diabetes 13 (22,8%) 11 (22,9%) 1,0
EPOC 25 (43,9%) 26 (54,2%) 0,33
Asma 2 (3,51%) 3 (6,25%) 0,66
Insuficiencia Cardiaca 14 (24,6%) 6 (12,5%) 0,14
Dafio hepatico 1 (1,76%) 1 (2,01%) 1,0
Insuficiencia renal 4 (7,02%) 5 (10,4%) 0,73
Neoplasia 0 (0,0%) 2 (4,17%) 0,21
Enfermedad neurologica 3 (5,26%) 3 (6,25%) 1,0
Dias de evolucion (mediana) 4,07 4,7 0,03
Evolucion

Ventilacién mecanica 2 (3,51%) 3 (6,25%) 0,66
Falla renal aguda 1 (1,76%) 1 (2,01%) 1,0
Insuficiencia respiratoria 5 (8,77%) 5 (10,4%) 1,0
Derrame pleural complicado 3 (5,26%) 1 (2,01%) 0,62
Falla hepatica 2 (3,51%) 1 (2,01%) 0,5
Oxigenoterapia 8 (14,0%) 12 (25,0%) 0,21
Fallecimiento 0 (0,0%) 2 (4,17%) 0,21

Se aplico la prueba exacta de Fisher en todas las comparaciones.
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DISCUSION

Esta es la primera vez que se reporta la deteccion de cyclovirus en muestras respiratorias de
adultos con y sin enfermedad respiratoria, encontrandose un mayor nimero de CyCV-
ChileNPA en individuos con NAC que en adultos sin sintomatologia respiratoria,
considerando a cyclovirus como un posible agente causante de enfermedad respiratoria en

adultos

Previamente solo se habia detectado CyCV en muestras respiratorias de nifios chilenos en
menores de dos afios con enfermedad respiratoria aguda con una incidencia del 3,3% (3).
Por otro lado, el 2017 se publicé el Gnico estudio de deteccion de este agente infeccioso en

poblacion exclusivamente adulta infectada con otros virus (VHB, VHC o VIH) (19).

Se realizd la deteccion de cyclovirus chileno en muestras respiratorias de nifios y adultos
con y sin enfermedad respiratoria mediante PCR en tiempo real, encontrdndose una
frecuencia significativamente mayor de CyCV entre los adultos con NAC (54,3%) que
entre adultos sin sintomatologia respiratoria (17,3%), por lo que surge la necesidad de
investigar si este virus tiene un rol patogénico en enfermedad respiratoria en adultos, lo que

debiera confirmarse con estudios posteriores.

Al comparar la frecuencia de deteccion de CyCV entre adultos y nifios con enfermedad
respiratoria, sorprende la significativa mayor positividad en adultos con NAC (54,3%) que
en nifios con ERA (14,9%), lo que podria deberse a una efectiva mayor incidencia en
adultos, aunque no existen estudios en que comparen la deteccion de este agente en
poblacion con alguna patologia. Otras explicaciones de esta diferencia podrian ser: a)
diferencias en el cuadro clinico, por cuanto aunque todas eran enfermedades del tracto
respiratorio inferior, entre los nifios con ERA se incluyd a pacientes con bronquiolitis
(35,6%), neumonia (29,7%) y sindrome bronquial obstructivo (8,9%) mientras que todos
los adultos estudiados tenian una neumonia o, b) distintos periodos del afio estudiados,
dado que los adultos se estudiaron durante todo el afio (a excepcidén del mes de febrero y
por mas de 2 afios) mientras que solo se estudiaron casos de nifios con ERA en un periodo
de 7 semanas (entre el 15 de junio al 31 de julio del 2016). Aunque se detecté CyCV en
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15/29 (51,7%) de adultos con NAC entre junio y julio (similar periodo al estudiado en
nifios con ERA), se requiere establecer un patron anual de infeccion de este virus en el

grupo de nifios para realizar una adecuada comparacion entre ambos grupos.

También se encontré una mayor proporcion de adultos con NAC y CyCV respecto de los
sin CyCV en los meses de marzo, abril y mayo, tendiendo a igualarse el resto del afio con
excepcion de agosto, mes en que se invierte esta diferencia debido a que aumentan los
casos sin CyCV. Debido a que no hay estudios publicados de deteccién anual de cyclovirus,
se propone establecer un patron anual de infeccién de este agente infeccioso, realizando una
deteccion durante todo el afio de CyCV en los otros tres grupos de estudio. Ademas, para
realizar una mejor comparacion estadistica entre individuos con y sin cyclovirus, se podria
aumentar el tamafio muestral sobre todo en los meses donde no se analizaron muestras y
donde la cantidad de individuos analizados fue baja. No se han publicado estudios de

deteccién anual de CyCV en ningun tipo de muestra animal ni humana

La detecciébn de cyclovirus en nifios sin sintomatologia respiratoria (48,1%) fue
significativamente mayor que entre los nifios con ERA (14,9%) por lo que relacionar la
presencia de este virus con enfermedad respiratoria en nifios no es factible. El aumento de
casos de CyCV entre los nifios sin sintomatologia respiratoria puede deberse a un brote de
este virus en el mes de diciembre, periodo en el cual no se procesaron muestras de nifios
con ERA, por esta razén se deberia realizar un seguimiento semanal durante un afio de
ambos grupos para establecer donde ocurre el maximo periodo de infeccidn. Por otra parte,
el 46% de los nifios sin sintomatologia respiratoria con CyCV tenia enfermedad digestiva y,
en estudios anteriores, se establecio la presencia de este virus en muestras de heces de
pacientes con enfermedad gastrica (18) lo que podria explicar la presencia de CyCV en las
muestras respiratorias de estos nifios considerando que se ha detectado material genético de
este virus en muestras de heces y respiratorias (3,18). Por esto Gltimo, es recomendable

utilizar como grupo de comparacion nifios sin enfermedad respiratoria ni digestiva.

Este trabajo es el primero donde se detecta cyclovirus utilizando PCR en tiempo real con
sonda de hidrdlisis, detectandose en un porcentaje entre 2 y hasta 15 veces mayor al

publicado en todos los otros estudios. Las metodologias utilizadas por las otras
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publicaciones como secuenciamiento completo del genoma (WGS) y PCR convencional
tienen una sensibilidad menor que la PCR en tiempo real utilizando sonda de hidrolisis
(21), lo que podria explicar los mayores porcentajes de deteccion de cyclovirus humano en

las muestras respiratorias estudiadas.

El secuenciamiento de 79 productos de PCR obtenidos de la amplificacién de CyCV desde
material genético de muestras respiratorias de nifios y adultos con y sin enfermedad
respiratoria confirman que se ha detectado un fragmento de 149 pb correspondiente al gen
de la proteina Rep exclusiva de las 4 cepas chilenas de cyclovirus, lo que valida el disefio
utilizado para detectar exclusivamente CyCV-ChileNPA en este tipo de muestras, por lo
que los porcentajes de deteccion de este agente podrian ser mayores a los publicados hasta
la presentacion de esta tesis si se sigue utilizando la misma metodologia deteccion de
CyCV (1-6, 17, 18,19).

En el anélisis de la secuencia de consenso se observo una sustitucion nucleotidica de una
guanina por una timina en el 64,6% (n=51) de los casos. Esta mutacion no produce un
cambio aminoacidico en la proteina Rep, pero es una variacion genética de la cepa chilena
de cyclovirus que no produce ningan impacto de funcionalidad a nivel proteico (3).
Mutaciones en dos, cinco y seis nucledtidos se encontraron en las cepas CyCV-ChileNPA
2-4 respecto de CyCV-ChileNPA1 y solo se encontraron dos sustituciones en el gen de Rep

de CyCVChile-NPA4 que modifican la secuencia aminoacidica de esta proteina (3).

La estandarizacion de las condiciones para la amplificacion del plasmidio que contiene la
secuencia completa de la cepa 7046A de CyCV-ChileNPA mediante PCR inversa en un
termociclador convencional permite establecer las condiciones para amplificar la secuencia
completa de la cepa chilena de cyclovirus en aquellas muestras positivas para la deteccién
de este virus y posteriormente, purificar, secuenciar y genotipificar las posibles variantes de
CyCV-ChileNPA en las muestras respiratorias estudiadas. La baja cantidad o deterioro del
material genético de CyCV, la presencia de material genético celular, ademas de la
existencia de algunos interferentes, podrian modificar las condiciones dptimas establecidas

para la amplificacion de pUCIDT-CyCV para amplificar la secuencia completa de

42



cyclovirus desde los extractos de &cidos nucleicos totales de las muestras respiratorias
positivas para CyCV.

Al respecto, una de las limitaciones de esta tesis fue la imposibilidad de cumplir con la
genotipificacion de las variantes genéticas de cyclovirus chileno en las muestras
respiratorias estudiadas, correspondiente al objetivo 2. Diversas circunstancias explican
esta dificultad tales como:

a) El exceso de recursos (tiempo y reactivos) invertidos para la seleccion de la enzima
adecuada para la amplificacién del plasmidio que contiene la secuencia completa de CyCV-
ChileNPA; b) dificultad para adquirir la enzima Kapa HiFi una vez seleccionada y c)
necesidad de cumplir con el plazo de entrega sugerido de la tesis. Estas limitaciones estan
estrechamente relacionadas con las dificultades de desarrollar investigacion en nuestro pais
como: escasez de recursos econdmicos y exceso de tramites administrativos para adquirir
los insumos, deficiente apoyo monetario (tanto al estudiante como a la institucion) para
promover la investigacion bésica y el escaso interés nacional en fomentar y potenciar el

desarrollo cientifico.

Esta tesis permitio contribuir a los estudios de deteccion de cyclovirus en muestras
humanas, planteando la interrogante de si este virus es causante de enfermedad respiratoria
en adultos. Determinar si el material genético de la cepa chilena de cyclovirus detectada en
las muestras respiratorias de nifios y adultos chilenos con y sin enfermedad respiratoria
corresponde a variantes genéticas de dicha cepa; realizar ensayos con distintas lineas
celulares para lograr el aislamiento viral de CyCV-ChileNPA y obtener una mayor cantidad
de particulas virales infectivas; detectar material genético de cyclovirus en otras muestras
de origen humano como heces y liquido cefalorraquideo y establecer una frecuencia de
infeccidn anual por cyclovirus en nifios y adultos chilenos y relacionarlos con los distintos
brotes de enfermedades respiratorias serian las distintas lineas de estudio a seguir para darle

continuidad a los resultados presentados en esta tesis.
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CONCLUSION

Por primera vez se detecta CyCV en muestras respiratorias de adultos, con y sin
enfermedad respiratoria con una frecuencia significativamente mayor en adultos con NAC
que en adultos sin enfermedad respiratoria, por lo que corresponde investigar un posible rol
patdgeno respiratorio en esta poblacion. Ademas, no se puede establecer una relacién entre
enfermedad respiratoria y presencia de CyCV en nifios con ERA debido a una diferencia
significativamente mayor en lactantes sin enfermedad respiratoria.

Adicionalmente, se establecieron las condiciones para amplificar posibles variantes
genéticas de CyCV desde extractos de &cidos nucleicos provenientes de muestras

respiratorias.
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