& SENACYT

SECRETARIA NACIONAL DE CIENCIA , TECNOLOGIA E INNOVACION

CARACTERIZACION DE UN NUEVO ENTEROVIRUS
HUMANO EN PANAMA

Jean Paul Carrera!, Mattew B. Rogers3, Adam Fitch? Jay V. DePasse?, Yamilka Diaz!, Davis Beltrani, Scott C. Weaver?,
Nikos Vasilakis?, Néstor Sosa, Robert B. Tesh? y Elodie Ghedin?

!Departamento de Investigacion en Virologia y Biotecnologia, Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, Panama; ?Institute for
Human Infection and Immunity, Deparment of Pathology, The University of Texas Medical Branch, Galveston TX, USA; 3Center for Vaccine Research,
University of Pittsburgh School of Medicine, Pitt, PA, USA .

INTRODUCCION

Los enterovirus (Picornaviridae) incluyen alrededor de 70 serotipos
patogenos para los humanos, sin embargo, la informacion de los serotipos
gue circulan en Panama hasta la fecha es escasa. En el 2009, una paciente de
45 anos de la provincia de Coclé acudio a un centro de atencion primaria, con
prodromos de un dia de evolucion de: fiebre, escalofrios, cefalea, dolor
retroorbital, mialgias y artralgias.

METODOLOGIA

A partir de una muestra de sangre de la paciente se intento el aislamiento
viral. Ademas se realizd0 RT-PCR para dengue y otros Arbovirus, resultando
negativos. Luego con el propdsito de identificar el agente etiologico, se
realizo un estudio de microscopia electronica (ME) al intento de aislamiento
en células de hamster (BHK) (fig. 3). El material genético del virus fue
extraido y el cDNA fue sintetizado utilizando SISPA Random priming. El
genoma completo se genero en HiSeq2000 (lllumina) y el corte maximo fue
estimado en 7297 pb. El alineamiento multiple se realizo utilizando 84 y 40
genomas completos de Picornavirus, en MUSCLE. Los arboles filogeneticos
fueron generados en PhyML empleando el modelo de sustitucion GTR vy
distribucion gamma

Figl. Arbol filogenético de 84 genomas completos de Picornavirus, utilizando Maximun Likelihood y el
modelo GTR, GML244873 en rojo.
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RESULTADOS

Se obtuvo el aislamiento de un virus desighado como GML244873. La ME
reveld que este virus posee una simetria pleomoérfica de aproximadamente
300 nm de diametro (Fig.3). El virus se identifico como un Picornavirus
utilizando BLAST. El analisis filogenético mostro que GML244873 no se
agrupa con los virus Coxsackie, pero su vecino mas cercano es un Virus
anotado como Coxsackie B1-1167438 pmMC (Fig 1,2). GML244873 presenta
un 98 % de identidad con la cepa Coxsackie B1 1167438 pmMC al nivel de
proteinas, y ambas cepas son claramente distintas del resto de las cepas de
Coxsackie B1.
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CONCLUSIONES

A pesar GML244873 esta estrechamente relacionada con la cepa
Coxsackie Bl 1167438 pmMC, ambas son claramente distintas de los
Coxsackie B. Nuestros resultados indican que las cepas GML244873 vy
Coxsackie B1 1167438 pmMC, no pertenecen al grupo de los Coxsackies,
sino mas bien a un nuevo linaje de los enterovirus. No esta claro de donde
Coxsackie B11167483 pmMC fue aislado originalmente. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que Coxsackie B11167483 pmMC se agrupo
de manera incorrecta dentro del grupo de los Coxakie B. Por otra parte,
aungue nuestros datos de secuencias indican que GML244873 es un nuevo
enterovirus (20-30 nm), las imagenes de ME, muestran viriones tipo
Paramixovirus (= 150 nm), nosotros creemos que la paciente fue infectada
por mas de un virus al mismo tiempo. Sin embargo, hasta el momento no
esta claro cual de los dos virus produjo la enfermedad, por lo que otros
estudios de secuencias y patogénesis viral deben llevarse a cabo para
esclarecer cual de los virus causo la enfermedad febril.

Fig2. Arbol filogenético de 40 genomas completos de Picornavirus, utilizando Maximun
Likelihood y el modelo de distribucion Gamma, GML244873 en rojo.

Enmterovirus B strain EV111874402 Maoldova
Emnterovirus 107 straim THN940345
Enterowvirus 85 straim BAMOD10353

Enterovirus 81 strain USACAGET10389

Enterovirus 87 strain BANO1103596
Enterovirus 98 strain T921499
Enterovirus 88 strain BANO110398
Enterovirus 897 strain BANS910355
Enterovirus 97 strain DT940227
Enterovirus 86 strain BANOQ10354
Enterovirus 79 strain NH920601
Enterovirus 77 isolate CF496939
Enterovirus 74 strain USACATS10213
Enterovirus 100 izsolate BAN200010300
Enterovirus 75 strain USAOKB51 0362

Echovirus 13 straim 1511

Echovirus 13 strain 5311

[ Echovirus 13 strain 20022405F
GML244873 P
CoxsackievirusB1 isolate 1167438_pmbAC
Echovirus 30 strain TW251301
Echovirus 30 strain TW318201
Echovirus 30 strain KorQ8ECW30

r Echovirus 30 isolate FDJS03_84

L Echovirus 30 strain Echo30 Zhejiang1703CSF
Enterovirus B strain EV30847798 Russia
Enterovirus B strain EV301412300fromUkraine
I Echovirus 30 strain Bastianni

L Echovirus 30 strain Bastianni?
r Echovirus 30 izsclate 1167438 _phMC
L Echovirus 30 isclats 11567438
Enterovirus B strain EV&61410300
r Echovirus &6 strain EchoSHenan1272008
L Echovirus 6 strain Echo6Henan 1162008

Enteroviru=s B strain EVY1593501 fromAzerbaijan

Echovirus T strain Wallace

| Echovirus ¥ strain Wallace

I Echovirus ¥ strain Wallace
Echovirus 7 strain LIMMC

Enterovirus B izolate LR11F7

0.2

Fig3. GML 244873: Micrografia electronica, liberacion de
particulas virales, en células BHK.
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