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RESUMEN

Introduccion. El virus respiratorio sincicial (VRS) es el principal agente de infeccidn
respiratoria aguda infantil a nivel mundial y nacional. Diversos estudios han asociado
patologias previas como factores asociados a la gravedad del cuadro; sin embargo, algunos
nifios sanos también se enferman gravemente mientras que otros cursan con una enfermedad
leve. Ciertos genotipos de VRS han sido asociados con cuadros mas graves mientras que otros
estudios no encuentran ninguna asociacion en particular. Por otro lado la respuesta inmune
del hospedero parece ser el factor mas relevante en la evolucion clinica de los lactantes,
segun estudios en modelos animales y otros estudios /n vitro, pero existen muy poco estudios
in vivo en los pacientes afectados. Este trabajo plantea como hipdtesis que la gravedad de la
primoinfeccion por VRS en lactantes menores de 1 afio se asocia a un perfil de respuesta
inmune celular Th1 disminuida y no al genotipo viral.

Objetivos. Caracterizar el perfil de la respuesta inmune celular en lactantes hospitalizados
por primoinfeccion respiratoria aguda baja por VRS adquirida en la comunidad en relacién a la
gravedad de la enfermedad y detectar genotipos virales involucrados.

Material y métodos. Se estudiaron 83 lactantes sanos con primoinfeccion por VRS durante
los brotes de invierno de los afios 2005 y 2006, los cuales fueron clasificados seglin su
evolucién en pacientes graves o leves. Se efectuaron técnicas de inmunotipificacion a través
de citometria de flujo para cuantificar las subpoblaciones linfocitarias y se midieron algunos
marcadores de activacion de linfocitos T (LT) y natural killer. También se cuantificaron los
niveles de citoquinas de la respuesta de tipo Th; y Th, a través de la técnica de ELISA. Las
cepas de VRS fueron genotipificadas mediante PCR y andlisis filogenéticos del gen G.
Resultados. La inmunotipificaciéon demostré una disminucidon de la poblacion de LT en el
grupo de pacientes graves con respecto a lactantes leves y controles sanos. Esta disminucion
fue manifiesta especialmente en la subpoblacién de linfocitos T citotdxicos/supresores (LTc/s).
TambienTambién estuvieron disminuidos en el grupo grave los marcadores de linfocitos de
memoria CD45RO0, el marcador de activacion de LT CD25 y el antigeno CD94 en la poblacion
natural killer que se asocia al sistema MHC clase I. Los niveles de citoquinas fueron en
general bajos, excepto los niveles de IL-6 que fueron mayores en lactantes graves y los
niveles de IL-8 mayores en pacientes con VRS con respecto a los controles sanos. Los

genotipos del grupo B fueron mas prevalentes en el 2005, especialmente del genotipo BA



(76,6%) y del grupo A durante el 2006, especialmente el GA2 (77,2%). Sin embargo, no
hubo asociacién de algun genotipo viral con cuadros clinicos de mayor gravedad.
Conclusion: La gravedad del cuadro clinico en la infeccion por VRS se asocia a una respuesta

inmune celular deficiente con un perfil de citoquinas Th; disminuido y no al genotipo viral.



ABSTRACT

Introduction. The respiratory sincicial virus (RSV) is the principal agent of acute infantile
respiratory infection on a global and national scale. Several studies have associated
previous pathologies as factors associated with the gravity of the clinical disease;
nevertheless, some healthy children also fall seriously ill whereas others have a slight
illness. Certain genotypes of RSV have been associated with more serious clinical disease
whereas other studies do not find any connection in particular. On the other hand the
immune response of the host seems to be the most important factor in the clinical
evolution of the infants, according to studies in animal models and other studies in vitro;
but there are very few studies /in vivo in the affected patients. This work raises as
hypothesis that the gravity of the primoinfection for RSV in infants younger than 1-year-
old is related to a profile of diminished Th1 cellular immune response and not to the viral
genotype.

Objectives. To characterize the profile of the cellular immune response in infants
hospitalized for low acute respiratory primoinfection by RSV acquired in the community in
relation to the gravity of the illness and to detect viral genotypes involved.

Material and methods. 83 healthy infants with primoinfection by RSV were studied
during the winter sprouts of the years 2005 and 2006, which were classified according to
their evolution under severe or mild patients. Techniques of immune typification were
carried out through flow cytometry to quantify the subpopulations of lymphocytes and
some markers of activation of lymphocytes T (LT) and natural killers were measured. Also
the levels of cytokines of the response of type Th; and Th, were quantified through the
ELISA technique. The straines of RSV were genotyped by means of PCR and phylogenetics
analysis of the gene G.

Results. The immune typification demonstrated a decrease of the LT population in the
group of severe patients in comparisson to mild infants and healthy control. This decrease
was clear especially in the subpopulation of lymphocytes T cytotoxics/supresors (LTc/s).
The markers of lymphocytes of memory CD45RO0, the activation marker of LT CD25 and
the antigen CD94 in the population of natural killer that is associated to the system MHC
class I were also diminished in the severe group. The levels of cytokines were generally
low, except the levels of IL-6 that were higher in severe infants and the levels of IL-8

higher in patients with RSV with regard to the healthy control. The genotypes of the group



B were more prevalents in 2005, especially of the genotype BA (76,6 %) and of the group
A during the year 2006, especially the GA2 (77,2 %). Nevertheless, there was no
association of any viral genotype with clinical disease of major gravity.

Conclusion: The gravity of the clinical disease in the infection by RSV is associated to an
deficient cellular immune response with a diminished profile of cytokines Th; and not to

the viral genotype.



IINTRODUCCION.

En el mundo, una poblacion altamente susceptible, especialmente a enfermedades
infecciosas, son los nifios, principalmente los lactantes menores de dos afos. La vulnerabilidad
de esta poblacion se debe a su “inmadurez” fisioldgica frente a diversas agresiones, como son
los patdgenos infecciosos que no solo producen dafno durante el episodio agudo sino que

también pueden determinar otras consecuencias o secuelas a mediano y largo plazo.

De las enfermedades infecciosas, las infecciones respiratorias agudas bajas (IRAB), tienen un
gran impacto en la morbimortalidad infantil a nivel mundial (Avendafio, 1997; Avendafno et
al., 2003). Muchos son los agentes etioldgicos de IRAB, pero los virus son sin duda la causa
mas comun de infecciones del tracto respiratorio bajo. Entre los virus respiratorios de mayor
impacto y frecuencia se encuentran el virus respiratorio sincicial (VRS), los adenovirus, los
virus parainfluenza, los virus influenza y el metaneumovirus. El VRS es responsable de mas
del 30% de las hospitalizaciones de los lactantes por IRAB en el afio (Avendafo et a/., 2003).
La infeccion por VRS afecta alrededor del 70% de los nifios en el primer afo de vida y al
100% de los nifios hacia el segundo y tercer afio de vida. La morbilidad es muy alta durante
los primeros 6 meses de vida, especialmente entre los meses 2 y 4 meses de edad
(Palominos y Avendafio, 2003; Parrot et a/., 1973).

La mortalidad, la alta morbilidad y su participacién en secuelas pulmonares a largo plazo como
el asma bronquial, hacen que el VRS sea un agente de suma importancia, que obliga a
implementar medidas de salud publica en la poblacidon susceptible. A pesar de lo mucho que
se ha avanzado en el conocimiento de las caracteristicas estructurales y genéticas del virus,
aun persisten interrogantes respecto de los mecanismos patogénicos y de los mecanismos de
respuesta inmune inducidos por el virus. Estas interrogantes no han permitido el total control
de las infecciones por VRS, tanto en el campo de la terapéutica (antivirales efectivos), como

en la profilaxis a través de vacunas.

El objetivo de este estudio fue comprender mejor el tipo de respuesta inmune que la infeccion
por VRS induce en el hospedero /n vivo. Para ello se comparo el perfil de respuesta inmune
celular y el perfil de citoquinas inducidas por la infeccidon por VRS segun la gravedad clinica de

la infeccion en lactantes chilenos susceptibles. Ademas, se analizé el genotipo de las cepas de



VRS aisladas, de manera de observar posibles asociaciones entre el genotipo viral, la

respuesta inmune inducida y la gravedad clinica del cuadro respiratorio.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

Los factores que inciden en la gravedad de la enfermedad por VRS se estudian
incansablemente desde la década de los afios 60s. Entre ellos se ha podido determinar que los
nacimientos prematuros, especialmente aquellos que evolucionan con displasia
broncopulmonar; las enfermedades cardiorrespiratorias crénicas y las condiciones de
inmunodeficiencia son factores que inciden en la evolucién grave de la enfermedad
respiratoria (Mejias et al, 2005). Sin embargo, los nifios aparentemente sanos y con un
desarrollo normal también pueden enfermar gravemente por VRS. Ademds de las
caracteristicas propias del virus, los estudios sugieren que el VRS es capaz de inducir una
respuesta inmune “exagerada” y mecanismos neurogénicos “anormales”. Este tipo de
respuesta inducida jugaria un papel significativo en la patogénesis de la enfermedad.
También algunas caracteristicas genéticas del hospedero y algunos marcadores inmunoldgicos
han sido correlacionados con la gravedad clinica de la enfermedad y con el mayor riesgo de
presentar una enfermedad aguda grave, fatal o con secuelas pulmonares a largo plazo,
incluso durante la vida adulta (Mejias et al, 2005). Los ejemplos mas frecuentes son el
desarrollo de asma bronquial y la hipersensibilidad de la via aérea a algunos alergenos en
nifios que tienen el antecedente de infeccion por VRS siendo lactantes. De estas
observaciones se desprenden dos lineas de estudio destinadas a identificar los factores que
influyen en la gravedad de la enfermedad por VRS. Por un lado, la variabilidad genética del

VRS y por otro, la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedero.

Virus Respiratorio Sincicial.

En paises de clima templado como Chile, la infeccidn por VRS se presenta como brote
epidémico anual durante el invierno entre mayo y septiembre. De acuerdo a nuestra
epidemiologia, el mayor nimero de hospitalizaciones por infecciones respiratorias agudas
bajas ocurren en forma paralela a los brotes epidémicos del VRS, que durante los meses frios
causan el 75% de las bronquiolitis y el 50% de las neumonias en menores de 2 afos,
concentrandose el mayor nimero de casos entre los 2 a 5 meses de edad. La principal via de
transmision viral es la via aérea, de persona a persona, a través de aerosoles o de secreciones
depositadas en fomites, donde el virus puede permanecer infectivo por algunas horas. El
periodo de incubacion es de 2 a 8 dias, la excrecion viral dura entre 1 a 11 dias en lactantes

hospitalizados y la enfermedad respiratoria aguda alcanza una duracion de 7 a 12 dias.



La primoinfeccion por VRS produce diversas manifiestaciones clinicas; desde una infeccion
asintomatica, una infeccion respiratoria alta leve hasta enfermedades respiratorias de curso
grave como es la bronquilitis y la neumonia grave de curso fatal (Hall CB.; Darville y
Yamauchi, 1998). La infeccion comienza con la replicacion del virus en el epitelio de la
nasofaringe y luego se disemina por el tracto respiratorio inferior - en 1 a 3 dias - a través
de las células del epitelio respiratorio, por deglucidn de las secreciones contaminadas o por los
macréfagos infectados (Hall CB.; Darville y Yamauchi, 1998; Collins et a/., 1996; Falsey y
Walsh, 2000). Como consecuencia de la infeccion se produce necrosis y descamacion del
epitelio de las vias pequenas, destruccion de cilios, edema y aumento de la producciéon de
mucus. Todos estos son fendmenos propios de la bronquiolitis con el consecuente aumento
del trabajo respiratorio, aumento de la resistencia de las vias aéreas, alteracion de la relacion
ventilacion/perfusion, etc.

El VRS pertenece a la familia Paramixoviridae, género Pneumovirus. Estructuralmente esta
constituido por una hebra de ARN de polaridad negativa de 15,2 Kb de longitud. Su cubierta
consta de una capsula de simetria helicoidal envuelta en un manto bi lipidico. Su material
genético contiene 10 genes que codifican un total de 10 proteinas. La estructura de VRS
contiene 3 glicoproteinas de transmembrana: la G, F y SH. Las glicoproteinas G y F, son los
principales inmundgenos del virus e inducen la produccidn de anticuerpos (Ac) neutralizantes.
La matriz viral consta de dos proteinas no glicosiladas: las proteinas M y M2; tres proteinas
asociadas a la nucleocapside: la nucleoproteina N, la fosfo proteina P y la polimerasa L; y dos
proteinas no estructurales: NS1 y NS2, presentes en muy poca cantidad al interior del virién,
pero que se acumulan dentro de la célula del hospedero (Cane, 2001; Avendaio et a/., 2003;
Collins et al., 1996).

La glicoproteina F (gpF) es una glicoproteina de transmembrana tipo I de 574 aminoacidos
(aa), muy conservada entre las distintas cepas del virus. Su funcién radica en facilitar la
entrada del virus en la célula hospedera e inducir la formacién de sincicios entre células
infectadas con células no infectadas, permitiendo la propagacion del virus entre las células del
epitelio respiratorio, provocando dafio vy lisis celular. Para llevar a cabo su funcién, requiere
ser activada y para esto utiliza una proteasa celular que corta la proteina precursora gpFo. La

eficiencia de este proceso podria relacionarse con la virulencia del virus dependiendo de la
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secuencia aminoacidica de la gpF (Carballal, 1998; Collins et a/, 1996). La fusion entre la
membrana celular y la envoltura viral permite la entrada de la nucleocapsula viral con su
material genético para que se inicie la replicacion viral propiamente tal; para esto, la
polimerasa viral se encarga de transcribir los diez RNA mensajeros que codifican para las
proteinas virales. Es importante sefialar que esta RNA polimerasa no corrige los errores
ocurridos durante la sintesis de los nuevos RNAs favoreciendo, de este modo, la variabilidad
del virus (Carballal, 1998; Collins et al., 1996). El proceso de replicacion viral determina lisis
celular, formacién de sincicios e induccién de la respuesta inmune que también participa en el
dano tisular (Cane, 2001; Avendafo et a/., 2003; Sullender, 2000).

La glicoproteina G (gpG) corresponde a una glicoproteina de transmembrana tipo II altamente
glicosilada, de 289 a 299 aa (Collins et al., 1996). Es la proteina de ubicacién mas externa en
la superficie del viridn y participa en la adsorcién viral, permitiendo la unién del virus a las
células hospederas del epitelio respiratorio. Esta glicoproteina es la mas variable dentro de la
estructura del VRS, pudiendo variar el 47% de sus aminodacidos (Johnson et al., 1987); esto
determina una alta variabilidad antigénica, la que estaria ademas aumentada por su alto
contenido de azucares. La alta variabilidad genética de la gpG ha permitido identificar
serogrupos y diversos genotipos del VRS.

El VRS presenta alta variabilidad antigénica en sus proteinas, especialmente en la proteina G.
De acuerdo a la antigenicidad de esta proteina, se distinguen dos serogrupos de VRS: A y B.
Cada serogrupo presenta variantes genémicas que permiten caracterizar al VRS también en
distintos genotipos, a través del analisis filogenético de la secuencia nucleotidica del gen de la
gpG. De este modo, inicialmente se reconocieron 5 genotipos entre los VRS serogrupo A y 4
genotipos entre los VRS serogrupo B. Sin embargo, en el Ultimo tiempo se han reconocido
nuevos genotipos como el argentino BA, los sudafricanos SAA1, SAB1, SAB2 y SAB3 y los
uruguayos URU1 y URU2 (Peret et al., 1998; Venter et al., 2001; Sato et al., 2005). Los VRS A
contienen una mayor variacion genética con respecto a los VRS B, pero en este segundo
grupo las diferencias antigénicas y genéticas son mas amplias (Johnson et a/., 1987). La
traduccion clinica y epidemioldgica de la alta variabilidad genética del virus ha sido objeto de
multiples estudios. Por ejemplo, algunos trabajos han observado una depuracion del virus mas

rapida en pacientes infectados por el serogrupo B, pero sin diferencias significativas en cuanto
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al requerimiento y tiempo de hospitalizacion por uno u otro grupo de VRS y tampoco respecto
de la necesidad de los cuidados intensivos y, o de ventilacion mecanica (Devincenzo, 2004).
Otros trabajos han logrado asociar el grupo A con mayor gravedad (Walsh et a/., 1997; Hall et
al, 1990) y otros el grupo B (Simoes, 1999; Hornsleth et a/., 1998). En el caso de Chile
circulan los dos serogrupos de VRS, habiendo un predominio de VRS A durante los brotes,
con un aumento de VRS B en los afos pares (Palominos et al., 2004). Durante el periodo
2001-2003, se estudiaron los genotipos circulantes en la poblacion chilena, encontrando una
mayor frecuencia del VRS GA5 en un 56% de los nifios estudiados, seguidos por el grupo BA
(19%), SAB3 (10%), GA2 (9%), URU1 (4%) y GB5 (1%) (Luchsinger, 2005). También existen
VRS capaces de infectar a animales como bovinos, ovinos, caprinos y aves como los pavos,
sin embargo estas no se transmiten al hombre (Mejias et al, 2005; Palominos y Avendanio,
2003).

VRS y respuesta inmune.

La diversa evolucién clinica de la primoinfeccién por VRS no se explica completamente por la
presencia de uno u otro genotipo de VRS. Desde la experiencia fallida con la vacuna
inactivada en la década de los afios 60, se estudia en forma ininterrumpida la enfermedad por
VRS, especialmente las formas graves de la infeccidn, con el objeto de entender su patogenia
y los factores que inciden en su evolucion y prondstico a mediano y largo plazo. En estos
estudios se ha descubierto la importancia de dos factores relevantes. Por un lado, se ha
asociado a algunos polimorfismos de ciertos genes humanos con una mayor predisposicién de
debutar con una enfermedad grave por VRS durante la primoinfeccion (Ramet et a/, 2000).
Por otro lado, la calidad de la respuesta inmunoldgica inducida por el virus seria distinta en los
individuos. Conocer como estos elementos influyen en la patogenia y evolucion de la
enfermedad, nos permitiria implementar terapias mas racionales, utilizar marcadores
prondsticos de gravedad y también estudiar futuras y mejores vacunas, que controlen esta

infeccion.

Durante los primeros dos meses de vida existe proteccidn parcial a la infeccion grave por VRS
por la actividad de los anticuerpos maternos (Ac) transmitidos pasivamente. Sin embargo,
estos Ac disminuyen gradualmente durante los primeros 6 meses de vida, quedando el

lactante menos protegido para enfrentar la infeccién por VRS, especialmente entre los 2 y 4
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meses de vida. Por esta situacién, en nuestro pais la autoridad tiene campanas de prevencion
durante los brotes epidémicos de VRS, todos los inviernos, con el fin de prevenir muertes por

VRS en este grupo de pacientes (Campafias de Invierno, MINSAL).

En otra linea de estudios, algunos autores han demostrado asociaciones entre una mayor
susceptibilidad de hacer una enfermedad grave por VRS vy ciertos polimorfismos genéticos de
diversos genes humanos. Por ejemplo, las proteinas del surfactante pulmonar (SP), que
constituyen la primera interaccion del virus con el sistema inmune innato y juegan un papel
muy importante en mantener la tension superficial alveolar, ademas de participar activamente
en los mecanismos de opsonizacion del patdgeno. Se ha observado que estas proteinas
secretadas a nivel alveolar, pueden favorecer una mayor susceptibilidad o mayor resistencia
de presentar enfermedad grave por VRS en aquellos individuos con determinados
polimorfismos genéticos para los genes que codifican las proteinas SP-A y SP-D del
surfactante pulmonar (Mejias et al, 2005; Ramet et al, 2000). Otras moléculas
fundamentales en la proteccidon de la infeccidon por VRS son las citoquinas. La expresion de
estas moléculas no solo dependen del patdgeno que induce la produccion de citoquinas, sino
también de la constitucion genética del hospedero. Se han estudiado diferentes polimorfismos
de los genes codificantes de citoquinas y para algunos de ellos se ha observado una fuerte
asociacion entre un determinado polimorfismo y la gravedad clinica de la enfermedad por
VRS. Hacking y colaboradores observaron que el aumento de la transcripcion de IL-8 en
algunos individuos se asociaba a una mayor susceptibilidad de presentar una enfermedad
grave por VRS y que este aumento de la quimioquina se relaciona con un determinado
polimorfismo del gen de IL-8. También se han encontrado otros polimorfismos que se asocian
a enfermedad grave por VRS en los genes de IL-4, IL-9, IL-10 y TNF-a, entre otros (Hacking
et al., 2004; Openshaw y Tregoning, 2005).

Desde hace varios afios se discute el papel de la respuesta Thy y Thy en la evolucién clinica

de la enfermedad causada por VRS. En algunos individuos se produciria un desbalance de la
respuesta de linfocitos CD4 inducida por el virus, que influiria negativamente en la evolucién
de la enfermedad. En individuos con enfermedad grave predominaria la respuesta efectora

tipo Thy sobre la respuesta Thq, comparado en general con el tipo de respuesta esperada

para las infecciones virales, donde predomina la respuesta Thy. Este desbalance entre ambas
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respuestas efectoras se observo por primera vez en la década de los afios 60s, cuando se
introdujo la vacuna Anti-VRS no infectiva, inactivada en formalina. La aplicacion de esta
vacuna provoco una enfermedad mas grave y de mayor mortalidad en lactantes vacunados
desafiados naturalmente al virus silvestre que los nifios controles no vacunados. Esto
determind la discontinuacion de estos estudios y de la vacuna. A raiz de estos eventos, a lo
largo de los afos siguientes se han realizado diversos estudios in vitro y en animales que
tratan de comprender el fendmeno deletéreo que produjo la vacuna. Entre ellos, se han
estudiado perfiles de citoquinas, habiéndose demostrado un predominio de citoquinas del tipo

Thy con una disminuida produccion de IFN-y (Mejias et al., 2005), producto insigne de la
respuesta Thy. Esto fue corroborado en estudios /7 witro con células periféricas

mononucleares las cuales fueron infectadas con VRS y adenovirus; frente a este Ultimo hay
una respuesta con INF predominante a diferencia de VRS que responde con mayor produccién
de IL-10 (Fernandez et al, 2005). Diferencias similares fueron encontradas con otras
citoquinas, como la produccion de IL-6, una citoquina proinflamatoria, propia de la respuesta

TH>, donde sus niveles fueron mayores en adenovirus (Kawasaki et al., 2002).

Lo anterior también se observa en otros estudios que han dado diferencias en los patrones de
citoquinas secretados por células mononucleares de adultos y lactantes. La respuesta de las
células mononucleares de los recién nacidos en el dia 5 post-infeccion mostrd niveles
detectables de citoquinas en el siguiente orden: IL-6 > TNF-a > IL-10 > IFN-y > IL-12. La
respuesta fue evidente ya en el primer dia post-infeccidon, excepto en los niveles de IFN-
gamma, el cual no fue detectable en el primer dia. No se detectaron niveles de IL-2, IL-4, IL-5
e IL-13 en el primer dia. Los niveles de citoquinas de la respuesta inmune innata fueron
mayores en neonatos que en adultos. Sin embargo, los patrones de citoquinas de la respuesta

adaptativa fueron mayores en las células de los adultos (Krishnan et al., 2003).

Un ejemplo clasico del desbalance en la produccidon de citoguinas en la respuesta inmune

frente al VRS es el caso del IFN-y, clave en el equilibrio Th1/Thy esperado. Con una baja
produccién de IFN-y, el perfil de citoquinas Thy predomina y persiste, lo cual favoreceria la

respuesta de tipo alérgica que muestran estos pacientes con una marcada eosinofilia
pulmonar (Openshaw, 2002). Es importante sefialar que el desarrollo del sistema inmune es
lento en el periodo prenatal, comparado con la rapidez que adquiere al final del embarazo y
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durante los primeros meses de vida. Junto con esto se ha demostrado una mayor tendencia

de responder a través de la via de respuesta tipo Thy durante este periodo del desarrollo

(Openshaw, 2002). En efecto, se ha encontrado por ejemplo una hipermetilacion en la regién
del gen de INF-y en neonatos que afectaria la eficiencia de transcripcion del este gen
(Openshaw y Tregoning, 2005), explicando de alguna manera la baja producciéon de INF a esa
edad.

En relacion a la respuesta inmune celular, que posee un papel crucial en la evolucién de la
enfermedad, se ha observado que la disminucion de células CD4" reduce la gravedad de la
enfermedad, por un lado, y por otro, las células CD8* inhiben la eosinofilia producida por las

células Thy. Trabajos sobre células CD4" VB14", que corresponden a linfocitos helper que

expresan en su TCR la cadena V14 correspondiente a una familia de cadenas variables (3 del
TCR, tienen una alta asociacién con el dafio pulmonar. También es posible que la proteina G
se comporte como una proteina slper antigeno para esta subpoblacion de linfocitos. Por su
lado la subpoblacion CD8*, citotdxica, se caracteriza por ser una poblacion que elimina al
virus, pero si su actividad aumenta significativamente puede exacerbar la enfermedad
(Openshaw y Tregoning, 2005). Esto Ultimo ha sido comprobado en modelos animales, en los

cuales se observa un sindrome agudo de distress respiratorio, habitualmente de curso fatal.

Por lo tanto, podemos decir que los estudios en general proponen 3 afirmaciones que
explicarian la gravedad de la enfermedad causada por VRS desde el punto de vista
inmunoldgico: a) una predisposicién genética frente al virus, b) una respuesta adaptativa

ineficiente y c) una respuesta adaptativa con direccion Thj.

En definitiva, diversos factores se relacionarian con la gravedad clinica de VRS: por un lado el
virus, cuyo papel no esta claramente establecido debido a resultados contradictorios; el
hospedero en el cual algunos polimorfismos de genes -como los del surfactante pulmonar- lo
predispondrian a enfermar gravemente; y por Ultimo, la respuesta inmune que el hospedero
es capaz de instaurar al interactuar con el virus. En el presente estudio hemos evaluado los
genotipos virales involucrados en los brotes y la respuesta inmune celular de los individuos

primoinfectados por VRS al inicio de la infeccion. Estas dos evaluaciones las hemos asociado a
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dos diferentes evoluciones clinicas de la enfermedad: una evolucién grave y una evolucion

leve de la infeccion.
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HIPOTESIS

La gravedad de la primoinfeccién por VRS en lactantes menores de 1 afio se asocia a un

perfil de respuesta Thy disminuido y no al genotipo viral.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el perfil de la respuesta inmune celular en lactantes hospitalizados por
primoinfeccidn respiratoria aguda baja por VRS adquirida en la comunidad en relacién a la

gravedad de la enfermedad y al genotipo viral involucrado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Evaluacion Inmunoldgica del hospedador

Comparar el perfil de subpoblaciones de los linfocitos T, de citoquinas Thy y Thy y de

quimioquina en sangre periférica entre lactantes menores de un afio hospitalizados por
primoinfeccidon respiratoria aguda baja por VRS adquirida en la comunidad que

presentan una evolucion grave, una evolucion leve o moderada y controles sanos.

b) Evaluacion Genética del Virus.
Identificar los genotipos de VRS involucrados en la primoinfeccion respiratoria aguda
baja adquirida en la comunidad en lactantes menores de un afio hospitalizados que

presentan una evolucion grave y una evolucion leve o moderada.
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MATERIAL Y METODOS.

Pacientes.

Se estudiaron lactantes menores de un afio, hospitalizados por primoinfeccidon respiratoria
aguda por VRS adquirida en la comunidad en el Hospital Roberto del Rio durante los meses de
Junio 2005 a Septiembre de 2006. La primoinfeccidn respiratoria aguda por VRS se caracteriza
por un cuadro de fiebre, coriza, tos, disnea, taquipnea, distress respiratorio, signos clinicos de
condensaciéon pulmonar asociada o no a obstruccidon bronquial, cuyo diagnostico especifico de
infeccidon por VRS haya sido realizado mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), aislamiento
viral en cultivos celulares y, o reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) en tiempo real, en una

muestra obtenida en un periodo igual o menor a 72 horas de evolucion intrahospitalaria.

Criterios de inclusion. Lactantes menores de un afo que se hospitalizan en su primer evento
de IRAB (infeccion respiratoria que compromete bajo la carina) adquirida en la comunidad. El
enrolamiento de los pacientes se hizo en un periodo igual o menor a 72 horas de hospitalizacion

(los periodos de incubacién para VRS varian entre 3 y 5 dias).

Criterios de Exclusion. Lactantes menores de un afo prematuros, inmunodeprimidos, con
afecciones cardiorrespiratorias (cardiopatia congénita, miocardiopatia, etc.), sindrome bronquial
obstructivo recidivante, asma bronquial, fibrosis quistica, displasia broncopulmonar y con
antecedentes de hospitalizaciones previas por infecciones respiratorias agudas y/o ventilacion

mecanica.

Controles. Lactantes menores de un afio sin antecedentes de hospitalizaciones previas.
Corresponden a lactantes que acuden a un control sano o que son hospitalizados en servicios de
cirugia del Hospital Roberto del Rio, durante los meses de Diciembre a Marzo de 2006 (meses de
baja frecuencia de IRAB, especialmente de etiologia viral) sin patologia infecciosa, que requieren

de cirugia electiva.
Consentimiento informado. Previa informacidn a los padres por escrito de las implicancias

del estudio se solicitd su consentimiento, segin normas aprobadas por el Comité de Bioética de

la Facultad de Medicina y del Area Norte de Santiago.
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Toma de muestras:

De cada paciente se extrajeron dos muestras, sangre periférica y aspirado nasofaringeo (ANF).

A) Sangre con EDTA para:
. Citometria de flujo: 1 ml de sangre entera.
. Determinacion de Citoquinas: 10 alicuotas de suero de 125 ul cada una.

Manejo de la muestra: se tom6 5 ml de sangre en tubos K3-EDTA, procedimiento efectuado

por personal calificado del programa de virologia. 1 ml de ella se colocé en un tubo Eppendorf,
a temperatura ambiente bajo campana de flujo laminar, para su posterior andlisis mediante
citometria de flujo. Los ml restantes se centrifugaron a 2.000 r.p.m. por 20 minutos para
obtener el plasma, el cual se extrajo bajo campana y se dividié en alicuotas de 125 ul que se
mantuvieron a -80°C, hasta la determinacion de las citoquinas mediante ensayos

inmunoenzimaticos (ELISA).

B) ANF:

Aislamiento viral: 0,5 ml de la muestra PCR: 0,5 ml de la muestra
IFI: 0,5 ml de la muestra Genotipificacion viral

Manejo de la muestra: Se tomd una muestra de ANF en 4 ml de medio de Hanks, por
personal calificado del programa de virologia. Esta fue transportada al laboratorio de virologia
en frio a 4°C y procesada de inmediato. La mitad de la muestra se centrifugd a 2.000 r.p.m.
por 20 minutos para sedimentar las células en las cuales se realizd la inmunofluorescencia
indirecta (IFI). Del sobrenadante, 0,5 ml se inocularon en un cultivo de células Hep-2 para el
aislamiento viral, (procedimientos hechos por personal calificado). El resto de la muestra se
dividid en alicuotas de 1 ml con 500 ul de solucidon chomczynski con fenol (Winkler) y fue
guardada a -80°C, hasta que se realizd la técnica de transcripcidén reversa y la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR), después de lo cual se procedio al proceso de genotipificacion

viral.

Evaluacion Clinica de los pacientes.

Los pacientes fueron enrolados y en una ficha personal se registraron datos clinicos como
presencia de: fiebre, tos, disnea, taquipnea, distress respiratorio, signos clinicos de
condensacidon pulmonar asociada, obstruccion bronquial, etc.; parametros de gravedad como
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necesidad y duracidn de hospitalizaciéon, ya sea basica, en UCI o en cuidados intermedios.
También se registro los requerimientos de oxigeno, mayor fraccion inspirada de oxigeno (FIO2),
duracién de la hospitalizacion, la necesidad de re-hospitalizacion por complicaciones derivadas
de la infeccion por VRS y eventos de muerte.

La construccion de los grupos de gravedad se hizo por médicos pediatras, especialistas en
enfermedades infecciosas y broncopulmonares. Ellos construyeron un sistema de puntaje para
evaluar la gravedad clinica que los pacientes alcanzaron a lo largo de toda la evolucion de la
enfermedad. El puntaje considera la hospitalizacion de un nifio con VRS, el tiempo de
hospitalizacion, la necesidad de oxigeno del paciente, el tiempo y modo en que se administra el
oxigeno y la maxima concentracion de oxigeno que recibid el lactante durante su
hospitalizacion. Se definid que individuos con puntajes iguales o mayores a la mediana obtenida
(7 puntos) eran pacientes que habian presentado una evolucidén grave, mientras que aquellos
con puntajes inferiores a la mediana (7 puntos) correspondian a pacientes con enfermedad leve
o moderada. Aplicando la correlacién lineal de Pearson a los puntajes obtenidos por ambos
grupos se obtuvo una diferencia significativa entre ambos grupos (p= 0.0000157).

El detalle de los criterios de gravedad utilizados se presenta en el Anexo 1.

Inmunotipificacion mediante citometria de flujo.

La Citometria de flujo (CMF) es una técnica sencilla que se aplica en la rutina diaria de muchos
laboratorios clinicos y de investigacion, puesto que proporciona resultados de forma rapida y
que pueden ser aplicables al diagndstico. Gracias a su gran especificidad esta metodologia
permite de distinguir entre células diferentes, y puede detectar una poblacién celular en una
muestra en la que predominan otras poblaciones celulares. La principal caracteristica de la CMF
es que puede ofrecer informacidn simultanea de varios parametros distintos en cada una de las
células analizadas y compara los parametros entre distintas células. Permite el andlisis de dos
parametros de dispersiéon, SSC/FSC (granularidad/tamaiio) y tres de fluorescencia (en equipos
con un solo laser): FL1, FL2 y FL3, y de una cuarta fluorescencia en equipos con dos lasers
(Pucciarelli, 2005).

Con la sangre extraida de 75 paciente infectados por VRS y 19 controles se efectud un

hemograma y con 1 ml de sangre total, transportada a temperatura ambiente al laboratorio de
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Inmunologia de la Universidad de los Andes, se procedi6 al analisis de esta a través de CMF el

mismo dia de su extraccion.

El protocolo seguido en este analisis fue: Para cada muestra se necesitd 12 tubos falcon, en
cada tubo falcon se agregd 40 ul de sangre y 40 ul de PBS (Buffer fosfato Salino, pH 7,4;
Dulbecco 's), luego se adicionaron Anticuerpos Monoclonales (Anexo 2) segln la distribucion
mostrada en el Anexo 3. Se homogenizd6 cada tubo y se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Posterior a la incubacion se agregé 4 ml
de reactivo de lisis (Compuesto por: NH,Cl, KHCO3;, EDTA y H,0) a todos los tubos para eliminar
glébulos rojos y dejar solo células blancas, se cubrieron con parafilm para homogeneizarlos bien
y luego fueron incubados por 15 minutos en oscuridad. Se realizaron 2 lavados con 4 ml de
PBS, seguidos de centrifugacién de 6 minutos a 1600 r.p.m. por 2 veces (Centrifuga TC6 Sorval)
eliminando el sobrenadante entre cada centrifugacion cuidando de no dejar caer el pellet.
Finalmente, se agregaron 600 ul de Paraformaldehido (Sigma) 2 %/PBS vy se refrigeraron a 4° C

hasta su lectura en el citometro de flujo Coulter Epics-XL (dentro de las 12 horas siguientes).

En primera instancia se selecciond de acuerdo a tamafio y granularidad celular la poblacién
linfocitaria que se deseaba estudiar (poblacion de baja granularidad). En una segunda eleccion
las células a estudiar se seleccionaron de acuerdo a granularidad y la emisidn de fluorescencia
especifica de la poblacidon que se desea estudiar (Ej.: en el caso de subpoblaciones linfocitarias
se selecciond aquellas células con baja granularidad y que presentaban el marcador CD45).
Luego se observaron las diferentes fluorescencias en un grafico de puntos dividido en 4
cuadrantes que resultan de la interpretacion de los histogramas que va dejando la agrupacion
de las células segun la presencia de una, dos o ninguna fluorescencia (fl). De este modo se
puede interpretar los valores de fluorescencia para cada evento y sus combinaciones positiva
fl1-negativa fI2; negativa fl1-positiva fl2 y asi sucesivamente. Los resultados fueron entregados
en forma de porcentajes (el 100% corresponde al total de eventos en el grafico). Se estandarizd
el analisis a un total de 5.000 eventos por muestra. Una vez hecha la adquisicion en el
citdmetro los graficos de puntos fueron contrarrestados con los histogramas de la adquisicién y
segun los inicios y términos de las poblaciones en el histograma correspondiente, se ubicaron
los cuadrantes para diferenciar las poblaciones. Para verificar que la lecturas y las posiciones de

los cuadrantes fueran correctas en el caso de las subpoblaciones linfocitarias se comparaban
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lecturas con los otros tubos, es asi como por ejemplo en el caso de la poblacion CD3*CD4" del
tubo 1 esta era comparada con la poblacion CD3*CD8  del tubo 2. En el caso de los otros
marcadores (RA-RO, CD25, HLADR y marcadores NK), el cero se ajustd a un tubo que contenia
solo marcador de la poblacién buscada, es asi como por ejemplo en el caso de CD25*CD3" el

cero se ajustd con un tubo que contenia solo el marcador CD3.

Los resultados se registraron en una planilla Excel, incluyendo los valores porcentuales para
cada marcador, obtenidos directamente en el caso de las subpoblaciones linfocitarias y en el
caso de los marcadores de activacion, tras la sustraccion de valor alcanzado en el tubo blanco
(sin el marcador). Con esta planilla en porcentaje se calcularon los valores absolutos en todos

los pacientes que disponian de recuento de linfocitos en el hemograma.

Desde el punto de vista inmunoldgico, los lactantes menores de un afio tienen un sistema
inmune inmaduro en desarrollo y muestran una alta dispersién en el nimero de sus células
inmunes circulantes. Es por ello que incluimos en el andlisis de las poblaciones linfocitarias,
ambos recuentos celulares, sus valores absolutos y sus valores porcentuales. Esto nos permitid
confirmar o rechazar tendencias cercanas a diferencias significativas, en las comparaciones que

realizamos con los valores absolutos.

Determinacion de Citoquinas.
La determinacion de citoquinas contd con plasma de 78 pacientes y 26 controles sanos los

cuales fueron tomados al azar para completar la planilla de sembrado de cada ELISA con 80
sueros entre controles y pacientes. El orden de la siembra para cada ELISA fue hecho al azar,
intentando repetir en cada cuantificacién la misma cohorte de muestras segun la disponibilidad
de suero de cada paciente. Las muestras fueron colocadas en cajas para criotubos que fueron
transportadas en un caja de plumavit con hielo seco, con mas de un dia anticipaciéon de hacer el
Kit, al laboratorio de inmunologia de la Universidad de los Andes, una vez llegado a destino se

volvieron a guardar a -80°C.

Se estudiaron las siguientes citoquinas: INF-y y TNF-a, citoquinas sintetizadas principalmente

por la subpoblacion de Linfocitos T Helper 1; IL-6, IL-13 e IL-10, citoquinas sintetizadas
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principalmente por la subpoblacion de Linfocitos T Helper 2; IL-8 que corresponde a una

quimioquina; e IL-17 citoquina sintetizada por la subpoblacion de linfocitos T Helper 17.

Su determinacion se realiz6 mediante “Kits” ELISAs comerciales de la marca Biosource®
importados por la empresa Bioschile, en el caso de: TNF-a, con un minimo de deteccién de 0,09
pg/ml (nimero de catdlogo KHC3014; kit ultrasensible); IL-6 con un minimo de deteccién de
104 fg/ml (nimero de catdlogo KHC0134); IL-13, con un minimo de detecciéon de 0,5 pg/ml
(nimero de catdlogo KHC0134; kit ultrasensible); IL-10, con un minimo de deteccién de 0,2
pg/ml (nimero de catalogo KHC0104; kit ultrasensible); e IL-8, con un minimo de deteccion de
100 fg/ml (nimero de catdlogo KHCO083; kit ultrasensible) todos ELISA Sandwich. En el caso de
INF-y e IL-17 su determinaciéon fue hecha por “Kits” ELISA de la marca R&D Systems (INF-y
numero de catalogo DIF50 con un minimo de deteccion de 8 pg/ml e IL-17 nimero de catalogo
D1700 con un minimo de deteccion de 15 pg/ml) ambos correspondientes a ELISAs directos.
Estos “Kits” proveen todos los reactivos. Los protocolos usados fueron especificos para cada
“Kit” y son detallados por el fabricante a través de un manual con todas las especificaciones

técnicas de cada kit (sensibilidad, protocolo, desviacion estandar, etc.).

Determinacion de TNF-a:

El método utiliza un kit ultrasensible en el cual su curva de calibrado va de 0 a 32 pg/ml siendo
su limite de deteccion 0.09 pg/ml. Se llevo el kit a temperatura ambiente mientras se
descongelaban las muestras también a temperatura ambiente. Se reconstituyd el estandar a
380 pg/ml se mezcl6 suave y se dejé por 10 minutos hasta su completa reconstitucion, luego
partiendo de él se construyd la curva de calibrado de forma seriada. Se abrié la placa, se agrego
50 ul de buffer de incubacién a todos los pocillos, a continuacién se agregd 50 ul de diluyente
buffer del estandar a los pocillos donde se sembraron las muestras y se comenzd a sembrar,
primero 100 ul de los estandares de la curva de calibrado (se hizo en duplicado en las dos
primeras columnas) y 50 ul de plasma de los pacientes; luego se agregé 50 ul de Ac anti-TNF-a
biotinilado (primer anticuerpo) en todos los pocillos, se cubrié e incubd 2 horas a 37°C. Se lavo
la placa 4 veces con la solucion de lavado proporcionada por el Kit agregando solucién de
lavado en los pocillos, mezclando, descartando el liquido y finalmente golpeando suavemente la
placa contra una toalla absorbente. Se agregd 100 ul de la streptavidina-HRP a todos los

pocillos (se prepard siguiendo las indicaciones del inserto, minutos antes de agregarlo;
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corresponde al segundo anticuerpo anti-Ac anti-TNF-a con la enzima peroxidasa en su extremo)
y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Se hizo un segundo lavado
exactamente igual al anterior. Luego se agregd 100 ul de cromdgeno estabilizado (solucién que
es catalizada por la enzima; tetrametilbenzidina) a todos los pocillos, notando inmediatamente
como se tornaban de color azul los en los pocillos. Se incubd en oscuridad y fue seguida la
reaccion visualmente. Cuando la curva de calibrado estuvo totalmente desarrollada en un
intervalo de alrededor de 25 minutos se detuvo la reaccién con 100 ul de la solucion de

detencién (H,SO4). Se leyo la placa a 450 nm inmediatamente.

Los datos arrojados por el lector de ELISA fueron llevados y ordenados en una planilla Excel.
Con las densidades Opticas de la curva y su duplicado se sacd un promedio el cual fue puesto
en un grafico de dispersion en el eje de las X y en el eje Y la concentracion de la interleuquina
correspondiente a cada lectura. Se construyd una linea de tendencia con un r> mayor a 0.99 de
tipo lineal y con la formula de la recta entregada se calcularon las concentraciones en las
muestras. En el caso de lecturas en las muestras por sobre 1,8 de D.O. se construy6 una curva
de tipo polinomial de orden 2 o segun la necesidad de ajuste hacia el cero en lecturas muy
bajas. Con los grupos de gravedad se hicieron comparaciones de tipo Pacientes vs Sanos,
pacientes Graves vs nifios Sanos, pacientes Leves vs nifios Sanos, pacientes Graves vs pacientes

Leves.

Analisis filogenéticos del VRS

Los métodos descritos fueron realizados en las dependencias del Programa de Virologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile e incluyen la obtencién del DNA
complementario (DNAc) del VRS, la amplificacion del gen G, la determinacion de la secuencia

nucleotidica y los andlisis filogenéticos.

Extraccion RNA: A cada alicuota de ANF, guardada con Chomczynski — fenol a -80°C, tras su
descongelacion se le agregd 200 ul de cloroformo. Tras incubarse por 3 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd por 15 minutos a 14.000 rpm en 4°C (centrifuga Biofuge). La fase
sobrenadante se transfirid6 a un tubo Eppendorf que se incub6é con 500 ul de isopropanol al
100% vy 1 ul de glicdgeno por 10 minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion

se descartd el sobrenadante y el sedimento se lavé con 1 ml de etanol 75% frio, se centrifugd
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por 2 minutos a 14.000 rpm a 4°C (centrifuga Biofuge), se descartd el sobrenadante y se
mantuvo a 37°C por 20-30 minutos. Se resuspendio en 20 ul de agua estéril con inhibidor de

RNAsa (20 U/ul). Finalmente se calentd a 57°C por 10 minutos y se almacené a -80°C.

RT-PCR: A partir del RNA viral extraido se obtuvo el DNA complementario por transcripcion
reversa con el partidor F844 (400ng/ul) (Anexo 4). El protocolo usado para cada muestra fue:
200 U de transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (M-MLV, Promega®); solucién
Buffer PCR 5X; 1mM de una mezcla de dNTP (Promega®), 2 0 U de inhibidor de RNAsa
(Promega®); 5 ul de RNA y agua libre de nucleasas (Promega®) hasta completar un volumen de
20 ul. La mezcla se incubdé a 37°C por 60 minutos y luego a 95°C por 5 minutos en un

termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer®).

Posteriormente, se amplificdé un fragmento del gen que codifica para la glicoproteina G del
manto del virus, que incluye su regidon mas variable (regidn externa de la glicoproteina), con los
partidores especificos FV (-) y GAB (+) (Anexo 4). El protocolo usado fue: Solucion Buffer PCR
Invitrogen® 10X; MgCl2 (1,5mM); 1 ul de una mezcla de dNTP a 20mM; 2 unidades de Taq DNA
polimerasa platinum (Tinvitrogen®); 50 pmoles de cada partidor; 10 ul de DNA complementario;
y agua libre de nucleasas hasta completar 100 ul. La reaccién se realizd en un termociclador
convencional GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer®) con el siguiente programa: 94°C por
5 minutos, luego 35 ciclos de: 94°C por un minuto, 55°C por un minuto, 72°C por un minuto, y
extension a 72°C por 10 minutos. El tamano de la banda esperada era de 653 pb en los VRS del
grupo A y 656 pb en los VRS del grupo B, los que se detectaron en un gel de agarosa al 1,5%,
cargando 10 ul del producto PCR con 2 ul de solucién de carga. Los amplificados observados de
gran intensidad se purificaron con columnas de purificacién (FavorGen®), segln instrucciones
del proveedor. La estimacidon de la masa se realizd en relacion al marcador de masa de DNA
estandar (Winkler®), en un gel de agarosa al 1,5% cargando 5 ul del producto purificado mas 2

ul de solucion de carga.

Los amplificados de cantidad insuficiente se sometieron a una PCR semianidada con los
partidores GAB y F1AB (Anexo 4), con el protocolo anteriormente descrito. Esta vez la banda
esperada fue de 489 pb para los VRS A y 492 pb para los VRS B. Aquellos con masa estimada

adecuada, se purificaron, ya sea directamente en la solucion de PCR o, si se observaban
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bandas inespecificas, a partir del gel de agarosa, con un kit de purificacion (FavorGen®). Tras la
purificacién, los amplificados se enviaron a los laboratorios Macrogen Korea para la

determinacion de las secuencias nucleotidicas con los partidores F1AB y GAB (5 pico moles/ul).

Analisis filogenéticos: Los cromatogramas resultantes fueron editados con el programa
BioEdit®. Se definid el grupo, A o B, utilizando las secuencias localizadoras correspondientes
(aaaaaagtc para VRS A y aaaagaga para VRS B). Las secuencias de 270 nucledtidos, que
corresponden a la segunda region variable del gen G, se alinearon con 116 secuencias de
referencia de VRS A y con 95 secuencias de referencia de VRS B publicadas en GenBank, a las
que se agregaron secuencias chilenas de afios anteriores (comunicacion personal). La alineacion
fue hecha con el programa Mega 3.1 con la opcién de alineamiento ClustalW, en el caso de
VRS A, usando los siguientes parametros: Gap opening penalty=10, gap extension penalty=0,2,
Transition Weight=0,5 y delay divergent Gaps=30%. Para las secuencias del VRS B, el
alineamiento se realizd6 manualmente en el mismo programa. Los arboles se obtuvieron con 139
secuencias de VRS del grupo A, y 124 del B en el mismo programa Mega 3.1, aplicando los
métodos de distancia del vecino mas proximo (Neighbor Joining,N-J) con el método de Kimura
de 2 pardmetros y de maxima parsimonia (MP). Para verificar la division de las ramas del arbol
se realizaron remuestreos (bootstrap) con 500 replicas.
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Analisis Estadistico.

La estadistica de este trabajo se hizo en el programa SigmaStat versién 3.1.

Se utilizd T test o Mann-Whitney para datos paramétricos, segin correspondieran los datos a
una distribucién normal o no, para comparar edad entre los grupos de pacientes, dias de
hospitalizacion, dias de oxigeno y % de FIO2 maximo; en el caso de los criterios ingreso a UCI y

ventilacién mecénica se usd el método para datos no paramétricos x> con una correccién Yates.

Los resultados obtenidos en la Citometria de flujo y la determinacién de citoquinas se analizaron
a través del método estadistico para datos paramétricos ANOVA para la comparacién entre los
grupos de evolucion graves, leves y controles sanos, y para la comparacion del total de
pacientes infectados con VRS y controles sanos se us6 los métodos para el analisis de datos
paramétricos T test o Mann-Whitney segln correspondan los datos a una distribucién normal o

no.

Los andlisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas obtenidas del gen G se realizd
utilizando programas de tipo Bio-informaticos (BioEdit® y MEGA 3.1). La comparacion con otras
secuencias ya descritas, por los métodos de maxima parsimonia y N-J, permite establecer el
genotipo correspondiente. La significancia de un genotipo u otro asociado a gravedad se evalud
mediante 1.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los pacientes

Se incluyd un total de 102 pacientes infectados con VRS al estudio. De ellos, 83 fueron
evaluables para este estudio. El resto de ellos no fue incluido debido a que no se confirmo el
diagnostico de infeccion por VRS en el laboratorio o porque la muestra fue insuficiente para

realizar el estudio de los marcadores que se presentan.

La distribucion por edad y género de los casos VRS positivos y de la poblacion control se
presenta en el cuadro 1. No se observaron diferencias de género, pero si en la edad. En los

controles la mediana alcanzé los 5 meses, mientras que en los casos solo 2 meses (p=0,003).

La distribucion de los pacientes VRS positivos de acuerdo a los criterios de gravedad definidos
en el estudio se observan en el cuadro 2. La distribucién de los pacientes fue homogénea y
cada uno de los indicadores empleados fue capaz de distinguir de manera significativa a los
pacientes con enfermedad grave por VRS, de los pacientes con enfermedad leve o moderada.
Entre ambos grupos de lactantes con VRS no observaron diferencias de edad (p=0,931) y

género.

Inmunotipificacion de las subpoblaciones linfocitarias.

La inmunotipificacion de las subpoblaciones linfocitarias se realizd en 75 de los 83 pacientes
VRS positivos evaluables en primera instancia, 37 graves y 38 leves. En 8 casos la muestra fue
insuficiente o no se dispuso del hemograma necesario para conocer el recuento absoluto de
linfocitos. De la misma manera, de los 26 lactantes sanos que se enrolaron, en solo 19 fue
posible evaluar las subpoblaciones linfocitarias (cuadros 3a y 3b). El analisis de los valores
absolutos fue la principal referencia, pero debido a que los lactantes menores de un afio
presentan una alta dispersion en sus poblaciones celulares, también se considerd el analisis de
los valores porcentuales en todos los marcadores utilizados. De esta manera podemos verificar
o descartar las tendencias observadas que pudieron alcanzar diferencias significativas o también

identificar tendencias que no se manifestaron en valores absolutos.

La comparacion de los valores absolutos y porcentuales para las subpoblaciones linfocitarias
estudiadas no mostro diferencias significativas entre los pacientes VRS positivos y los controles

(cuadros 3a y 3b). Sin embargo, en la subpoblacion de linfocitos inmaduros (células CD4"CD3")
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los pacientes infectados con VRS muestran valores absolutos y porcentuales menores que los
controles sanos (p= 0,06; graficos 1y 2), pero esta tendencia no alcanza a ser significativa para

ninguno de los valores analizados.

Al comparar los valores absolutos de los pacientes VRS positivos que tuvieron una evolucion
grave con los controles sanos y los pacientes con enfermedad leve o moderada podemos
observar que los primeros presentan recuentos de linfocitos T (LTCD3*) por debajo de las
medianas de los otros 2 grupos de individuos, pero no de manera significativa (p=0.069);
(cuadro 3a y grafico 3). Esta diferencia no se verifica en el analisis de los valores porcentuales.
En relacidn a la poblacion de linfocitos citotoxicos/supresores (LTc/s, CD3*CD8*), en los
pacientes graves esta subpoblacion linfocitaria es significativamente menor que en controles y
pacientes con evolucién leve (p=0,03), (cuadro 3a y grafico 4). Esta disminucién, aunque no
significativa, también se observa en el analisis de los valores porcentuales (cuadro 3b). La
disminucion de esta subpoblacién en particular, explica, de cierto modo, la tendencia a la
disminucion del recuento total de linfocitos T observada en los pacientes graves. Finalmente
cabe destacar la poblacion de linfocitos T helper (LTh; CD3*CD4"); en esta no se alcanza a
visualizar una tendencia clara en los resultado obtenidos. Sin embargo, en el grupo con
infeccion leve los valores absolutos muestran una mediana considerablemente mayor que en el

grupo de pacientes graves y muy similar al grupo control (cuadro 3a y grafico 5).

Inmunotipificacion de linfocitos virgenes o naive, de memoria y activacion.

De los 83 lactantes enrolados en este estudio, la evaluacion de esta poblacién de linfocitos se
completd entre 70 y 63 lactantes con infeccion por VRS y en 19 de los 26 controles. En los
cuadros 4a y 4b se analizan los valores absolutos y porcentuales de los linfocitos virgenes
(CD45RA*CD45R0O), linfocitos recién activados (CD45RA"CD45R0™) y linfocitos de memoria
(CD45RA'CD45R0O™). Ademas se incluyen subpoblaciones de linfocitos T activados (células CD3*
CD25" y células CD3"HLADR™).

Tanto en los recuentos absolutos, como en los valores porcentuales de la poblacidn de linfocitos
virgenes no se observan diferencias entre los pacientes VRS positivos y los controles (p= 0.764
y p= 0.561 respectivamente), como tampoco en el andlisis realizado de acuerdo a la gravedad

clinica de los individuos estudiados (p= 0.085 y p= 0.617 valores absolutos y porcentuales
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respectivamente). En linfocitos recién activados (células RA*RO*), pero que aun no han
alcanzado las caracteristicas fenotipicas de un linfocito de memoria tampoco se observan
diferencias significativas. Respecto a los linfocitos de memoria (CD45RA'CD45RO"), los
recuentos absolutos de los pacientes VRS positivos muestran valores muy inferiores a los
valores observados en los controles. Estos bajos recuentos, que no alcanzan una diferencia
significativa (p= 0.077) se verifican con el andlisis de los valores porcentuales (p= 0.012). Al
analizar de acuerdo a la gravedad de los pacientes, la diferencia se produce entre los pacientes
graves y los controles. En efecto, los pacientes graves muestran valores absolutos (p= 0.017) y
porcentuales (p= 0.024) que resultan significativamente menores que los controles sanos, que
se traduce en una mayor inmadurez en esta poblacion (cuadros 4a y 4b, graficos 7 y 8).

El analisis de los linfocitos T activados donde hemos distinguido 2 subpobaciones, CD3*CD25" y
CD3*CDHLADR", la situacion no es homogénea. No se observan diferencias para la
subpoblacién CD3"HLADR®, pero si en los linfocitos T que expresan CD25*. Estas células se
encuentran significativamente aumentadas en pacientes con VRS en comparacion con los
controles mostrando una alta tendencia en valores absolutos (p= 0.057) y claramente
significativos para los valores porcentuales (p= 0.01). Es interesante destacar que las
diferencias observadas y la mayor expresion de estas células, al valorar los recuentos absolutos,
se concentra en los pacientes con VRS que tuvieron una evolucion leve. Al contrario, en los
pacientes con infeccion grave la activacion de linfocitos T segin el recuento en valores
absolutos fue deficiente (ver medianas graves y sanos), (cuadros 4a y 4b, graficos 9y 10).

Inmunotipificacion de Linfocitos NK (LNK).

El analisis de los valores absolutos y porcentuales obtenidos de los LNK se presenta en las
tablas 5a y 5b. De los 83 pacientes VRS se incluyeron en este analisis 60 lactantes y 15 de los
26 controles. Los valores absolutos de los LNK que expresan receptor para moléculas MHC 1
(CD567CD94") fueron significativamente menores en los pacientes VRS positivos que en los
lactantes sanos (p= 0.035) (cuadro 5a, grafico 11). Situacion que se repite en el analisis de los
valores porcentuales (p< 0.001, grafico 12). Ademas, tanto en los casos leves como en los
lactantes graves esta poblacion esta disminuida respecto de los controles sanos (p< 0.001),
(cuadro 5b). La misma poblacidon de células NK que expresa receptor para moléculas MHC I,

pero que aun no ha sido activada (CD94"CD57") de los nifios VRS positivos también muestran
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valores absolutos y porcentuales menores que los controles sanos (p= 0.029 y p< 0.001
respectivamente). Esta diferencia es marcada en pacientes graves (p= 0.046) y confirma con
valores porcentuales (p<0.001) (graficos 13 y 14). Entre los LNK activados que expresan
receptor para moléculas MHC I (CD57°CD94") no se observan diferencias entre poblacion sana
y lactantes con VRS, tanto para valores absolutos como en valores porcentuales. Al contrario, el
numero y porcentaje de células NK activadas, pero que no presentan receptores para moléculas
MHC I (CD94CD57") es significativamente mayor en pacientes VRS que en los controles,
independientemente de la gravedad de estos pacientes (p= 0.031 y p=0.002 valores absolutos

y porcentuales respectivamente) (graficos 15 y 16).

Determinacion de citoquinas

Los resultados de las citoquinas los podemos ver en el cuadro 6. En ella podemos ver el nimero
total de cada grupo para cada determinacion. Debido a que la adquisicion de controles sanos
era dificultosa, priorizamos los controles sanos en algunas citoquinas y en otras como IL-17
usamos un minimo de 10. En el anexo 5 se observan las curvas de calibracion de los ELISAs
utilizados a su vez como controles de la técnica. Todas las curvas tuvieron un r> mayor a 0,99 y
solo en dos casos se utilizd la curva polinomial de 2° grado; en el caso de INF-y debido a los
bajos valores detectados por el Kit y asi aprovechar al maximo los valores cercanos a 0 y en IL-
6 por la lectura de valores maximos que se alejan del trayecto lineal de las absorbancias
obtenidas con el ELISA.

El andlisis de TNF-a se realizd en 61 pacientes con VRS y 13 controles. No se detectaron
diferencias entre los pacientes VRS positivos y los controles. Tampoco encontramos diferencias
en el andlisis de ANOVA, que compard pacientes graves, leves y sanos. Sin embargo, como se
observa en el grafico 17 los nifios graves tienden a tener una menor concentracion que leves y
sanos, a pesar de incluir dos pacientes cuyas concentraciones fueron muy altas respecto a los
otros pacientes graves. Estos dos pacientes alcanzaron un puntaje clinico mas alto, 12 y 14
puntos, pero se encuentran muy alejados del intervalo del 95% de confianza, ademas fueron
pacientes que tuvieron una infeccién intrahospitalaria con bacterias. La exclusion del andlisis de
estos dos casos permitid apreciar mejor la tendencia hacia menores concentraciones de TNF-a
en el grupo de los pacientes graves respecto a los sanos (cuadro 6* y el grafico 18), aunque sin

alcanzar significacion estadistica (p=0,07). Al excluir estos pacientes del analisis general, entre
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los grupos VRS VRS totales y sanos, también se produce una tendencia (p=0,089) con una

menor concentracidn de esta citoquina en el grupo con VRS.

El analisis de IL-6 (grafico 19) contd con 52 pacientes con primoinfeccion por VRS y 23
lactantes sanos. Entre el total de pacientes infectados con VRS y controles sanos se dieron
diferencias significativas (p= 0.001), donde el grupo de pacientes VRS graves fue el que mas
influyd en esa diferencia (p= 0.003). Entre el grupo de pacientes leves y graves, no se observan
diferencias significativas, a pesar de la baja mediana del grupo con menor gravedad. También
podemos observar en el grupo de controles sanos una baja produccidon de esta citoquina con

una mediana de 0 pg/ml.

La citoquina IL-13 (grafico 20) se analizd en 63 pacientes VRS y 14 controles sanos. Se
observan diferencias significativas entre los pacientes infectados por VRS y los lactantes sanos
(p= 0.005). En los pacientes con VRS esta interleuquina mostrd valores mas bajos que los
pacientes sanos, especialmente los lactantes con enfermedad leve (p=0.014). Pese a las bajas
concentraciones detectadas, el alto nivel del r* de la curva de calibracién (anexo 5), permite

descartar un error técnico que haya afectada solo a las muestras durante el procedimiento.

El estudio de la quimioquina IL-8 (grafico 21) se realizd en 61 pacientes VRS positivos y 15
controles. Los nifios con enfermedad grave por VRS tuvieron concentraciones de IL-8 mas
elevada que los controles sanos, igualmente los lactantes con enfermedad leve (p= 0.007). No
hubo diferencias entre lactantes graves y lactantes sanosleves. Sin embargo, los valores
obtenidos fueron bastantes bajos lo que podria llevar a desconfiar en los resultados, pero ya
que la curva de calibrado tuvo un alto r*los valores son confiables, con lo que también podemos

descartar errores técnicos (anexo 1).

Para las citoquinas INF-y (grafico 23), IL-10 (grafico 24) e IL-17 (grafico 25) no hubo diferencias

significativas entre pacientes con VRS y controles sanos.
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Genotipificacion
Se determind la secuencia nucleotidica de un fragmento del gen G de VRS en 23 aislados del
grupo Ay en 29 del B (eficiencia= 51%).

VRS del grupo A
El 79,2% (214/270) de las bases de las secuencias nucleotidicas de los VRS A chilenos del

periodo 2005-2006 (cuadro 7) fueron conservadas, sin que se detectaran deleciones ni

inserciones. Las distancias genética entre ellas fueron 0.00 - 0.37 (cuadro 8) y entre las
secuencias deducidas de aminoacidos (cuadro 9) de 0.0 a 0.36, entre VRS chilenos, y hasta

0.449 con las cepas de referencia A2 y Long (cuadro 10).

Los arboles filogenéticos obtenidos mediante NJ y maxima parsimonia de las cepas chilenas y
las 118 cepas de referencias (Figs. 1 y 2) fueron similares y coincidieron con los previamente
publicados (Arbiza et a/, 2005). Los virus chilenos se agruparon en dos genotipos: GA1 (0,27 %)
y GA2 (42,3%) (cuadro 11, grafico 25).

VRS del grupo B.
El 84,2% (283/336) de las bases nucleotidicas de los VRS B chilenos analizados (cuadro 12)
fueron conservadas. Las distancias genéticas entre ellas estuvieron en un rango entre de 0-

17,6% (cuadro 13). Las distancias de las secuencias aminoacidicas deducidas (cuadro 14)
variaron entre 0 y 23,8% entre los VRS chilenos y entre 22,2% a 42,9% respecto a la cepa de
referencia CH18537 (cuadro 15).

Los arboles filogenéticos obtenidos por NJ y maxima parsimonia de las cepas chilenas y 97
cepas de referencias (Figs. 3 y 4) fueron coincidentes y similares a lo previamente descrito. Se
identificaron 2 genotipos entre los aislados chilenos: GB Urul y GBA. Durante el 2005,
predomind el grupo B, con una mayor prevalencia del genotipo GBA (76,6%; tabla 11, grafico
25). Las cepas chilenas de este genotipo también contienen la insercién de 60 nucledtidos,
caracteristica de este grupo, y que corresponde a una duplicacidon casi exacta de los 60
nucledtidos siguientes. Las distancias de sus secuencias nucleotidicas estuvieron entre 0 y
0,184.
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Las cepas agrupadas como Urul, un nuevo genotipo descrito en Uruguay, presentaron una
insercién de 9 nucledtidos, 3 nucledtidos mas que la insercidon descrita en las cepas uruguayas
(Mon/7/01), lo que determinda la presencia de dos lisinas extras en la secuencia de deducida
de aminoacidos (cuadro 14). Las distancias nucleotidicas de estas cepas chilenas fue de 0 a
0,092 y de 0,005 a 0,087 respecto a cepas chilenas de afios anteriores y de 0,043 a 0,164. con

respecto a las cepas de referencia.

De acuerdo a nuestros resultados no se encontraron diferencias significativas entre la gravedad
clinica de los pacientes y los genotipos involucrados en las infecciones (p=0,238; grafico 26).
Sin embargo, el bajo nimero encontrado de algunas cepas como las URU1, no permiten

concluir respecto a la asociacion entre gravedad y ese genotipo.
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DISCUSION

En este trabajo se analizd la problematica inmuno-linfocitaria de la primoinfeccion por VRS
adquirida en la comunidad en lactantes chilenos menores de un ano. El disefio propuesto nos
permitid evaluar el comportamiento de citoquinas plasmaticas, el recuento de poblaciones
linfocitarias, con algunos marcadores de activacion, y el genotipo involucrado en las infecciones
entre los distintos individuos estudiados. Si bien, la infeccién por VRS produce preferentemente
una enfermedad localizada en el aparato respiratorio, su dificil acceso, especialmente el pulmdn,
nos obligd a estudiar el comportamiento del sistema inmune a través de una via sistémica, a
partir de muestras de sangre periférica. Esta Ultima via es de facil acceso clinico y las
observaciones obtenidas desde estas muestras, las podemos extrapolar a los fendmenos

inmunoldgicos que estan ocurriendo a nivel pulmonar.

La construccion de los grupos de gravedad tuvo la dificultad en los casos que obtuvieron 6 y 7
puntos, donde la diferencia clinica de un punto es muy estrecha. Sin embargo, este problema
siempre se presentaria, excepto si solo se tomara uno o dos criterios para discernir entre graves
y leves, por ejemplo los mas utilizado en otros estudios es la necesidad de oxigenar a los
pacientes. También se consideré mas de un criterio clinico pues pensamos que la gravedad de
un cuadro no estad subordinada a una sola consecuencia clinica. Por otro lado, al comparar las
caracteristicas de los grupos leves y graves (cuadro 2) se observa que los dos grupos son
diferentes en todas las caracteristicas medidas, lo que reafirma que la construccién de los
grupos fue eficiente. Con respecto a la edad de los pacientes (cuadro 1), observamos
diferencias entre el grupo control y los pacientes infectados por VRS, esta diferencia observada
entre ambos grupos podria ser una dificultad para el estudio. Sin embargo, en ambos grupos la
mediana fue inferior a los 6 meses, por lo que hemos aceptado esta dificultad, debido a lo
delicado que es tomar muestras de sangre a nifios sanos con tan poco meses de edad y sin una

causal ampliamente justificada.

Desde el punto de vista inmunoldgico, a esta edad, muestra distintos perfiles de respuesta en
sus citoquinas (Kristjansson et &/, 2005), donde la predisposicion genética del hospedero
parece ser uno de los factores relevantes, como también el tipo de patdgeno que induce la
respuesta inmune. Desde los ensayos con vacuna inactivada de VRS y en los estudios de otras

infecciones virales, se conoce que en general los virus inducen preferentemente un perfil de
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citoquinas de tipo Thy, con una mayor produccién de IFN-y. Sin embargo, en los pacientes
infectados por VRS, especialmente en aquellos que presentan una evolucidon grave, se observa
una mayor produccion de citoquinas IL-4 e IL-6, ambas citoquinas de respuesta tipo Th;
(Maldonado et a/., 2001). Asi lo demuestran los antecedentes de estudios /in vitro como in vivo,
donde la infeccién por VRS induce una respuesta inmune distinta a la de otros virus. Sin
embargo, son pocos los estudios in vivo donde se analiza la respuesta de subpoblaciones
linfocitarias y algunos marcadores de activacion directamente en nifios infectados con VRS.

La respuesta de subpoblaciones linfocitaria vista en el total de nifos infectados con VRS en
comparacion con los controles sanos no tuvo diferencias significativas (Cuadro 3a y 3b). Al
separar los grupos de estudio segun la evolucién clinica de los pacientes, graves o leves, y los
controles sanos, se manifiestan diferencias en las comparaciones de los linfocitos T totales (LT)
donde el grupo leve presenta un mayor nimero de LT que el grupo de pacientes graves (grafico
3). Esta diferencia se obtiene por la disminucién de la poblacion de linfocitos T citotdxicos o
supresores (LTc/s)(grafico 4). Es interesante destacar también que en los pacientes graves no
hubo un incremento de la poblacidn de linfocitos T helper como era de esperarse frente a una
infeccion (grafico 5). Estas dos subpoblaciones se encuentran disminuidas en el grupo de
pacientes VRS graves. Estos resultados sugieren un gran compromiso de la respuesta inmune
celular en los primeros dias de la infeccidn, respuesta que podria condicionar la evolucion clinica

de la enfermedad en los dias siguientes.

Los resultados obtenidos en la poblacién de LTh difieren de los estudios realizados en ratones
donde la eliminacion de esta poblacion celular disminuiria los efectos patogénicos del virus y por
ende la presentacion clinica de la enfermedad (Graham et a/., 1991; Connors et al.,, 1992;
Alwan et al,, 1992), este es el consenso mas aceptado en los estudios. En nuestros pacientes,
aquellos que tuvieron una evolucidn leve, tuvieron una mayor poblacién de LTh respecto de los
lactantes graves, pero esta diferencia no fue significativa por lo que no se puede concluir sobre
esta poblacidn mas alld de los resultados (Cuadro 3a; grafico 5). Sin embargo, los menores
recuentos de LTh observados en el grupo grave, obliga a plantear nuevos estudios de esta
poblacidn celular en pacientes humanos debido a la diferencia observada con respecto a los

modelos animales.
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Asimismo, en el modelo murino, la poblacion de LTc/s es el principal encargado de la
eliminacion viral y su actividad se correlacionaria positivamente con la gravedad de la
enfermedad (Connon et a/, 1988; Graham et al, 1991). Por el contrario, en nuestro estudio,
se observd una menor poblacién de células LTc/s en los lactantes graves respecto de los
pacientes con enfermedad leve y los controles (cuadro 3a; grafico 4). Este compromiso de la
poblacién de LTc/s con respecto al desarrollo clinico también fue observado por Welliver et al.
(2007), quienes demostraron la profunda deplecion de esta poblacion celular en tejido pulmonar
de lactantes que fallecen por VRS, lo cual no fue manifestado en lactantes muertos infectados
por virus influenza. En otro estudio de la poblacion chilena durante el periodo 2002-2004 en
donde se midi6 a través de citometria de flujo subpoblaciones linfocitarias se observo que la
poblacion de LT CD8" supresores de los pacientes graves estuvo disminuida (Fondecyt n°
1020544). Lamentablemente en ese estudio no se tuvo acceso a valores absolutos y no hubo
diferencias en la poblacion de LT CD8* totales como en nuestro estudio. Dado estos
antecedentes podemos pensar que los recuentos menores observados en linfocitos T CD8* en
pacientes graves podrian deberse a una disminucién de la subpoblacidon supresora que cumpliria
con una funcién regulatoria sobre el sistema inmune, no obstante, no podemos descartar que la
menor presencia de LTc/s en pacientes con enfermedad grave se relacione con una falta
eliminacién viral eficaz, que podria traducirse en una evolucion mas grave de la enfermedad,
esta mayor carga viral asociada a cuadros de graves, fue encontrada en el estudio de Welliver
et al. (2007) en pacientes fallecidos. También debemos considerar que las diferencias con los
modelos animales obedecen por un lado, a que en este estudio se evalla la respuesta inmune
directamente en nifios infectados naturalmente desde una comunidad y por otro que aqui
observamos el comportamiento del sistema inmune desde una ventana periférica y no
directamente en el aparto respiratorio, como se realiza frecuentemente en estudios en

animales.

Por otro lado, los resultados obtenidos en las poblaciones de LTh y LTc/s podrian coincidir con
estudios de pacientes asmaticos en los cuales se ha encontrado una deficiencia de LT
supresores mas significativa que la disminucidon de la poblacién de LTh, medidos también en
sangre periférica. La deficiencia de LT supresores en los casos asmaticos tendria como
consecuencia una produccion exagerada de IgE, molécula asociada con la patogenia del asma
(Kus et al., 1985; Walker et al., 1991; Schauer et a/., 1991). Lamentablemente nuestro estudio
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no midid directamente LT supresores como para confirmar esos resultados en nuestros
pacientes, aunque por los antecedentes anteriormente dados, la poblacion de LT supresores en
la evolucidn clinica de los pacientes infectados con VRS parece ser muy importante y futuros

estudios debiesen esclarecer su papel en la respuesta inmunoldgica.

Con respecto a linfocitos con marcadores CD4*CD3™ no hay antecedentes sobre su medicion en
otros trabajos. En este trabajo se pudo observar una disminucién de esta poblacion con
respecto a los controles sanos, en especial en el grupo grave (cuadro 3a y 3b; graficos 1y 2).
La funcion de esta poblacidon estd asociada a la organizacién de tejidos linfoides durante el
desarrollo de la respuesta inmune, y desde hace poco se les ha asociado con la funcién de
mantener una actividad helper apoyando la maduracién del LB en los centros germinales (Lane
et al., 2005). También se les ha asociado con la diferenciacién de la respuesta LTh,, pues la
presencia de receptores de CD4"CD3 en el LTh estd aumentada en los LTh, en presencia de IL-
4 (Kim et al., 2003). Con estos antecedentes, no es posible descartar que la disminucion de esta
poblacidn celular en pacientes infectados con VRS, se deba a una mayor concentracién de estas
células en los tejidos infectados y, por ello su nimero en circulacion resultara disminuido. Esta
hipotesis concordaria con los significativamente mayores niveles de IL-6, citoquina del tipo Th2,
detectados en pacientes graves, de la cual nos referiremos mas adelante. Por otro lado, no se
observo un aumento de linfocitos en maduracidon o de LB por lo que no sabemos claramente
que esta sucediendo en esta poblacion dentro del pulmén, quizas estudios en el futuro directos
sobre esta poblacién, idealmente de tipo dindmico, nos ayuden a explicar su tendencia a la

disminucion en circulacion.

El marcador CD45 representa al antigeno leucocitario comin que esta implicado en la
transmision de sefiales intracelulares. De él existen diferentes isoformas cuya expresion en la
superficie de los linfocitos T cambia durante la diferenciacion celular. La isoforma CD45RA,
caracteriza a las células T virgenes y se pierde progresivamente al ser estimulados los linfocitos,
dando paso a las isoforma CD45R0 asociada con los linfocitos T de memoria (Sanchez-Guerrero
et al,, 1998). Midiendo los recuentos de células que expresan estos marcadores de superficie
celular podemos evaluar el estado de maduracién del sistema inmune de los individuos. En
estudios en pacientes asmaticos se observa una tendencia al aumento de LT de memoria en

sangre periférica (Poulter et al., 1992; Sanchez-Guerrero et al., 1998; Corrigan et al., 1993), al
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contrario de los valores menores de LT de memoria que nosotros detectamos en el grupo grave
respecto a los controles sanos e, incluso, a los lactantes con enfermedad leve (cuadro 4a y 4b;
graficos 7 y 8). Una posible explicacion, independiente de la infeccion viral, es la diferencia de
edad, entre el grupo estudio y los controles. Sin embargo, el menor nimero de LT de memoria
de los pacientes que tuvieron una enfermedad grave, sélo puede ser explicada por una mayor
inmadurez inmunoldgica de estos ninos, lo que estaria jugando un rol importante en la
evolucidn de la enfermedad ya que esta inmadurez no se observa en el grupo de nifios con
enfermedad leve. Lo sucedido con los LT CD45RA*CD45R0", LT en proceso de maduracion,
también es una sorpresa. Esta poblacion tiende a estar disminuida en los grupos de pacientes
infectados con VRS respecto de los controles sanos (cuadro 4b). Este fendmeno puede estar
asociado también a la diferencia de madurez inmunoldgica de los lactantes con VRS, donde se
observa poca movilizacion de LT virgenes hacia LT de memoria, a pesar de la infeccién con VRS.
Para establecer mejor estas diferencias, es necesario evaluar la instalacion de memoria
inmunoldgica desde el inicio de la infeccidn, durante la instalacién de los sintomas y durante la
efervescencia de la enfermedad.

El antigeno de superficie celular CD25 se asocia a la activacion temprana de linfocitos T y se
trata de una molécula asociada al receptor de interleuquina 2. Ademas desde hace un tiempo,
la molécula CD25 se ha asociado a una funcidén T regulatoria principalmente en células CD4+
(Shevach, 2000) y dltimamente en células CD8* (Bienvenu et al., 2005), los cuales tendrian una
vital importancia en enfermedades de tipo autoinmunes. En este estudio, en general hubo un
aumento de este marcador en los pacientes infectados con VRS, pero solo en el grupo leve este
aumento fue significativo con respecto al grupo control (cuadro 4a y 4b; graficos 9 y 10). A
pesar que no hubo diferencias significativas entre los grupos leves y graves, el grupo leve
muestra una tendencia al incremento del marcador CD25 por sobre el grupo grave. Estudios en
pacientes asmaticos adultos, este marcador aparece aumentado con respecto al grupo control
(Emel et al., 2001), resultados que difieren a los nuestros realizados en nifios. En lactantes se
ha encontrado una disminucién de la poblaciéon CD8"CD3*CD25" (Roman et al., 1997) durante
lo episodios graves de infeccion respiratoria baja con VRS, efectivamente, si bien en nuestro
estudio no se midié esta poblacion directamente, la poblacion CD8"CD3* estuvo disminuida en

el grupo grave mientras que la poblacién CD25" fue especialmente mayor en pacientes leves
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que en pacientes graves. A la luz de estos antecedentes parece ser que el aumento del
marcador CD25 esta asociado a un cuadro clinico de menor gravedad.

Con respecto al marcador HLA-DR no observamos diferencias (cuadro 4a). Esto no deberia
resultar sorprendente, ya que se trata de un marcador de activacion tardia y la mediciéon en
nuestros pacientes se realizd dentro de los primeros 5 dias de enfermedad. Podriamos inferir
entonces, que de haber diferencias, estas no se observarian hasta mas avanzada la evolucion
de la infeccion. Quizas un estudio de seguimiento de los pacientes podria esclarecer si se

produce alguna diferencia en este marcador durante el curso de la enfermedad.

La poblacién total de linfocitos natural killer (LNK) no presentd diferencias entre los grupos
estudiados (cuadro 3a y 3b), aunque, si hubo diferencias en su marcador de reconocimiento de
la molécula MHC clase I (Concom-Gdngora et al., 2004; Lopez, 1999) (cuadro 5a y 5b). Esto
significa que si bien el nimero de células NK no varia significativamente ante la infecciéon por
VRS, si varian sus capacidades. El marcador asociado al reconocimiento de la MHC clase I
(CD94™) muestra una expresion disminuida en la poblacidn infectada con VRS, sobre todo en la
poblaciéon de pacientes graves, tanto en la poblacion total de linfocitos NK (grafico 11 y 12),
como en la poblacién de linfocitos NK no activados (grafico 13 y 14). La poblacién de linfocitos
NK activados que expresan la molécula de reconocimiento de antigenos MHC clase I también
aparecen disminuidos, aunque no de manera significativa respecto de los controles sanos
(cuadro 5a y 5b). Con estos resultados podemos hipotetizar que la infeccion por VRS es capaz
de disminuir la expresién de la molécula CD94 en los pacientes infectados, disminucion que
resulta mas significativa en el grupo de pacientes graves. Con respecto al marcador de
activacién de las células NK, este no mostrd diferencias significativas entre los grupos, al
contrario de lo que esperabamos. Sin embargo, cuando observamos los linfocitos NK activados,
pero no asociados al reconocimiento de antigenos MHC clase I, estos estan aumentados en los
pacientes infectados respecto de los controles sanos (grafico 15 y 16). En resumen, ni el
numero de linfocitos NK como tampoco su activacion son significativamente diferentes entre los
grupos. Sin embargo, la molécula asociada al reconocimiento de la MHC clase I tiende a estar
disminuida en los linfocitos NK. Esta situacion podria afectar la discriminacion de estas células
entre células sanas y células infectadas provocando un descontrol en la funcién efectora de los

linfocitos NK, especialmente en la poblacidon que evoluciona con una enfermedad grave.
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En el estudio de interleuguinas (IL) se uso la técnica de ELISA, la cual esta sujeta a factores
variables que determinan en gran medida los resultados obtenidos. La variabilidad tanto intra
como inter ensayo esta sujeta al error humano, la experiencia, la calidad de los reactivos, la
temperatura ambiental, llegando incluso a diferencias de mas del 50% entre diferentes
manufacturas (Aziz et al, 1999), debido a esto es de una gran importancia los resultados
obtenidos en la curva de calibracion de cada ELISA, puesto que sirven de controles para la
técnica (anexo 2). Se cuantificaron un total de 7 interleuguinas. Un problema que tuvimos que
resolver fue la organizacion de los sueros de los controles sanos en cada una de las
interleuquinas, debido a que no obtuvimos un gran nimero de alicuotas de este grupo. Por esta

razén algunos ELISAs se realizaron con un nimero bajo de controles sanos.

De la poblacion LTh; se cuantifico INF-y y TNF-a (cuadro 6). Del primero no se obtuvieron
diferencias significativas aunque si hubo una tendencia en el grupo grave de presentar valores
menores que el grupo de pacientes con enfermedad leve y que los controles sanos, tendencia
observada ya en varios estudios /n vitro (Copenhaver et al., 2004; Pinto et al., 2006; Graaf et
al., 2005) e in vivo (Fernandez et al., 2005; Bont et a/., 1999). En ellos la disminucion de INF-y
se asocia a la infeccion por VRS y a la gravedad clinica de los pacientes, por lo tanto pese a que
en nuestro estudio no observamos diferencias significativas (grafico 22), los resultados son los
esperados para esta citoquina. En otras infecciones respiratorias causadas por virus, como
adenovirus, la produccién de INF-y aumenta respecto de los controles sanos (Fernandez et al.,
2005). También la produccién y presencia de INF-y se ha interpretado como una respuesta
protectora, especialmente frente a la exacerbacién de la respuesta inmune liderada por
subpobacion LTh,, por eso la no respuesta a través de INF-y por los pacientes infectados
también es un dato significativo a la hora de evaluar el sistema inmune de los pacientes. Con
respecto al TNF-a se ha encontrado dos interpretaciones: una probando la importancia del TNF-
a en la fase de activacion de la respuesta inmune en la cual se necesitan ciertos niveles de esta
citoquina para lograr una activacion de macréfagos, LB y LNK, ya que cumple como una de las
principales moléculas proinflamatorios de la respuesta de LTh; El otro aspecto de esta
interleuquina es su importancia en la fase efectora de la respuesta inmune, donde tanto un
exceso de produccion de TNF-a como una produccion sostenida de la misma llevan a una
exacerbacion de la respuesta efectora (Rutigliano y Graham, 2004; Hoebee et al., 2004). En
nuestro trabajo se observd una tendencia a la disminucién de esta citoquina en el grupo de
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pacientes graves comparado con los otros grupos de individuos (grafico 17). En solo dos casos
graves se observo una produccion casi 5 veces mayor que el resto del grupo. En ellos el puntaje
clinico correspondid a los mas altos del grupo grave. Nosotros pensamos que estas muestras
pueden corresponder a la interpretacion de que un exceso de TNF-a exacerba la respuesta
efectora y por esta razén esos dos pacientes tuvieron una evolucién grave. Sin embargo, no
podemos descartar una sobre infeccidn intrahospitalaria por otro patdgeno durante su evolucién
y con ello una exacerbacion de TNF-a. Descartando estos dos pacientes del andlisis, en los
pacientes graves por VRS observamos una menor produccion de TNF-a (grafico 18). La menor
produccién de estas dos citoquinas medidas en sangre periférica puede estar asociada a una

respuesta LTh; disminuida tal como lo planteamos en nuestra hipotesis.

Con respecto a la respuesta de LTh, se cuantificaron tres citoquinas, IL-10, IL-6 e IL-13 (cuadro
6). La IL-10 es uno de los principales anti inflamatorios de la respuesta Th, que contrarrestaria
la capacidad proinflamatoria de las citoquinas con perfil Th; (Moore et al., 2001). Sin embargo,
en la actualidad la real actividad de esta citoquina y su significado estan siendo estrechamente
revisados. Es asi como nuestros resultados coinciden con estudios anteriores tanto in vivo
(Fernandez et al, 2005) como in vitro (Pinto et al, 2006), en los cuales no observamos
diferencias significativas (grafico 23). Sin embargo, por otra parte y a pesar de los resultados
obtenidos para esta citoquina, cuando se han estudiado polimorfismos del gen de IL-10 y su
relacidon con las gravedad clinica de pacientes con VRS, si se observa una participacion de esta

citoquina en el desarrollo de la enfermedad (Hoebee et a/., 2004).

La IL-6 ha sido estudiada y asociada con la infeccidon con VRS en estudios anteriores. En nuestro
estudio confirmamos la participacion de IL-6 en la inmunopatogénesis (Matsuda et al., 1995;
Arnold et al,, 1995) de la enfermedad. En efecto, en el grupo de nifios graves es en quienes
obtuvimos los valores mas altos de esta citoquina y de manera significativa con los controles
sanos (grafico 19). Si bien, la comparacién con el grupo de lactantes con enfermedad leve no
fue significativa, la produccién de esta citoquina resultdé mucho menor a la observada en los
pacientes graves. La IL-6 estd asociada al incremento de permeabilidad vascular, a leucocitosis,
sintesis de proteinas de fase aguda y lo mas importante relacionado a nuestra hipétesis es su

participacion en una respuesta de tipo Th;.
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La IL-13 es un mediador de la inflamacion alérgica, que aumenta la proliferacion de eosindfilos
y un inductor de la secrecidn de IgE por los LB. También esta muy asociada a la activacién de la
respuesta Th,, en especial en los asmaticos con una actividad conjunta con IL-4 (Grunig et al.,
1998; Wills-Karp et al., 1998; Li et al, 1 999). Este trabajo encontrd diferencias entre los
grupos leves y controles sanos, demostrando que una menor concentracion de IL-13 en la fase
temprana de la infeccion esta relacionada con una evolucion clinica mas leve (grafico 20). Esto
coincide de cierta manera con los estudios hechos en nifios infectados con VRS y en nifios
asmaticos en los cuales las bronquilitis severas se asocian a una mayor concentracion de esta
citoquina (Johnson et al.,, 2003). Sin embargo, nuestros resultados no asociaron gravedad con
mayor concentracion de esta citoquina y solo podemos concluir que nifios leves tienden a una

menor concentracion de esta interleuquina.

La IL-8 corresponde a un factor quimiotactico principalmente de neutrdfilos e induce su
desgranulacion en las zonas de inflamacién. Sin embargo, su rango de accién es mas amplio
abarcando linfocitos, monocitos, células endoteliales y fibroblasto, por lo que se ha planteado su
participacion en procesos inflamatorios graves y crénicos (Mukaida, 2003). De esta manera la
IL-8 se asocia a cuadros inflamatorios como es el caso de la bronquilitis en nifios infectados por
VRS (Arnold et al., 1994; Mastronarde et al., 1996; Harrison et al., 1999). Este trabajo coincide
con los estudios sobre IL-8, la cual se presenta en mayor concentracion en los pacientes
infectados, tanto en leves como en graves (cuadro 6; grafico 21). También en este trabajo, al
igual que en el de Bont et a/.,, nosotros encontramos diferencias entre pacientes ventilados y no
ventilados (p< 0.001) con mayores concentraciones de IL-8 en pacientes ventilados
mecanicamente. Con estos resultados corroboramos a IL-8 como un marcador de gravedad, en
especial desde el punto de vista de la necesidad de ventilacion mecanica, en etapas tempranas
de la infeccion. Futuros estudios debieran disefarse para validar la utilidad clinica de este

marcador en VRS y otras infecciones respiratorias.

La IL-17 corresponde a una citoquina de estudios recientes asociada a una respuesta de LTh
llamada Thy, la cual responde con un perfil de citoquinas diferentes y antagonistas en relacion
a las conocidas respuestas Th; y Th, (Weaver et a/., 2006). En el dltimo tiempo se ha asociado
a enfermedades autoinmunes como la psoriasis, artritis reumatoidea y otras patologias

antiguamente asociadas a respuestas inflamatorias del tipo Th; (Kikly et a/, 2006). Sin
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embargo, hoy se sabe que Th;; corresponde a un perfil de respuesta inmune diferente. En este
trabajo se cuantifico la concentracién de esta citoquina con la idea de evaluar su participacion
en la respuesta inmunoldgica en los nifios infectados por VRS, debido a lo significativo que fue
la cuantificacion de IL-6 (Kikly et a/, 2006), ya que la actividad de ambas citoquinas estarian
relacionadas en el perfil de respuesta tipo Th;;. Lamentablemente, los resultados no fueron
orientadores. Pensamos que debido a lo novedoso de la cuantificacién de esta interleuguina los
valores que arrojan los ELISAs todavia no son confiables ya que el método todavia requiere de
mejor calibracidon. La base de esta conclusion estd sustentada en lo bajo de las lecturas
obtenidas por ELISA y las pocas compafiias que tienen dentro de sus productos Kits para la
cuantificacién de esta citoquina. Sin embargo, parece interesante su estudio junto con las otras

interleuquinas asociadas a la respuesta Th;; como son IL-23 y TGF-B;.

En resumen en el analisis podemos observar un perfil de citoquinas en los pacientes graves: con
una tendencia a una menor concentracién de IFN-y, TNF-a y un aumento de la IL-6 e IL-8. Al
contrario, los pacientes leves se caracterizaron por una disminuciéon de IL-13 y un aumento de
IL-8. La respuesta de citoquinas en general podemos ver que es muy baja excepto en IL-6 e IL-
8, esto puede estar asociado al menor recuento de células linfociticas en pacientes graves que
observamos en este estudio, como es el caso de LT en especial LTc/s y en el marcador de
activacién CD25 con respecto al grupo leve. Estos resultados coinciden con lo encontrado en
nifios fallecidos con VRS en los cuales se encontraron niveles muy bajos de citoquinas como
también de células T (Welliver et a/., 2007). Por lo tanto, al parecer la respuesta inmunoldgica a
la infeccion con VRS que determina un cuadro clinico grave, no estd necesariamente
subordinado a un perfil de respuesta inmunoldgica exacerbado como se piensa hace muchos
anos. Mas bien, al parecer se asocia a una respuesta inmune inadecuada, exacerbada en
algunos factores inmunoldgicos y disminuidos en otros claves, como lo son los LT, para un
control normal de la infeccién, esto segun como hemos observado el comportamiento de los

pacientes leves y graves en este estudio.

Los analisis filogenéticos realizados permitieron establecer los genotipos de VRS aislados de
nifios infectados en un periodo de 2 afos en Santiago, Chile. El predominio de virus del grupo B
observado en uno de estos afios (grafico 25) es un fendmeno detectado en forma esporadica en

el mundo y que rompe la ciclicidad del aumento del grupo B en afos pares (1994, 1998 y 2002.
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Palominos et al.,, 2004) detectada en los programas de vigilancia de los ultimos 12 afios en
nuestro pais. Estos aumentos de VRS B cada cierto tiempo pueden obedecer a presiones
selectivas de parte del sistema inmunoldgico del hospedero, la cual no solo es observada con el

cambio de grupo sino también con cambios en los genotipos predominantes en cada periodo.

El genotipo BA, predominante en el 2005, se ha descrito en forma reciente en Buenos Aires
(Trento et al, 2003) y, en Chile entre los afios 2001-2003 (Luchsinger, 2005). Al parecer es un
subgrupo que se estd estableciendo a través del tiempo, pero que hasta ahora no se ha
asociado a cuadros de mayor o menor gravedad, observacion que ratificamos en este estudio.
Entre los VRS del grupo A, el subgrupo predominante fue el GA2, a diferencia del predominio de
GA5 detectado en estudios anteriores chilenos. Este cambio probablemente se deba a una
presion selectiva de parte de los hospederos.

Dentro de los virus chilenos, uno agrupé muy cerca de la cepa de referencia Long, un aislado de
la década del "60 que es cercana al genotipo GA1. Ambas cepas sodlo difieren en un aminoacido,
y puesto que son tan distantes en el tiempo, es posible plantear que VRS no solo evoluciona

divergentemente sino también en forma convergente.

Las 3 cepas chilenas agrupadas como URU1 presentaron una insercion de 9 nucledtidos, tres
mas que las descritas en Uruguay, determinando la inserciéon de 2 nuevos aminoacidos. Aunque
los nifios infectados con estos virus no desarrollaron una enfermedad grave, su pequefio

nimero no permite concluir sobre su asociacion con la gravedad clinica.

Como es frecuente en los virus ARN, VRS es capaz de mutar y presentar inserciones
nucleotidicas en su genoma. Esta gran variabilidad, que puede expresarse en cambios
antigénicos, explicaria las frecuentes reinfecciones por este virus y determina una dificultad para

el desarrollo de una vacuna eficiente basada en la glicoproteina G del virus.

Respecto a la gravedad clinica de la enfermedad por VRS, los estudios publicados son
discordantes, y es asi como algunos asocian una mayor gravedad al grupo A (Walsh et al,
1997; Hall et a/., 1990) y otros al grupo B (Hornsleth et a/., 1998; Simoes, 1999). En nuestro

estudio, no encontramos una asociacion entre genotipo y cuadros clinicos de gravedad (grafico
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26), lo que coincide con lo anteriormente observado en trabajos nacionales (comunicacion

personal).
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4)

5)

6)

7)

CONCLUSIONES
Los resultados apoyan la hipdtesis de que un perfil de respuesta Th; disminuido esta asociado a
cuadros de mayor gravedad. Sin embargo, no fueron las Unicas citoquinas disminuidas.
Citoquinas de tipo Th, también resultaron disminuidas a excepcidon de IL-6, demostrando en
general, una respuesta efectora insuficiente del sistema inmune.
La respuesta de linfocitos T estuvo disminuida en los pacientes graves, sobre todo en la
poblacién de LTc/s y poblacion de LT activados (CD25+). También la falta de respuesta
observada en los recuentos de las poblaciones linfocitarias es una manifestacion mas de la
pobre respuesta efectora de los individuos. Debido a estos resultados proponemos que la
gravedad de la infeccidon por VRS esta asociada a una ineficiente respuesta inmune adaptativa.
Aquellos pacientes con un menor recuento de linfocitos de memoria tienden a desarrollar una
enfermedad mas grave. A juzgar por los resultados esta inmadurez del sistema inmune podria
estar asociada a una menor capacidad efectora del sistema inmunoldgico.
La respuesta de LNK en la infeccidn con VRS esta falta del reconocimiento del sistema MHC
clase I por la ausencia del antigeno CD94, lo cual podria explicar una respuesta deleterea e
indiscriminada de LNK sobre el pulmén del hospedero.
La genotipificacion de las cepas involucradas en las infecciones no asocioé genotipos particulares
con cuadros de mayor gravedad.
La presion selectiva hacia el VRS produce un cambio en los genotipos dominantes a través de
los afios como también favorece la aparicién de nuevas cepas. El grupo mas afectado por esos
cambios fue el grupo de VRS B con nuevas inserciones y en el cual hubo una gran prevalencia
del nuevo genotipo BA. El grupo de VRS A se comportd mas estable, pero tuvo una mayor
prevalencia del genotipo GA2 a diferencia de afios anteriores.
Existen un gran déficit de estudios directos /n vivo en los pacientes involucrados en la infeccién,
y al parecer existen diferencias con los modelos animales, por lo que estudios de campo en la
poblacién afectada es imprescindible para seguir comprendiendo los factores involucrados en la
enfermedad por VRS.
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Cuadro 1. Distribucion de las edades y mediana de edad de los casos incluidos en el estudio.

Grupo Ne Género Descripciéon edad

masculinos | Femeninos | mediana |desv. Stdr | p
VRS 83 42 41 2 1,925 | %0
Sanos 26 16 10 5 3,201

*comparacion entre VRS y Sanos

Cuadro 2. Caracteristicas de los pacientes VRS positivos segun gravedad clinica.

Caracteristicas Casos |Grupos VRS p
Graves Leves
N° Pacientes 83 42 41
Edad (mediana) 83 2 2 0,931
Dias.
Hospitalizacion <0,001
(Mediana) 6 9 4
Ingreso a UCI 11 11 0 0,0014
Ventilacién
mecanica 11 11 0 0,0014
Dias. Oxigeno <0,001
(Mediana) 4 7 2
% -FIO2 maxima <0,001
(Mediana) 30.0 32 28
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Cuadro 3a. Inmunotipificacion de subpoblaciones linfocitarias en valores absolutos.

Dv Error
MARCAJE Grupos n | media |mediana Std Std min max Método P=
CD3+total VRS 75 | 4555,7 | 4329,2 |2577,8 | 297,7 | 500,2 | 14748,1| ttest VRS-Sanos 0,95
Linfo T Leves | 38 | 5197,6 | 5005,1 |2615,1 | 424,2 | 500,2 | 14748,1 | ANOVA  Leves-Graves 0,069
Graves | 37 | 3896,5 | 3632,5 |2397,7| 394,2 | 576,5 | 10840,3
Sanos | 19 | 4595,4 | 4577,3 | 1888,1 | 433,2 | 631,8 | 7540,8
CD4+CD3+ VRS 75 | 3393,8 | 3142,4 |1825,6 | 210,8 | 365,6 | 8689,5 t test VRS-Sanos 0,571
Linfo T Helper Leves | 38 | 3778,5 | 3510,2 |1668,8 | 270,7 | 365,6 | 7322,9 | ANOVA 0,128
Graves | 37 | 2998,6 | 2665,9 |1916,3 | 3150 | 4229 | 8689,5
Sanos | 19 | 3138,9 | 3212,0 | 1353,7 | 310,6 | 553,3 | 5398,7
CD8+CD3+ VRS 75 | 1302,2 | 1059,7 |1037,0| 119,7 87,1 7308,5 M-W VRS-Sanos 0,158
Linfo T c/s Leves | 38 | 1546,8 | 1395,1 | 1248,8 | 202,6 | 147,2 | 7308,5 | ANOVA Leves-Graves 0,03
Graves | 37 | 1051,0 | 9275 692,7 | 113,9 87,1 2949,9 Graves-Sanos
Sanos | 19 | 1530,9 | 1453,5 | 883,8 | 202,8 | 110,5 | 3224,8
CD19+ VRS 75 | 998,3 820,2 789,1 91,1 131,2 | 4622,3 M-W VRS-Sanos 0,706
Linfo B Leves | 38 | 1108,5 978,1 929,2 | 150,7 | 131,2 | 4622,3 | ANOVA 0,675
Graves | 37 | 885,1 724,8 605,4 99,5 216,8 | 2786,6
Sanos | 19 | 965,3 933,6 536,1 | 123,0 | 209,3 | 2464,1
CD56+CD3- VRS 75 | 456,5 350,4 370,7 42,8 34,8 1716,5 M-W VRS-Sanos 0,498
Linfo NK Leves | 38 | 496,8 347,1 415,3 67,4 40,6 1535,6 | ANOVA 0,725
Graves | 37 | 4152 350,4 318,9 52,4 34,8 1716,5
Sanos | 19 | 462,55 440,9 285,0 65,4 50,0 1224,6
CD4+CD3- VRS 75 36,6 22,8 44,1 51 0,0 288,6 M-W VRS-Sanos 0,06
Linfo inmaduros Leves | 38 43,1 24,5 55,9 9,1 0,0 288,6 | ANOVA 0,153
Graves | 37 29,9 22,5 26,3 4,3 0,0 143,6
Sanos | 19 48,2 39,6 41,1 9,4 7,0 183,6
CD8+CD3- VRS 75 | 198,33 152,5 178,2 20,6 18,6 1022,8 M-W VRS-Sanos 0,547
Linfo Citotoxicos Leves | 38 | 198,8 144.6 181,0 29,4 20,4 847,8 | ANOVA 0,767
Graves | 37 | 197,8 173,0 177,7 29,2 18,6 1022,8
Sanos | 19 | 168,44 157,5 143,5 32,9 15,6 591,6
CD56+CD3+ VRS 75 | 208,0 157,0 246,8 28,5 5,6 1716,8 M-W VRS-Sanos 0,418
Linfo NKT Leves | 38 | 2304 168,5 283,7 46,0 5,6 1716,8 | ANOVA 0,396
Graves | 37 | 185,0 121,2 203,5 33,5 17,2 1068,5
Sanos | 19 | 203,0 177,3 150,7 34,6 37,6 668,3
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Cuadro 3b. Inmunotipificacién de subpoblaciones linfocitarias en valores porcentuales.

Dv Error
MARCAJE Grupos n media | mediana | Std Std min max Método P=
CD3+total VRS 75 74,9 74,7 12,5 1,4 25,1 94,4 M-W VRS-Sanos 0,851
Linfo T Leves 38 76,9 75,8 10,6 1,7 52,3 94,4 ANOVA 0,518
Graves | 37 72,8 74,0 14,0 2,3 25,1 93,5
Sanos 19 76,1 74,3 6,2 1,4 66,6 93,0
CD4+CD3+ VRS 75 56,7 58,1 11,6 1,3 19,8 81,2 t test VRS-Sanos 0,21
Linfo T Helper Leves 38 57,1 58,2 9,8 1,6 31,3 76,2 ANOVA 0,431
Graves | 37 56,2 56,4 13,3 2,2 19,8 81,2
Sanos 19 53,0 53,6 10,1 2,3 25,3 66,7
CD8+CD3+ VRS 75 20,6 20,2 6,5 0,8 6,9 44,7 M-W VRS-Sanos 0,113
Linfo T c/s Leves 38 21,7 20,5 7,2 1,2 9,8 44,7 ANOVA 0,164
Graves | 37 19,4 19,6 57 0,9 6,9 32,8
Sanos 19 24,6 22,1 10,1 2,3 10,3 50,5
CD19+ VRS 75 17,3 16,9 10,3 1,2 3,4 63,7 t test VRS-Sanos 0,689
Linfo B Leves 38 16,0 16,4 8,6 1,4 34 37,2 ANOVA 0,429
Graves | 37 18,7 17,1 11,7 1,9 4,5 63,7
Sanos 19 16,4 16,7 5,5 1,3 3,8 24,6
CD56+CD3- VRS 75 7,8 7,4 5,0 0,6 0,9 29,7 t test VRS-Sanos 0,853
Linfo NK Leves 38 7,1 6,0 45 0,7 0,9 18,8 ANOVA 0,438
Graves | 37 8,5 7,9 54 0,9 1,1 29,7
Sanos 19 7,6 7,1 3,0 0,7 3,2 12,6
CD4+CD3- VRS 75 0,7 0,5 0,7 0,1 0,0 5,2 M-W VRS-Sanos 0,063
Linfo inmaduros Leves 38 0,7 0,5 0,9 0,2 0,0 5,2 ANOVA 0,107
Graves | 37 0,6 0,5 0,5 0,1 0,0 2,1
Sanos 19 0,9 0,8 0,7 0,2 0,1 3,4
CD8+CD3- VRS 75 35 2,9 2,7 0,3 0,3 15,1 M-W VRS-Sanos 0,277
Linfo Citotoxicos Leves 38 2,9 2,3 2,3 0,4 0,3 12,3 ANOVA Leves-Graves 0,052
Graves | 37 4,1 3,5 3,0 0,5 0,7 15,1 Graves -Sanos
Sanos 19 2,7 2,9 1,7 0,4 0,5 6,1
CD56+CD3+ VRS 75 3,3 2,5 2,6 0,3 0,6 14,0 M-W VRS-Sanos 0,314
Linfo NKT Leves 38 3,2 2,6 2,4 0,4 0,6 10,5 ANOVA 0,599
Graves | 37 3,3 2,5 2,9 0,5 0,7 14,0
Sanos 19 3,3 3,3 15 0,4 1,1 6,9
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Grafico 1. Distribucion de
CD4+CD3- en valores absolutos en
nifios, de los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. En el
grafico debemos apreciar la
tendencia del los pacientes VRS
positivos a tener valores menores

que los controles sanos (p=0,06).

Grafico 2. Distribucion de
CD4+CD3- en valores porcentuales
en nifios, de los grupos total con
VRS, leves, graves y controles
sanos. Debemos apreciar en el
grafico los controles sanos en
comparacion a la poblacién
infectada por VRS (p=0,064).
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Grafico 3. Distribucién de LT en
valores absolutos en nifios, de los
grupos total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En el grafico se
puede apreciar la tendencia entre la

poblacion leve y grave (p=0.069).

Grafico 4. Distribucion de LTc/s en
valores absolutos en nifios, de los
grupos total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En el grafico
debemos apreciar la diferencia del
grupo grave con respecto al grupo
leve y sano (p=0,03).
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Grafico 5. Distribucion de LTh en
valores absolutos en nifios, de los
grupos total con VRS, leves, graves y

controles sanos.

Grafico 6. Distribucion de Lc en
valores porcentuales en nifios, de los
grupos total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En el grafico
debemos apreciar la distribucion mas
alta en el grupo grave con respecto
al grupo leve y el grupo de controles
sanos (p=0,052).
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Cuadro 4a. Inmunotipificacion de linfocitos virgenes, de memoria y marcadores de activacion
en valores absolutos.

Dv Error
MARCAJE Grupos | n | media | mediana | Std Std min max Método p=
RA+RO- VRS 70 | 5096,1 | 4600,0 |2838,5| 339,3 | 379,4 | 15033,8 | ttest VRS-Sanos 0,764
Linfo Virgenes Leves | 35 | 5797,4 | 5387,6 |2974,0| 502,7 | 2030,6 | 15033,8 | ANOVA  Leves-Graves 0,085
Graves | 35 | 4394,8 | 3772,3 | 2548,3 | 430,7 | 379,4 | 9823,9
Sanos | 19 | 4886,4 | 4798,2 | 2002,3 | 459,4 | 786,9 | 9012,5
RA+RO+ VRS 70 | 162,7 116,7 195,4 23,4 0,9 1212,3 M-W VRS-Sanos 0,108
Linfo recién activados Leves | 35 | 1850 131,0 246,5 41,7 0,9 1212,3 | ANOVA 0,265
Graves | 35 | 1405 79,9 125,5 21,2 32,4 556,8
Sanos | 19 | 2119 215,2 176,0 40,4 5,4 626,1
RA-RO+ VRS 70 | 200,6 138,7 230,2 275 12,7 1724,0 M-W VRS-Sanos 0,077
Linfo memoria Leves | 35 | 257,2 182,4 297,3 50,2 33,7 1724,0 | ANOVA  Graves-Sanos 0,017
Graves | 35 | 144,0 114,3 112,0 18,9 12,7 508,5
Sanos | 19 | 2474 216,2 157,3 36,1 7,5 568,4
CD3+CD25+ VRS 64 | 273,2 234,5 169,4 21,2 50,6 855,4 M-W VRS-Sanos 0,057
Linfo T activados Leves | 31 | 315,7 293,1 178,7 32,1 80,8 855,4 | ANOVA Leves-Sanos 0,019
Graves | 33 | 233,2 174,5 152,2 26,5 50,6 7415
Sanos | 19 | 199,0 203,9 143,4 32,9 26,3 498,4
CD3+HLADR+ VRS 63 | 486,6 338,2 509,4 64,2 24,2 2034,0 M-W VRS-Sanos 0,538
Linfo T activados Leves | 30 | 493,6 356,9 502,8 91,8 24,2 2034,0 | ANOVA 0,782
Graves | 33 | 480,2 286,2 523,0 91,1 32,3 1703,5
Sanos | 19 | 512,4 463,9 409,3 93,9 0,4 1468,8

Cuadro 4b. Inmunotipificacion de linfocitos virgenes, de memoria
en valores porcentuales.

y marcadores de activacion

RA+RO- VRS 70 80,6 83,5 10,6 13 32,2 92,2 M-W | VRS-Sanos | 0,561
Linfo Virgenes Leves | 35 79,9 82,4 10,3 1,7 49,0 92,2 ANOVA  Leves-Graves 0,617
Graves | 35 81,3 84,2 11,0 1,9 32,2 90,8
Sanos | 19 81,6 81,3 5,0 1,1 70,5 90,7
RA+RO+ VRS 70 2,6 1,9 2,3 0,3 0,0 11,2 M-W VRS-Sanos 0,089
Linfo recién activados Leves | 35 2,3 1,7 2,3 0,4 0,0 11,2 ANOVA Leves-Sanos 0,07
Graves | 35 2,9 2,1 2,3 04 0,5 9,5
Sanos | 19 3,4 2,9 2,4 0,5 0,2 8,4
RA-RO+ VRS 70 31 2,7 23 0,3 0,6 15,9 M-W VRS-Sanos 0,012
Linfo memoria Leves | 35 3,4 2,9 2,8 0,5 0,6 15,9 ANOVA  Graves-Sanos | 0,024
Graves | 35 2,7 2,6 15 0,3 0,7 8,0
Sanos | 19 4,3 4,0 2,3 0,5 0,1 9,5
CD3+CD25+ VRS 64 57 5,8 1,7 0,2 2,1 8,8 ttest VRS-Sanos 0,003
Linfo T activados Leves | 31 5,6 55 1,6 0,3 2,1 8,7 ANOVA Leves-Sanos 0,01
Graves | 33 59 6,2 1,8 0,3 2,7 8,8 Graves-Sanos
Sanos | 19 4,3 3,9 2,2 0,5 0,9 8,0
CD3+HLADR+ VRS 63 11,1 7,4 10,9 14 0,3 55,1 M-W VRS-Sanos 0,8
Linfo T activados Leves | 30 8,7 7,7 7,2 1,3 0,6 27,2 ANOVA 0,444
Graves | 33 13,4 7,4 13,1 2,3 0,3 55,1
Sanos | 19 10,9 9,8 8,4 1,9 0,1 27,6
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Grafico 7. Distribucion de linfocitos
de memoria en valores absolutos en
nifios, de los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. En la
imagen debemos apreciar el grupo
grave que aparece disminuido al
compararlo con el grupo sano
(p=0,017).

Grafico 8. Distribucion de linfocitos
de memoria den valores porcentuales
en nifos, de los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. En la
imagen podemos apreciar como los
grupos infectados por VRS tienden a
un menor porcentaje de linfocitos de
memoria. La comparacion de los
grupos VRS y graves con el grupo
sano da un p=0,012, y la comparacién
de los grupos graves con sano el
p=0,024.
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Grafico 9. Distribucion de linfocitos T
activados (CD25+) en valores
absolutos en nifios, de los grupos total
con VRS, leves, graves y controles
sanos. En la imagen debemos apreciar
la tendencia el grupo leve en activar
sus linfocitos T con respecto a los
grupos graves y controles sanos
(p=0,019).

Grafico 10. Distribucion de linfocitos
T activados (CD25+) en valores
porcentuales en nifos, de los grupos
total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En la imagen
debemos apreciar el mayor
porcentaje de linfocitos T activados
en los grupos infectados por VRS con
respecto al grupo control (p

=0,003).
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Cuadro 5a. Imunotipificacidon de linfocitos Natural Killer en valores absolutos.

Dv | Error
MARCAJE Grupos | n | media | mediana | Std Std min max  [Método P=
CD56+CD57+ VRS 60 | 87,9 52,8 83,6 | 10,8 0,3 356,9 M-W VRS-Sanos 0,868
NK activados Leves | 30 | 93,7 52,3 98,4 | 18,0 2,8 356,9 | ANOVA 0,984
Graves | 30 | 82,0 57,1 66,8 | 12,2 0,3 2149
Sanos | 15 | 107,9 62,2 1179 | 304 4,4 389,5
CD56+94+ VRS 60 | 211,3 138,0 2079 | 26,8 54 |1000,6 | M-W VRS-Sanos 0,035
K con receptor Leves | 30 | 256,1 | 138,0 | 2496 | 456 | 23,9 | 1000,6 | ANOVA = Graves-Sanos | 0,063
Graves | 30 | 166,6 126,5 146,6 | 26,8 54 663,9
Sanos | 15 | 298,3 247,2 200,1 | 51,7 | 93,9 | 666,5
CD94+CD57- VRS 60 | 159,5 98,7 171,4 | 22,1 5,1 918,3 M-W VRS-Sanos 0,029
NK no activados Leves | 30 | 1986 | 1089 |2106| 384 | 97 | 9183 |ANOvA Graves-Sanos | <0,001
Graves | 30 | 120,4 79,6 110,8 | 20,2 51 531,1
Sanos | 15 | 207,7 170,0 133,0 | 34,3 | 66,8 | 577,3
CD94+CD57+ VRS 60 | 52,3 32,1 59,0 7,6 0,3 304,6 M-W VRS-Sanos 0,364
NK activado con Leves [ 30| 579 | 321 | 692 | 126 | 07 | 3046 | ANOVA 0,609
Graves | 30 | 46,6 28,4 47,0 8,6 0,3 160,7
Sanos | 15 | 88,5 44,7 114,9 | 29,7 5,7 382,7
CD94-CD57+ VRS 60 | 354 22,7 355 4,6 0,0 144,0 M-W VRS-Sanos 0,031
NK activado sin Leves [ 30| 361 | 227 | 380 69 | 10 | 1440 | ANOVA 0,096
Graves | 30 | 34,7 22,9 33,5 6,1 0,0 134,8
Sanos | 15 | 15,7 12,4 14,6 3,8 0,0 47,6
Cuadro 5b. Inmunotipificacion de linfocitos Natural Killer en valores porcentuales.
CD56+CD57+ VRS 60 |18,1 15,3 11,1 14 0,9 50,3 M-W VRS-Sanos 0,984
NK activados Leves | 30 |16,4 13,6 10,1 1,8 4,8 46,6 | ANOVA 0,573
Graves | 30 | 19,7 17,0 11,9 2,2 0,9 50,3
Sanos | 15 | 18,5 14,5 13,4 3,5 1,3 53,6
CD56+94+ VRS 60 |39,8 38,2 12,8 1,7 15,6 65,2 t test VRS-Sanos <0,001
NK con receptor Leves | 30 | 42,3 42,2 13,5 2,5 19,1 65,2 | ANOVA  Graves-Sanos <0,001
Graves| 30 [37,3| 354 11,8 2,2 15,6 63,9 Leves-Sanos
Sanos | 15 |58,7| 54,3 13,7 35 37,5 80,1
CD94+CD57- VRS 60 |30,0 28,3 12,0 15 11,4 59,8 ttest VRS-Sanos <0,001
NK no activados con Leves | 30 | 32,8 30,6 14,3 2,6 11,4 59,8 | ANOVA Graves-Sanos <0,001
Graves| 30 |27,2| 27,5 8,5 1,6 13,1 47,0 Leves-Sanos
Sanos | 15 |43,4| 39,8 13,0 34 23,4 69,1
CD94+CD57+ VRS 60 |10,0 8,2 7,5 1,0 0,2 40,9 M-W VRS-Sanos 0,35
NK activado con Leves | 30 | 9,7 8,2 7,3 1,3 0,2 40,9 | ANOVA 0,614
Graves | 30 | 10,3 8,5 7.8 14 1,0 39,1
Sanos | 15 | 15,0 9,2 14,1 3,6 1,7 52,6
CD94-CD57+ VRS 60 | 7,9 6,7 6,5 0,8 0,0 33,0 M-W VRS-Sanos 0,002
NK activado sin Leves | 30 | 6,8 6,0 51 0,9 1,5 25,1 | ANOVA Graves-Sanos 0,004
Graves| 30 | 9.1 6,7 7,6 14 0,0 33,0 Leves-Sanos
Sanos | 15 | 3,1 3,0 2,0 0,5 0,0 6,8
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Grafico 11. Distribucion de LNK con
receptor de MHC I en valores
absolutos en nifios, de los grupos
total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En la imagen
debemos apreciar la distribucion del
grupo VRS con el grupo sano
(p=0,035).

Grafico 12. Distribucion de LNK con
receptor de MHC I en valores
porcentuales en ninos, de los grupos
total con VRS, leves, graves y
controles sanos. En la imagen
podemos apreciar los 3 grupos VRS
positivos con una distribucion de la
proporcion del receptor MHC I menor
que el grupo control sano (p<0,05 en
todas las comparaciones entre VRS

positivos y sanos).
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Grafico 13. Distribucion de LNK no
activados con receptor de la molécula
MHC I en valores absolutos en ninos,
de los grupos total con VRS, leves,
graves y controles sanos. Debemos
apreciar en el grafico los grupos VRS
y sanos (p=0,029). En los grupos
graves y sanos (ANOVA p=0,049).
La poblacién total de infectados por
VRS y sobre todo el grupo graves
tiene un menor ndmero de esta

poblacion de LNK.

Grafico 14. Distribucion de LNK no
activados con receptor de la molécula
MHC I en valores porcentuales de los
grupos VRS, leves, graves y controles
sanos. Debemos apreciar como todos
los infectados por VRS tienen un
menor porcentaje de esta poblacién
respecto al grupo control sano
(p<0,001). EI ANOVA arroja
diferencias entre graves y sanos; y
leves y sanos (p<0,001)
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Grafico 15. Distribucion de LNK
activados sin receptor de la molécula
MHC I en valores absolutos en ninos,
de los grupos total con VRS, leves,
graves y controles sanos. Muestra
claramente como los infectados por
VRS presentan un mayor nimero de
esta poblacién respecto a los

controles sanos (p=0,031).

Grafico 16. Distribucion de LNK
activados sin receptor de la molécula
MHC I en valores porcentuales en
nifios, de los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos.
Muestra claramente como los
infectados por VRS presentan una
mayor proporcion de esta poblacion
respecto a los controles sanos
(p=0,002). EI ANOVA (p=0,004) da
como diferentes los grupos graves y

leves con respecto a los sanos.
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Cuadro 6. Resumen de resultados de la cuantificacion de interleuquinas

[ Interleuguina Grupo N Media Mediana Desv. Error Std Min Max Método | Comparacion p

TNF-a VRS 61 5,967 5,085 3,242 0,415 1,323 | 19,66 M-W VRS-Sanos | 0,112
Grave | 34 5,846 4,687 3,864 0,663 1,323 | 19,66 | ANOVA 0,199
Leve 27 6,119 6,138 2,294 0,442 3,332 | 13,02 | *ANOVA | Grave-Sanos 0,07

Sano 14 6,253 6,488 1,48 0,41 4,193 | 8,816
INF-g VRS 60 5,565 3,873 4,184 0,54 0,788 | 21,34 M-W VRS-Sanos | 0,936
Grave | 34 5,286 3,873 3,553 0,609 0,788 | 14,72 | ANOVA 0,988

Leve 26 5,931 4,066 4,94 0,969 1,944 | 21,34

Sano 17 4,624 4,646 2,308 0,56 0,403 | 9,287
IL-10 VRS 62 8,076 4,315 8,825 1,121 1,186 | 49,82 M-W VRS-Sanos | 0,533
Graves | 33 8,797 5,294 10,251 1,784 1,263 | 49,82 | ANOVA 0,695

Leves 28 6,38 3,835 5,201 0,983 1,186 | 19,57

Sanos | 12 5,697 5,255 2,858 0,825 1,494 | 10,21
IL-6 VRS 52 43,28 6,208 165,255 22,917 0 912,8 M-W VRS-Sanos 0,002
Graves | 29 | 72,182 7,144 218,46 40,567 0 912,8 ANOVA | Grave-Sanos | 0,003

Leves 23 6,838 2,951 8,821 1,839 0 24,84

Sanos 23 3,247 0 7,416 1,546 0 29,51
IL-13 VRS 63 1,292 0,605 2,501 0,315 0,36 14,56 M-W VRS-Sanos 0,005
Graves | 33 1,322 0,621 2,392 0,416 0,36 13,84 | ANOVA | Leves Sanos | 0,014

Leves 30 1,26 0,598 2,657 0,485 0,406 | 14,56

Sanos | 14 1,751 0,889 1,717 0,459 0,483 5,92
IL-17 VRS 67| 19,326 14,817 27,448 3,353 0 222,4 M-W VRS-Sanos 0,66
Graves 37| 16,47 14,817 10,6 1,743 1,844 | 38,91 | ANOVA 0,902

Leves 30| 22,848 13,89 39,393 7,192 0 222,4

Sanos 10| 13,892 16,67 10,454 3,306 0 27,79
IL-8 VRS 61 0,986 0,422 2,251 0,288 0 11,99 M-W VRS- Sanos | 0,002
Quimioguina Graves | 33 1,396 0,437 2,993 0,521 0 11,99 ANOVA | Grave-Sanos | 0,007

Leves 28 0,503 0,418 0,444 0,838 0 1,473 Leves-Sanos
Sanos | 15 0,199 0,118 0,296 0,0765 0 1,212
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Grafico 17. Distribucion de la lectura
de TNF-a en los grupos total con
VRS, leves, graves y controles sanos.
En la imagen se aprecia la tendencia
del grupo grave a estar disminuido
con respecto a los controles sanos
(p=0,062).

Grafico 18. Distribucion de la lectura
de TNF-a en los grupos total con
VRS, leves, graves y controles sanos,
descartando las dos muestras del
grupo grave que salian por mucho del
intervalo de 95% de confianza. En la
imagen se aprecia la tendencia del
grupo grave con el grupo control y
con el grupo leve (p=0,07).
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Grafico 19. Distribucion de la lectura
de IL-6 en los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. En la
imagen se observa una tendencia del
grupo grave a tener una mayor
concentracion de esta interleuguina
(p=0,003).

Grafico 20. Distribucion de la lectura
de IL-13 en los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. En la
imagen se observa como el grupo
sano tiende a valores mas altos que
en los grupos VRS positivos. Los
grupos total VRS, leves y graves
presentaron concentraciones
significativamente menores con el

grupo sanos (p<0,05).
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Grafico 21. Distribucion de las
lecturas de IL-8 de los grupos total
con VRS, leves, graves y controles
sanos. En la imagen se puede
apreciar a los grupos infectados por
VRS con mayores concentraciones
que el grupo de controles sanos
(p<0,05). Entre los grupos leves y
graves no hubo diferencias

significativas.

Grafico 22. Distribucion de la lectura
de INF-y en los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. No
se observan diferencias estadisticas

entre los grupos.
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Grafico 23. Distribucion de la lectura
de IL-10 en los grupos total con VRS,
leves, graves y controles sanos. No
se observan diferencias estadisticas
entre los grupos. Destaca el grupo
grave por presentar los pacientes con

los valores mas altos.

Grafico 24. Distribucion de las
lecturas de IL-17 de los grupos total
con VRS, leves, graves y controles
sanos. No hubo diferencias

significativas.
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Cuadro 6*. Andlisis estadistico de TNF-a sin dos muestras del grupo graves que estaban
alejadas del resto del grupo.

N
IL Grupo | total | Media |Mediana | Desv. Stnd. | Método Comparacion p
TNF-a| VRS 61 5,967 5,085 2,141 t-test VRS-Sanos 0,089
Grave | 32 5,009 4,655 1,892 ANOVA Graves-Sanos 0,07
Leve 27 6,119 6,138 2,294
Sano 14 6,592 6,584 1,906
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Cuadro 7. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del extremo C-terminal del gen G

de VRS del grupo A de cepas chilenas.

A2
Long
73_RSV
72_RSV
86_RSV
67_RSV
63_RSV
76-RSV
94_RSV
87_RSV
74_RSV
75_RSV
56_RSV
66_RSV
P2_RSV
41_RSV
47_RSV
79_RSV
61_RSV
64_RSV
P9_RSV
77_RSV
50_RSV
51_RSV
11_RSV

A2
Long
73_RSV
72_RSV
86_RSV
67_RSV
63_RSV
76_RSV
94_RSV
87_RSV
74_RSV
75_RSV
56_RSV
66_RSV
P2_RSV
41_RSV
47_RSV
79_RSV
61_RSV
64_RSV

GAAGAGCCAA
GAAGAGCCAA
GAAGAGCCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGTCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA

CCAAACCTCA
ACAAACCTCA
CCAAACCCCA
CCAAACCCCA
CCAAACCCCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCCCA
CCAAACCTCA
CCAAACCCCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCCCA
CCAAACCCCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCTCA
CCAAACCCCA
TCAAACCTCA
CCAAACCCCA

CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCG-ACA
CCATCG-ACA
CCATCG-ACA

AACCACTAAA
AACCACTAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA

TCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG
CCAAAGGAAG

TACCCACCAC
TACCCACCAC
TACACACCAC
TACACACCAC
TACACACCAC
CACCCACCAC
CACCCACCAC
TACATACCAC
TACTCACCAC
TACACACCAC
TACTCACCAC
TACTCACCAC

CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA
CAAGCCCACA

AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACTCACCAC CAAGCCCACA
CCAAAGGAAG CACCCACCAC CAAGCCCACA
CCAAAGGAAG TACTCACCAC CAAGCTCACA
CCAAAGGAAG TACTCACCAC CAAGCTCACA
CCAAAGGAAG TACTCACCAC CAAGCCCACA
CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
CCAAAGGAAG TACCCACCAC CAAGCCCACA
CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
CCAAACCCCA AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
CCAAACCCCA AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA
CCAAACCCCA AACCACAAAA CCAAAGGAAG TACACACCAC CAAGCCCACA

AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACAAAA
AACCACTAAA
AACCACAAAA

CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAGC
CCACCAAAGC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC
CCACCAAAAC

AAACATCATA
AAACATCATA
AAACATCACA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAAA
AAACATCAGA
AAACATCAGA
AAACATCAGA

ACTACACTAC
ACTACACTAC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACCACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC
ACTACACTGC

TCACCTCCAA
TCACCAACAA
TCACCAACAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
TCACCTCCAA
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P9_RSV
77_RSV
50_RSV
51-RSV
11_RSV

A2
Long
73_RSV
72_RSV
86_RSV
67_RSV
63_RSV
76_RSV
94_RSV
87_RSV
74_RSV
75_RSV
56_RSV
66_RSV
P2_RSV
41_RSV
47_RSV
79_RSV
61_RSV
64_RSV
P9_RSV
77_RSV
50_RSV
51-RSV
11_RSV

A2
Long
73_RSV
72_RSV
86_RSV
67_RSV
63_RSV
76_RSV
94_RSV
87_RSV
74_RSV
75_RSV
56_RSV
66_RSV

GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA
GAAAAGCCAA

125

CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CACCACAGGA
CATCACGGAA
CATCACGGAA
CATCACGGAA

185

AGGCAATCCA
AGGCAATCTA
AGGCAATCTA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA

CCATCG-ACA
CCATCG-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA
CCATCA-ACA

135

AATCCAGAAC
AATCCAAAAC
AATCCAATAC
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAAAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAA
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCCAGAAC
AATCAAGAAA
AATCAAGAAA
AATCAAGAAA

195

AGCCCTTCTC
AGCCCTTCTC
AGCCCTTCTC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC

CCACCAAAAC AAACATCAGA ACTACACTGC TCACCTCCAA
CCACCAAAAC AAACATCAGA ACTACACTGC TCACCTCCAA
CCACCAAAAC AAACATCAGA ACTACACTGC TCACCTCCAA
CCACCAAAAC AAACATCAGA ACTACACTGC TCACCTCCAA
CCACCAAAAC AAACATCAGA ACTACACTGC TCACCTCCAA

TCACAAGTCA
TCACAAGTCA
TCACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ATACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA
ACACAAGTCA

205

AAGTCTCTAC
AAGTCTCCAC
AAGTCTCCAC
AAGTCTATAC
AAGTCTACAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC

AATGGAAACC
AATGGAAACC
AATGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AAAGGAAACC
AGAGGAAACC
AGAGGAAACC
AGAGGAAACC
AGAGGAAACC
AGAGGAAACC
AGAGGAAACC

AGAGGAAACC CTCCACTCTA

AGAGGAAACC

AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG

TTCCACTCAA
TTCCACTCAA
TTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CCCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCAATCAA
CTCCAATCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCAA
CTCCACTCTA

CTCCACTCTA

225

TACCCATCAC
CACCCATCAC
CACCCATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC

CTTCCTCCGA

CCTCCTCCGA

CCTCCTCCGA

CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA
CCACTCCCGA

CTACTCCCGA
CTACTCCCGA
CTACCTCCGA
CTACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA
CCACCTCCGA

235

AACCTTCATC
AACCCTCATC
AACCCTCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCTATC
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P2_RSV
41_RSV
47_RSV
79_RSV
61_RSV
64_RSV
P9_RSV
77_RSV
50_RSV
51-RSV
11_RSV

A2
Long
73_RSV
72_RSV
86_RSV
67_RSV
63_RSV
76_RSV
94_RSV
87_RSV
74_RSV
75_RSV
56_RSV
66_RSV
P2_RSV
41_RSV
47_RSV
79_RSV
61_RSV
64_RSV
P9_RSV
77_RSV
50_RSV
51_RSV
11_RSV

AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCCA
AGGCAATCTA
AGGCAATCTA
AGGCAATCTA
AGGCAATCTA
AGGCAATCTA
AAGCAATCTA
AAGCAATCTA
AAGCAATCTA

AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCTTCAC
AGCCCATCAC
AGCCCATCAC
AGCCCATCAC
AGCCCATCAC
AGCCCATCAC
AGCCCTTCAC

AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC
AAGTCTATAC

AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG
AACATCCGAG

TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC
TACCTATCAC

AATCTCTATC
AATCTCTATC
AATCTCTATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCCATC
AATCTCTATC

AGCCCTTCAC AAGTCTATAC AACATCCGAG TACCTATCAC AATCTCTATC
AGCCCTTCAC AAGTCTATAC AACATCCGAG TACCTATCAC AATCTCTATC

245

TCCACCCAAC
TCCACCCAAC
TCCACCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC
TTCATCCAAC
TTCATCCAAC
TTCATCCAAC
TTCATCCAAC
TTCATCCAAC
TCCATCCAAC
TCCATCCAAC

255

ACACCACGCC
ACAACACGCC
ACAACACGCC
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAGAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAAAT
ACAACAAGAT
ACAACAAGAT

265

AGTAGTTACT T
AGTAGTTATT -
AGTAGTTATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTTATT A
GGTAGTTATT A
GATAGTCATT A
GATAGTCATT A
GATAGTCATT A
GATAGTCATT A
GATAGTCATT A
GGTAGTCATT A
GGTAGTCATT A

TCCATCCAAC ACAACAAGAT GGTAGTCcCATT A
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Cuadro 8. Distancias nucleotidicas de los 23 VRS del grupo A Chilenos del periodo 2005-2006.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
21 22
[ 1] 50_RSV
[ 2] 51_RSV 0.000
[ 3] 56_RSV 0.033 0.033
[ 4] 61_RSV 0.004 0.004 0.026
[ 5] 63_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011
[ 6] 72_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000
[ 7] 77_RSV 0.004 0.004 0.026 0.000 0.011 0.011
[ 8] 79_RSV 0.004 0.004 0.026 0.000 0.011 0.011 0.000
[ 91 86_RSV 0.033 0.033 0.007 0.019 0.004 0.004 0.019 0.019
[10] 87_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004
[11] 94_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000
[12] P9_RSV 0.004 0.004 0.026 0.000 0.011 0.011 0.000 0.000 0.019 0.011 0.011
[13] 11_RSV 0.000 0.000 0.033 0.004 0.019 0.019 0.004 0.004 0.033 0.019 0.019 0.004
[14] 41_RSV 0.019 0.019 0.037 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.059 0.033 0.033 0.033 0.019
[15] 47_RSV 0.019 0.019 0.037 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.059 0.033 0.033 0.033 0.019 0.000
[16] 64_RSV 0.004 0.004 0.026 0.000 0.011 0.011 0.000 0.000 0.019 0.011 0.011 0.000 0.004 0.033 0.033
[17] 66_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000 0.000 0.011 0.019 0.033 0.033 0.011
[18] 67_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000 0.000 0.011 0.019 0.033 0.033 0.011 0.000
[19] 73_RSV 0.248 0.248 0.311 0.219 0.278 0.278 0.219 0.219 0.259 0.278 0.278 0.219 0.248 0.378 0.378 0.219 0.278 0.278
[20] 74_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000 0.000 0.011 0.019 0.033 0.033 0.011 0.000 0.000 0.278
[21] 75_RSV 0.033 0.033 0.007 0.019 0.004 0.004 0.019 0.019 0.000 0.004 0.004 0.019 0.033 0.059 0.059 0.019 0.004 0.004 0.259 0.004
[22] 76-RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000 0.000 0.011 0.019 0.033 0.033 0.011 0.000 0.000 0.278 0.000 0.004
[23] P2_RSV 0.019 0.019 0.004 0.011 0.000 0.000 0.011 0.011 0.004 0.000 0.000 0.011 0.019 0.033 0.033 0.011 0.000 0.000 0.278 0.000 0.004
0.000



Cuadro 9. Secuencias deducidas de aminoacidos del extremo c-terminal de la proteina G de los 23 VRS grupo A chilenos del periodo
2005-2006.

A2 KKDPKPQTTKSKEVPTTKPTEEATI?HHQNKHHNYTTHLQHHRKSRTHKSNGNLPENFLRRQSKPFSSLYNIRVPI
Long KKDHKPQTTKPKEVPTTKPTEERTI?HHQNK YTTHQQHHRKBPKTHKSNGNLALINLLRRQSKPFSSLHNIRAPI
73_RSV  KKDLKPQTTKPKEVPTTKPT 'EEI|EZF1TI?H HQNKHHNYTAHQQHHRK$NTHKSNGNLALINLLRRQSKPFSSLHNIRAPITILISTQHNTRVVI

72_RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKP TI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPP RQSKPFTSLYNIRVPIT

86_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLHNIRVPITISISIQHNRMVVI
67_RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
63_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
76-RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
94_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
87_RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
74_RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
75_RSV  KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNHTAHLQHHRKSRKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
56_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKSTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSKKYKSKGNPPLNHSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
66_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKHKSKGNPPLNYSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
P2_RSV KKDPKPQTTKPKEVHTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRKHKSKGNPPLNYSRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNRMVVI
41_RSV KKEPKPQTTKPKEVLTTKLTEKPTI?HHQSKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSKGNPPINYLRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNKMVVI
47_RSV  KKEPKPQTTKPKEVLTTKLTEKPTI?HHQSKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSKGNPPINYLRRQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNKMVVI
79_RSV  KKDPKPQTTKPKEVLTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSRGNPPLNHLRRQSKPITSLYNIRVPITISIFIQHNKMIVI
61_RSV KKDPKPQTTKPKEVLTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSRGNPPLNHLRRQSKPITSLYNIRVPITISIFIQHNKMIVI
64_RSV KKDPKPQTTKPKEVLTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSRGNPPLNHLRRQSKPITSLYNIRVPITISIFIQHNKMIVI

P9_RSV KKDPKPQTTKPKEVLTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSRGNPPLNHLRRQSKPITSLYNIRVPITISIFIQHNKMIVI

77_RSV  KKDPKPQTTKPKEVLTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHRKSRTHKSRGNPPLNHLRRQSKPITSLYNIRVPITISIFIQHNKMIVI

50_RSV KKDPKPQTTKPKEAPTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHGKSRKHKSRGNPPLYHLRKQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNKMVVI
51_RSV KKDPKPQTTKPKEAPTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHGKSRKHKSRGNPPLYHLRKQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNKMVVI
11_RSV KKDPKPQTTKPKEAPTTKPTEKPTI?HHQNKHQNYTAHLQHHGKSRKHKSRGNPPLYHLRKQSKPFTSLYNIRVPITISISIQHNKMVVI

En rectangulo las zonas aminoacidicas que tienden a ser diferentes entre las muestras y las cepas de referencias



Cuadro 10. Matriz de distancias de las secuencias deducidas de aminoacidos del extremo c-terminal de la proteina G de los 23 VRS

del grupo A chilenos y las cepas de referencia A2 y long.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
23 24
[ 1] A2
[ 2] Long 0.124
[ 31 73_RSV 0.180 0.034
[ 4] 72_RSV 0.393 0.303 0.337
[ 5] 86_RSV 0.393 0.270 0.315 0.011
[ 6] 67_RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011
[ 7] 63_RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011 0.000
[ 8] 76-RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011 0.000 0.000
[ 9] 94_RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011 0.000 0.000 0.000
[10] 87_RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011 0.000 0.000 0.000 0.000
[11] 74_RSV 0.393 0.303 0.337 0.000 0.011 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
[12] 75_RSV 0.393 0.270 0.315 0.011 0.000 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011
[13] 56_RSV 0.427 0.315 0.360 0.011 0.022 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.022
[14] 66_RSV 0.382 0.281 0.315 0.011 0.022 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.022 0.022
[15] P2_RSV 0.382 0.281 0.315 0.011 0.022 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.022 0.022 0.000
[16] 41_RSV 0.348 0.258 0.281 0.067 0.090 0.067 0.067 0.067 0.067 0.067 0.067 0.090 0.067 0.067 0.067
[17] 47_RSV 0.348 0.258 0.281 0.067 0.090 0.067 0.067 0.067 0.067 0.067 0.067 0.090 0.067 0.067 0.067 0.000
[18] 79_RSV 0.382 0.225 0.236 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.146 0.090 0.090 0.079 0.079
[19] 61_RSV 0.382 0.225 0.236 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.146 0.090 0.090 0.079 0.079 0.000
[20] 64_RSV 0.382 0.225 0.236 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.146 0.090 0.090 0.079 0.079 0.000 0.000
[21] P9_RSV 0.382 0.225 0.236 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.146 0.090 0.090 0.079 0.079 0.000 0.000 0.000
[22] 77_RSV 0.382 0.225 0.236 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.124 0.146 0.090 0.090 0.079 0.079 0.000 0.000 0.000 0.000
[23] 50_RSV 0.449 0.281 0.315 0.101 0.112 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.112 0.079 0.067 0.067 0.090 0.090 0.112 0.112 0.112 0.112
0.112
[24] 51_RSV 0.449 0.281 0.315 0.101 0.112 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.112 0.079 0.067 0.067 0.090 0.090 0.112 0.112 0.112 0.112
0.112 0.000
[25] 11_RSV 0.449 0.281 0.315 0.101 0.112 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101 0.112 0.079 0.067 0.067 0.090 0.090 0.112 0.112 0.112 0.112
0.112 0.000 0.000
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Cuadro 11. Genotipos de VRS en los pacientes estudiados 2005-2006.

2005 2006 Total
Genotipo | Leves Graves Total Leves Graves Total Leves Graves Total
GAl 0 0 0 1(4,5%) 0 1(4,5%) 1(0,27%) 0 1(0,27%)
GA2 3 (10%) | 2(6,6%) 5(16,6%) | 9(40,9%) | 8(36,3%) | 17(77,2%) | 12(23%) |10(19,2%) | 22(42,3%)
GBurul 1(3,3%) | 1(3,3%) 2(6,6%) 0 1(4,5%) 1(4,5%) 1(0,27%) | 2(3,8%) 3(5,8%)
GBA 8(26,6%) | 15(50%) | 23(76,6%) 1(4,5%) 2(9%) 3(13,6%) 9(17,3%) | 17(32,7%) | 26(50%)
30(100%) 22(100%) 52(100%)




Cuadro 12. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del extremo C-terminal del gen

G de VRS del grupo B de cepas chilenas.

#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV
#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV
#8_RSV
#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV

AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
aaaaGaGACC

AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGAGACC
AAAAGaGacc
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AACCCAGCAA
AACCCAACAA
aaccCaacAa

AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA
AACCCAACAA

CCAAAACACC
CAAAAACACT
CAAAAACacT

CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAAAACACT
CAAQAACACT

- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC
- -AAAAA-CC

AGCCAAAATG
AGCCAAAACA
aGCCaAAaCA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCcAAAACa

AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACA
AGCCAAAACa

AACCCTCAAG
AACCCCTAAG
AACCCCcTAAG
AACCCCTAaG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCAAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG

CCAAAAAAAG
CTAAAAAAAG
CcTAAaaAaaG

CTaAAAAAAG

CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CTGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGGATAAAG
CCGAAAAAAG
CTGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG
CCGAAAAAAG

ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA

AAA- - - - - - -

TCATCACC

AAAAGAAAGA AACCACCACC
aAAAGaAaGA aACCAcCACC
AAAAGAAAGA aACCACCACC

AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -

AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -

AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -
AAA- - - - - -

GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGAAACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG

- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATC
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -TCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -ACACCATT
- - -CCACCATC
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCACCATT
- - -CCaCCaTT

CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
TACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA

74



#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV
#8_RSV

#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV
#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV
#8_RSV
#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC

AACCCAACAA - -AAAAA-cC

AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AACCCAACAA - -AAAAA-CC
AaCCCAACAA - -AAAAa-Cc

TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC

AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG

AACCCCCAAG

AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAAG
AACCCCCAaG

ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA
ACCACAGAAA

TCGACGCAGC CACA-TCGAA GCACACGGAG

TTGACACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGATACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGACACAAC

TCCACTGTGC TTGACACAAC

TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACCGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC
TCCACTGTGC

TTGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGACACAAC
TCGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC
TTGACACAAC

TCCACTGTGC TcGACACAAC

CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA
CACA-TCAAA

ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAT
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA
ACACACAGAA

GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACACCAG
GAGACATCAG
GAGACATCAG
GAGACACCAG

CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
TACTCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA
CACCCCACAA

AGAA AGAGACACCA GCATTTCACA
AGGA AGAGACACCA GCACTTCACA
AGGa AGAGACACCA GCACTTCACA
CcGGA AGAGACACCA GCACTTCcTGA

AGAGACACCA GCACCTCACA

AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA
AGAGACACCA

GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACA
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACA
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACA
GCACCTCACC
GCACCTCACA
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCCCACA
GCACCTCACT
GCACCTCACA
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACT
GCACCTCACA
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#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV
#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV
#8_RSV
#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV
#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV

ATCCACCGTG
ATCCACTGTG
ATCCACTGTG
GTcCACTGTG
ATCCATTGCG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGCG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCaTTGtG

ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGCG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG
ATCCATTGTG

245

CAACCACCTC
CAACCACTCC
CAACCACTCC
CaacCACTCC

CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCaCcCCC

CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGTCACAA
CTCAACACAA
CTCGACACAA
CTTGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTCGACACAA
CTcGACACAA

CGAAAACACA
TGAAAACACA
tGAAAACACA
TGAAAaCACA
CGAAAACACA

TGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA

TCACTCCAAA
CCACATCAGA
CCACATCAGA
CCACaTCAGA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA
CCACATCAAA

ATACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
GCaCaCaATC

ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACACTC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC
ACACACAATC

CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACaGCAaT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACaGCAaT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT
CAACAGCAAT

CCCTCC-ACT
CCCTCC-ACT
CCCTCC-ACT
CCCTcTcacT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCC-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCC-ACT
CCCTCT-ACC
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCC-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT
CCCTCT-ACT

CCACATCAAA ACACACAATC CAACAGCAAT CCCTCC-ACT

CCCAGCTCCA CACAAATACC CACAGCATCC GAGCCCTCCA
CCCAACTCCA CACAAACACC CACAGCATCC GAGCCCTCCA
CCCAACTCCA CACAAACACC CACAGCATCC GAGCCCTCCA
CCCaACTCCC CACaAaCACc CACaGcATcC GAGCCCTCca
CCCAACTCCA CACAAACACC
CAAAAACACA CCCAACTTCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CATAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTTCA CACAAACACC
CCCAACTTCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAACCACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
CCCAACTCCA CACAAACACC
cCCaAcTCCa CACAAACaCC

CACA
CTCA
CACA
CACA
CTCA
CTCA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CaCa
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#8_RSV

#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

#CH18537
#1_RSV
#69_RSV
#26_RSV
#6_RSV
#9_RSV
#12_RSV
#33_RSV
#35_RSV
#28_RSV
#36_RSV
#40_RSV
#43_RSV
#44_RSV
#58_RSV
#70_RSV
#93_RSV
#10_RSV
#8_RSV
#22_RSV
#31_RSV
#30_RSV
#37_RSV
#27_RSV
#45_RSV
#39_RSV
#21_RSV
#15_RSV
#53_RSV
#52_RSV

CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC
CAACCACCCC

305

CATTAAATCC
CATCGAATTC

CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
TGAAAACACA
TGAAAACACA
TGAAAACACA
CGAAAACACA
CGAAAACACA
gGAAAACACA

CCCAACTTCA
CCCAACTTCA
CCCAACTTCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA
CCCAACTCCA

CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAAAACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CACAAACACC
CAAAAACACC

315

325

CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA
CACA

345

T-AATTAAAA AACCTAGTCA CATGCTTAGT TATTC
C-ACCCAAAA AATCTAGTCA TATGCT
CATcGAATTC C-ACCCAAAA AATCTAGTCA TATGCT
CATCGAATTC C-ACCCAAAA AATCTAGTCA TATGC
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Cuadro 13. Distancias nucleotidicas de los 29 VRS del grupo B Chilenos del periodo 2005-2006 y cepas de referencia.

[

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46]
[ 1] BA3833998

[ 2] NGO0603 ~ 0.005

[ 3] NG00403 0.034 0.014

[ 4] Ken2903  0.077 0.043 0.014

[ 5] Chi63 0.072 0.043 0.034 0.014

[ 6] Chi97 0.130 0.091 0.072 0.034 0.010

[ 71Chil20  0.005 0.005 0.029 0.063 0.063 0.120

[8]Chil7i  0.005 0.014 0.053 0.101 0.096 0.163 0.005

[ 9] Chi200  0.005 0.005 0.034 0.063 0.048 0.096 0.005 0.010

[10] Chi176  0.005 0.014 0.053 0.101 0.096 0.163 0.005 0.000 0.010

[11]Chi220  0.005 0.014 0.053 0.101 0.096 0.163 0.005 0.000 0.010 0.000

[12] Chi298  0.005 0.014 0.053 0.101 0.096 0.163 0.005 0.000 0.010 0.000 0.000

[13] Chi302  0.005 0.005 0.029 0.063 0.063 0.120 0.000 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

[14] Chi313  0.000 0.005 0.034 0.077 0.072 0.130 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

[15] CH18537 0.178 0.139 0.135 0.082 0.034 0.014 0.163 0.207 0.130 0.207 0.207 0.207 0.163 0.178

[16] mon/7/01 0.048 0.072 0.149 0.202 0.149 0.207 0.063 0.043 0.043 0.043 0.043 0.043 0.063 0.048 0.216

[17] mon/1/99 0.014 0.024 0.072 0.111 0.077 0.125 0.024 0.019 0.010 0.019 0.019 0.019 0.024 0.014 0.149 0.014

[18] 1.RSV  0.043 0.024 0.029 0.024 0.005 0.024 0.038 0.063 0.024 0.063 0.063 0.063 0.038 0.043 0.048 0.101 0.043

[19] 69_RSV  0.043 0.024 0.029 0.024 0.005 0.024 0.038 0.063 0.024 0.063 0.063 0.063 0.038 0.043 0.048 0.101 0.043 0.000

[20] 26_RSV  0.226 0.197 0.216 0.168 0.087 0.058 0.226 0.260 0.173 0.260 0.260 0.260 0.226 0.226 0.024 0.207 0.163 0.091 0.091

[2116_RSV  0.043 0.034 0.058 0.063 0.024 0.043 0.048 0.063 0.024 0.063 0.063 0.063 0.048 0.043 0.058 0.063 0.024 0.010 0.010 0.072

[22]9_RSV  0.082 0.053 0.048 0.024 0.014 0.034 0.058 0.091 0.053 0.091 0.091 0.091 0.058 0.082 0.048 0.159 0.091 0.019 0.019 0.120 0.048

[23] 12.RSV  0.091 0.058 0.043 0.014 0.005 0.014 0.072 0.111 0.063 0.111 0.111 0.111 0.072 0.091 0.034 0.178 0.101 0.014 0.014 0.101 0.043 0.005

[24]33_RSV  0.014 0.005 0.019 0.034 0.024 0.063 0.010 0.024 0.005 0.024 0.024 0.024 0.010 0.014 0.096 0.072 0.024 0.010 0.010 0.149 0.019 0.029 0.034

[25]35_RSV  0.091 0.063 0.063 0.034 0.010 0.019 0.072 0.106 0.058 0.106 0.106 0.106 0.072 0.091 0.024 0.149 0.087 0.014 0.014 0.077 0.034 0.005 0.005 0.034

[26] 28_RSV  0.091 0.063 0.063 0.034 0.010 0.019 0.072 0.106 0.058 0.106 0.106 0.106 0.072 0.091 0.024 0.149 0.087 0.014 0.014 0.077 0.034 0.005 0.005 0.034 0.000
[27]136_RSV  0.043 0.034 0.063 0.063 0.029 0.058 0.034 0.048 0.019 0.048 0.048 0.048 0.034 0.043 0.063 0.063 0.029 0.014 0.014 0.096 0.014 0.024 0.034 0.014 0.019 0.019
[28] 40_RSV  0.014 0.010 0.034 0.053 0.043 0.091 0.005 0.014 0.005 0.014 0.014 0.014 0.005 0.014 0.120 0.063 0.024 0.024 0.024 0.178 0.034 0.034 0.048 0.005 0.043 0.043
0.014

[29] 43_RSV  0.034 0.014 0.014 0.014 0.010 0.038 0.024 0.048 0.019 0.048 0.048 0.048 0.024 0.034 0.072 0.111 0.048 0.005 0.005 0.135 0.024 0.014 0.014 0.005 0.019 0.019
0.019 0.014

[30] 44_RSV  0.014 0.005 0.019 0.034 0.024 0.063 0.010 0.024 0.005 0.024 0.024 0.024 0.010 0.014 0.096 0.072 0.024 0.010 0.010 0.149 0.019 0.029 0.034 0.000 0.034 0.034
0.014 0.005 0.005

[31]58_RSV  0.034 0.034 0.077 0.091 0.053 0.091 0.029 0.034 0.014 0.034 0.034 0.034 0.029 0.034 0.096 0.034 0.014 0.029 0.029 0.120 0.019 0.048 0.063 0.019 0.043 0.043
0.005 0.014 0.034 0.019

[32] 70_RSV  0.034 0.014 0.014 0.014 0.010 0.038 0.024 0.048 0.019 0.048 0.048 0.048 0.024 0.034 0.072 0.111 0.048 0.005 0.005 0.135 0.024 0.014 0.014 0.005 0.019 0.019
0.019 0.014 0.000 0.005 0.034

[33]193_RSV  0.034 0.019 0.034 0.034 0.014 0.043 0.024 0.043 0.014 0.043 0.043 0.043 0.024 0.034 0.063 0.082 0.034 0.005 0.005 0.111 0.014 0.014 0.019 0.005 0.014 0.014
0.005 0.010 0.005 0.005 0.014 0.005

[34] 10_RSV  0.034 0.019 0.034 0.034 0.014 0.043 0.024 0.043 0.014 0.043 0.043 0.043 0.024 0.034 0.063 0.082 0.034 0.005 0.005 0.111 0.014 0.014 0.019 0.005 0.014 0.014
0.005 0.010 0.005 0.005 0.014 0.005 0.000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27



[35] 8_RSV 0.058 0.034 0.034 0.019 0.005 0.024 0.043 0.072 0.034 0.072 0.072 0.072 0.043 0.058 0.043 0.125 0.063 0.005 0.005 0.101 0.024 0.005 0.005 0.014 0.005 0.005

0.014 0.024 0.005 0.014 0.034 0.005 0.005 0.005
[36] 22_RSV  0.058 0.034 0.034 0.019 0.005 0.024 0.043 0.072 0.034 0.072 0.072 0.072 0.043 0.058 0.043 0.125 0.063 0.005 0.005 0.101 0.024 0.005 0.005 0.014 0.005 0.005

0.014 0.024 0.005 0.014 0.034 0.005 0.005 0.005 0.000
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Cuadro 14. Secuencias deducidas de aminoacidos del extremo c-terminal de la proteina G de los 23 VRS del grupo B chilenos del

periodo 2005-2006.
#BA383399B KRDPKKLAKTLKKE? - - ?TINPT?K?PTPKTTERDTSTSQSTVLDTTT ?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP

#CH18537  KRDPKTPAKMPKKE?--?ITNPA?K?PTLKT? RKRHQHFTIHRARHNHSKIHNPTAIP?TQPPPKTHPAPHKYPQHPSPPH*I?N*

#mon/7/01  KRDPKTPAKTLKKE?? NPT?K?PTPKT?-- RKRHQHLTIHCARHNHIRTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHPQHPSPPHRI?TQ
#mon/1/99  KRDPKTLAKTLKKE?--?TTNPT?K?PTPKT? RKRHQHLTIHCARHNHIRTHNPTAIP?TQPPLKTHPTPHKHPQHPSPPHRI?TQ
#1_RSV KRDPKTLAKTLKKEKKETTTINPT?K?PTPKT? RKRHQHFTIHCARHNHIRTHNPTAIP?TQPLLKTHPTPHKHPQHPSPPHRI?TQ
#69_RSV KRDPKTLAKTLKKEKKETTTNPT?K?PTPKT? RKRHQHFTIHCARHNHIRTHNPTAIP?TQPLLKTHPTPHKHPQHPSPPHRI?TQ
#26_RSV KRDPKTLAKTLKKEKKETTTNPT?K?PTPKT? RKRHQHF*VHCARHNHIRAHNPTAIPLTQPLLKTHPTPHKHPQHPSPPHRI?TQ

#6_RSV KRDPKTLAKTPKK PT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDAAT?EAHGERHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#9_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#12_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPLKTHPTPHKHP
#33_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#35_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#28_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#36_RSV KRDPKTLAKTLKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERETSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHNHP
#40_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCAQHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#43_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#44_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCA*HNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#58_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHR*RHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#70_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#93_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#10_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#8_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#22_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#31_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTSHKHP
#30_RSV KRDPKTLAKTPDKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHPTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP
#37_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKNP
#27_RSV KRDPKTLAKTLKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHTPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP

#45_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPLKTHPTPHKHP
#39_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPLKTHPTPHKHP
#21_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPLKTHPTPHKHP
#15_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDISTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP

#53_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDISTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPPKTHPTPHKHP

#52_RSV KRDPKTLAKTPKKE?--?TINPT?K?PTPKTTERDTSTPQSTVLDTTT?KTHRKRHQHLTIHCARHNHIKTHNPTAIP?TQPPRKTHPTPQKHP

En cuadrado azul sefiala las dos lisinas extras en las cepas chilenas.



Cuadro 15. Matriz de distancias de las secuencias deducidas de aminoacidos del extremo C-terminal de la proteina G de los 23 VRS

del grupo A chilenos y las cepas de referencia A2 y long.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
26 27 28 29
1 CH18537
J1_RSV  0.429
169_RSV 0.429 0.000
]126_RSV 0.365 0.032 0.032
]6_RSV  0.254 0.175 0.175 0.206
19_RSV  0.222 0.111 0.111 0.143 0.032
]112_RSV 0.254 0.079 0.079 0.111 0.032 0.016
_ 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016
[ 9] 35_RSV 0.222 0.111 0.111 0.143 0.032 0.000 0.016 0.016
[10] 28_RSV 0.222 0.111 0.111 0.143 0.032 0.000 0.016 0.016 0.000
[11] 36_RSV 0.270 0.079 0.079 0.111 0.048 0.032 0.016 0.032 0.032 0.032
[12] 40_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032
[13] 43_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000
[14] 44_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000
[15] 58_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000
[16] 70_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000
[17] 93_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
[18] 10_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
[19] 8_RSV  0.222 0.111 0.111 0.143 0.032 0.000 0.016 0.016 0.000 0.000 0.032 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016
[20] 22_RSV 0.222 0.111 0.111 0.143 0.032 0.000 0.016 0.016 0.000 0.000 0.032 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000
[21] 31_RSV 0.222 0.111 0.111 0.143 0.032 0.000 0.016 0.016 0.000 0.000 0.032 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000
[22] 30_RSV 0.238 0.238 0.238 0.270 0.048 0.063 0.079 0.032 0.063 0.063 0.079 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.063 0.063 0.063
[23] 37_RSV 0.222 0.159 0.159 0.190 0.032 0.032 0.032 0.016 0.032 0.032 0.032 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.032 0.032 0.032 0.048
[24] 27_RSV 0.333 0.079 0.079 0.127 0.048 0.032 0.016 0.032 0.032 0.032 0.048 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.095 0.063
[25] 45_RSV 0.254 0.079 0.079 0.111 0.032 0.016 0.000 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.079 0.032 0.016
[26] 39_RSV 0.254 0.079 0.079 0.111 0.032 0.016 0.000 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.079 0.032 0.016 0.000
[27] 21_RSV 0.254 0.079 0.079 0.111 0.032 0.016 0.000 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.079 0.032 0.016 0.000
0.000
[28] 15_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.016 0.016 0.032 0.016 0.032 0.016
0.016 0.016
[29] 53_RSV 0.222 0.143 0.143 0.175 0.016 0.016 0.016 0.000 0.016 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.016 0.016 0.032 0.016 0.032 0.016
0.016 0.016 0.000
[30] 52_RSV 0.222 0.111 0.111 0.143 0.063 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.048 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.079 0.032 0.048 0.032
0.032 0.032 0.032 0.032
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Grafico 25. Distribucion de genotipos detectados en los aislados de VRS chilenos en2005-2006.
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Grafico 26. Distribucidon de genotipos de VRS de nifios con IRAB segln gravedad clinica (p=0,238).
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Figura 3. Arbol filogenético VRS grupo B
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ANEXO 1
Sistema de criterios de gravedad.

Puntaje Hospitalizacion Suplemento Maximo FIO, Maximo
Oxigeno Puntaje ©
0 No No 21 % 0
1 < 5dias Si 22 -30% 1-3
2 > 5 dias <3dias+ (1) > 31% 2-7
3 UCI® + (1 or2) >3dias+ (1) VM® + (1 or2) 4-14
Maximo 1-5 1-4 1-5 1-14
Puntaje por
Item

2 UCI: Unidad de cuidados Intensivo§;Ventilacion mecanica Puntajes 0-3 indica leves, 3 a 6
indica moderadas y puntajes 7-14 indica enfermesres.

ANEXO 2
Marcadores de superficie utilizados en Citometria de flujo.
CD3 Marcador de linfocitos T, se expresa en la superficie celular, importante para
la expresidn y transmisidn de sefales del TCR.
CD4 Marcador de linfocitos Th, correceptor de sefalizacion y adhesion en la
activacion de LT restringidos por el MHC II
CD8 marcador de Linfocitos citotoxicos, correceptor de sefalizacion y adhesion en
la activacién de linfocitos T restringidos por MHC I.
CD19 Marcador de Linfocitos B, forma un complejo correceptor con CD21 y CD81,

que emite sefales que actlan sinérgicamente con las procedentes del
complejo del receptor antigénico de los linfocitos B.

CD56 Marcadores de células NK, CD56 es molécula de adhesion.

CD45R0 Marcador de linfocitos memoria T y B, corresponde a una tirosina fosfatasa
esencial en la senalizacion mediada por el receptor antigénico de los LT y LB.
Isoforma de CDA45.

CD45RA Marcador de linfocitos virgenes T y B, corresponde a una tirosina fosfatasa
esencial en la sefalizacion mediada por el receptor antigénico de los LT y LB.
Isoforma de CD45

CD25 Marcador de activacion temprana de Linfocitos T, forma parte del receptor de
IL-2.

HLA-DR Marcador de activacion tardia de linfocitos T, corresponde a un subtipo de
molécula de histocompatibilidad tipo II.

CD57 Marcador de activacion de células NK, epitopo de glicoproteina y glicolipidos,
seguramente con funcion de adhesion
CD94 Marcador de receptor NK, el complejo CD94/NKG2 acttia como inhibidor de la

muerte de linfocitos NK.
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ANEXO 3

Distribucion de anticuerpos monoclonales

FITC (fl1)* PE (fl2)* TC (fI3)*
Tubo 1 CD3 CD4 CD45
Tubo 2 CD3 CD8 CD45
Tubo 3 CD3 CD19 CD45
Tubo 4 CD3 CD56 CD45
Tubo 5 Células Sin Marcaje
Tubo 6 CD45R0 CD45RA
Tubo 7 CD3
Tubo 8 CD25 CD3
Tubo 9 CD3
Tubo 10 CD3 HLA-DR
Tubo 11 CD56
Tubo 12 CD57 CD9% CD56
*: Son las tres fluorescencias unidas al Ac. Monoclonal segln corresponda
**:  La leyenda de los marcadores celulares se encuentra en el Cuadro 2.
FITC: fluoresceina-5-isotiocianato
PE: ficoeritrina
TC: tercer color
ANEXO 4
Partidores usados en la genotipificacion
Posicion
Partidor Uso L Secuencias Ref.
(Nucleoétidos)
F844 (+) RT 844-861 TGTCTAACTATTTGAACA Lopez et
al, 1998
FV(-) PCR 163-186 GTTATGACACTGGTATACCAACC | Peretet
al, 2000
GAB(+) PCRY 504-524 YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT Peret et
SECUENCIACION @, 2000
F1AB(-) PCRY 2-22 CAACTCCATTGTTATTTGCC Peret ef
SECUENCIACION a, 1998
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ANEXO 5

Curvas de calibrado de ELISAs

Curva TNF-a
20
15 |Y =15,941x - 2,67
= R2 =0,9996
£ 10
S Curva de calibrado del ELISA para
0 ‘ ‘ TNF-a.
0 0,5 1 15
D.O.
Curva INF-y Curva Calibrado ELISA para
1500 INF-y.
1000 y = 47,467x2 + 375,99x - 36,515
E R? =0,9999
g 500
0 ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5
D.O.
Curva IL-10
20 - Curva de calibrado ELISA para IL-
o5 |y =19,193x - 3,4181 10.
20 | R? = 0,9978
E 15 4
2 10 A
5 4
0 X ‘ ‘ ‘
5 ( 0,5 1
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Curva de calibrado ELISA para IL-
6.

Curva calibrado de ELISA para IL-
13.

Curva IL-6
1200 -
1000 | y = 67,735x2 + 222,5x - 12,492
800 - Rz = 0,9998
£ 600
(@]
2 400
200 -
0 ‘
0 0,5 1 15 2 25
D.O.
Curva IL-13
15
y = 7,6585x - 0,3024
£ 10 R? = 0,9961
g s
0 ‘
0 0,5 1 15
D.O.
Curva IL-17
2500
2000 y = 1860x - 181,87
= 1500 R? = 0,9942
S 1000
o
500
0 ]
0 0,5 1 15
D.O.
Curva IL-8
15
y =7,2502x - 0,7597
£ 10 R2 = 0,9961
g s
0 ‘
0 0,5 1 15 2
D.O.

Curva calibrado de ELISA para IL-
17.

Curva de calibrado de ELISA para
IL-8.
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