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CAPITULO |

1. INTRODUCCION



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones respiratorias son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, por lo que un diagnéstico viral sensible y preciso es
crucial para orientar la atencién clinica. Los métodos de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) se utilizan con frecuencia para el diagnéstico de enfermedades
virales debido a su alta sensibilidad y especificidad, lo que permite detectar
cantidades minimas de material genético y diferenciar entre patdégenos
estrechamente relacionados. Ademas, ofrece resultados en corto tiempo, lo que
facilita la toma de decisiones clinicas oportunas, y tiene la ventaja de poder identificar
virusno cultivables en medios de laboratorio. Su versatilidad y adaptabilidad permiten
desarrollar paneles multiplex para la deteccion simultanea de multiples patégenos
respiratorios, asi como actualizar rapidamente cebadores y sondas para identificar
nuevas variantes o virus emergentes. Estas caracteristicas la convierten en una
herramienta clave para la vigilancia epidemiolégica y molecular de enfermedades de

importancia en salud publica, como influenza, SARS-CoV-2y VIH.

Sin embargo, los costos limitan el nUmero de patégenos que son incluidos dentro de
los paneles de diagnoéstico. Estos otros virus no incluidos, también pueden ser
responsables de algunos casos de infeccion en los pacientes y en consecuencia, no
se logra determinar el agente etiolégico causante de la enfermedad. (Phan et al.,
2022). Es por esto, que una identificacion precisa de los patdogenos virales causantes
de las infecciones respiratorias es fundamental para el manejo correcto de los

pacientes y la eleccion de un tratamiento adecuado (Colagrossi et al., 2021).

En Panama, durante el afio 2016, el Sistema de Vigilanciaparalnfluenzay otros virus
respiratorios recibié 4041 muestras con infeccionesrespiratorias,de estas, el 62, 78%
(n=2537) resultaron positivas a los virus mas frecuentes que estan incluidos dentro
del panelviral respiratorio. Este panelincluyealos virus de Influenza A/H1 pandémico
(A/H1pdm), Influenza A/H3 (A/H3), Influenza A/No tipificable (A/No tipificable),
Influenza B/Nictoria (B/VIC), Influenza B/Yamagata (B/YAM), Virus Sincital
Respiratorio (RSV), Metapneumovirus humano (hMPV), Parainfluenza tipo 1 (PIV-1),
Parainfluenza tipo 2 (PIV-2), Parainfluenza tipo 3 (PIV-3), Adenovirus (AdV) y



Rinovirus (RV). En el 37,22% (n=1504) de las muestras restantes no se logro
determinar el agente causal de las infecciones respiratorias, por lo que estos
pacientes con resultados negativos no lograron tener un diagnaostico etiologico de la
enfermedad. Esto resalta la necesidad de conocer cuales otros virus menos
frecuentes fuera de nuestro Sistema de Vigilancia, pudiesen estar causando estos

cuadros clinicos en los pacientes.

1.2 JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias que, en Panama, permanecen sin un diagndstico
etiolégico, representan unalimitacion en cuantoaltipo de atencidn clinicaque reciben
estos pacientes y a la vigilancia de otros virus menos frecuentes que no son
detectados en nuestro Sistema de Vigilancia Rutinario. Los Coronavirus humanos
(CoVh) CoVh-229E, CoVh-HKU1, CoVh-NL63y CoVh-OC43 son endémicos a nivel
mundial y estan asociados con enfermedades respiratorias de diversa gravedad
(Shao et al.,, 2022). Estos se detectan en una proporcion pequefia pero no
insignificante de infecciones del tracto respiratorio. Los casos leves pueden ocurriren
un amplio rango de edad, sin embargo, los casos graves afectan predominantemente
a nifos pequefios y ancianos (Otieno et al., 2020). Es por esto la importancia de una
vigilanciay un diagnéstico preciso de estas infecciones respiratorias que permita un
mejor pronéstico de la enfermedad y un tratamiento adecuado que contribuya a la

reduccion de la gravedad de los sintomas (Silva et al., 2022).

En la ultima década, el Enterovirus D68 (EV-D68) ha resurgido como un desafio
relevante para la salud publica, especialmente tras su primer brote significativo en
Estados Unidos (EE.UU.) en 2014 que afectd principalmente a nifos (Grizer et al.,
2024). Este virus capté la atencion publica debido a su capacidad de causar
infecciones respiratorias graves y su relacion con la Mielitis flacida aguda (MFA)
(Andrés et al., 2022). Este brote condujo a la implementacién de una vigilancia
mejorada para EV-D68 en muchos paises (Fall et al., 2022) incluidoslos EE.UU., la
Unién Europea, Japon, Canada, Australia y Taiwan (Li et al., 2024) lo que evidencia

la importancia de monitorear su circulacion y comprender su impacto.



En Panama, la informacion epidemiolégica sobre los Coronavirus endémicosy el EV-
D68 es limitada, lo que dificulta comprender su patrén de circulacion y el impacto que
tienen en la salud publica del pais. Esta carencia de datos resalta la necesidad de
fortalecer los sistemas de vigilancia y generar evidencialocal que permita ampliar el
conocimiento sobre estos virus que son poco monitoreados en el pais. En este
contexto, la deteccion y descripcidn de su presencia en muestras respiratorias resulta
esencial paraaportar informacién valiosa que contribuya alavigilancia epidemiolégica

de las infecciones respiratorias y a la toma de decisiones en la salud publica.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GENERAL

e Identificarla presenciade los Coronavirus endémicosy del EV-D68 en

muestras clinicas colectadas durante el afio 2016 en Panama.

1.3.2 ESPECIFICOS

e Realizar la deteccion molecular de los Coronavirus endémicos en
muestras respiratorias colectadas en el afio 2016.

e Realizar la deteccion molecular del EV-D68 en muestras respiratorias
colectadas en el afio 2016.

e Identificar la presencia de coinfecciones entre los Coronavirus
endémicos y EV-DG68.

e Identificarla presenciade coinfeccionesentre Coronavirusendémicoso
EV-D68 y alguno de los virus detectados mediante el panel respiratorio
de rutina utilizado en el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de
la Salud.



1.4 HIPOTESIS

Durante el afio 2016, al menos uno de los Coronavirus endémicos (229E, NL63,
0OC43, HKU1) y/o el Enterovirus D68 circularon en Panamay estuvieron presentes
tanto en infecciones respiratorias Unicas como en coinfeccidn con virus respiratorios
incluidos en el panel de diagndsticorutinario, contribuyendo ala carga de enfermedad

respiratoria en la poblacion.



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO



2.1 INTRODUCCION

La principal causa de enfermedad aguda en todo el mundo son las infecciones
respiratorias agudas (IRA) y son responsables de casi 4 millones de muertes cada
afio, principalmente en nifios pequefos y lactantes (Gandhi et al., 2022). Las
infeccionesrespiratorias, ya sean agudas o cronicas, son extremadamente frecuentes
tanto en adultos como en nifios, lo que representa una carga econdmica para los

sistemas de salud, asi como unamayor morbilidady mortalidad (Niederman & Torres,
2022).

Las infecciones respiratorias incluyen afectaciones de las vias respiratorias
superiores (rinitis, faringitis, faringoamigdalitis, otitis, sinusitis y laringitis) y de las vias
respiratorias inferiores (bronquitis, bronquiolitis y neumonia). Estas ultimas,
representan actualmentelatercera causaprincipal de muerte a nivel mundial y se han
identificado numerosos virus como agentes etiolégicos de infecciones respiratorias,
pero los mas comunes son el RSV, la Influenza, PIV, hMPV, Coronavirus (CoV), RV
y EV (Colagrossi et al., 2021).

Sin embargo, los virus respiratorios con mayor impacto en la salud publica mundial
son el RSV, que afecta a lactantes y ancianos, y las Influenzas A y B, que
comprometen atoda la poblacion (Carvajal & Pérez, 2020). A nivel mundial, se estima
que el virus de la Influenza causa 39,1 millones de infecciones respiratorias inferiores
agudasy 58.200 muertes al afio, y se estima que el Virus Sincitial Respiratorio causa

24,8 millones de infecciones y 76.600 muertes al afio (Gandhi et al., 2022).

En Panama, se han realizado estudios epidemioldgicos sobre los virus respiratorios
en pacientes con un diagnéstico de IRA y el principal virus identificado ha sido el RSV
(25,9 %) seguido porla Influenza A (10,6 %), RV (10,6%), PIV-3 (8,2%) y AdV (5,9%)
(Nufiez-Samudio & Landires, 2021).

Sin embargo, ademas de estos virus que son ampliamente estudiados, existen otros
virus menos frecuentes causantes de infeccionesrespiratorias. Los virus CoVh-229E,
CoVh-0C43,CoVh-NL63y CoVh-HKU1 son endémicosa nivel mundial yrepresentan

una fraccion sustancial de las infecciones de las vias respiratorias superiores. Estos

7



virus, si bien no causan ninguna epidemia importante mortal, pueden ocasionalmente

producir enfermedades graves en sujetos fragiles (Raoult etal., 2020).

Estos 4 Coronavirus han circulado en la poblacién humana a nivel mundial y estan
asociados con una amplia gama de enfermedades respiratorias de diversa gravedad
(Shao et al., 2022), siendo responsables de entre el 15% y el 30% de los resfriados
comunes anuales en el mundo. En general, estas cuatro cepas endémicas de
coronavirus no se consideran amenazas importantes para la salud publicay es por
esto, que nohan sido un foco de investigacién importante durante afios (Miller et al.,
2020).

Estos virus generalmente causan enfermedades leves a moderadas del tracto
respiratorio superior, sin embargo, también pueden causarenfermedades mas graves
en poblaciones de riesgo, como ancianos, personas inmunocomprometidas y nifios
pequenos (Fausto et al.,, 2023). Actualmente, no existen farmacos terapéuticos
efectivos, ni vacunas autorizadas disponibles para el tratamiento y la prevencién de

las infecciones causadas por estos virus respiratorios (Shao et al., 2022).

Las infecciones causadas por EV-D68 representan un problema de salud publica
mundial. Desde su descubrimiento en 1962, este virus circulé en niveles bajos
alrededor del mundo y se identificaron infecciones esporadicas hasta 2014. En ese
afo, el virus emergio y capturd la atencién publica cuando se reportaron brotes en
EE.UU. y Canada asociado a casos de MFA que afectd principalmente a nifios
pequenos. Este brote impredecible de EV-D68, condujo a la implementacion de una

vigilancia mejorada para Enterovirus en muchos paises (Fall et al., 2022).

Debido a esto, EV-D68 ha despertado interés dada su creciente prevalencia y su
asociacion con infecciones causantes de una alta morbilidad, predominantemente en
nifios. Estas complicaciones incluyen infecciones respiratorias graves como MFA
(Elrick et al., 2021). La MFA se manifiesta como unarara afeccidon neuroldgica similar
a la poliomielitis que se caracteriza por la aparicién aguda de debilidad flacida en las

extremidades, lesiones en la materia gris o, eventualmente, paralisis (Galitska et al.,
2023).



Las infecciones por EV-D68 provocan enfermedades respiratorias de leves a graves,
representando una seria amenaza para la salud publica mundial. Sin embargo, hasta
el momento noexiste ningunavacunao farmaco antiviral aprobado contra la infeccion

por este virus (Dai et al., 2023).

Debido a la falta de vacunas aprobadas para proteger contra estas infeccionesy dada
su capacidad de causar enfermedades respiratorias graves y posibles complicaciones
neurolégicascomola MFA, es importante comprender su epidemiologia para dilucidar
los patrones y la dinamica de los brotes de dichas infecciones y predecir su carga de

enfermedad a largo plazo y su impacto en la salud publica (Fall et al., 2022).

En Panama, el Sistema Nacional Vigilancia Epidemioldgica de Influenza y de otras
infecciones respiratorias agudas graves, tiene como propdsito generar conocimientos
epidemioldgicos relevantes sobre eventos de salud que permitan describir las
tendencias en el tiempo, lugar, persona y sus factores determinantes con la finalidad
de fortalecer las acciones de prevencion y control, asi como aportar conocimientos
para la planificacién, ejecucion y evaluacion de las acciones de salud. Esto se realiza
mediante un conjunto de normas y procedimientos que permiten detectar brotes,
determinar la relacién entre los casos y generar alertas epidemioldgicas (Ministerio
de Salud, 2017).

El desarrollo de técnicas moleculares en los ultimos afos hatenido unarepercusion
considerable en el conocimientode la epidemiologia y las manifestacionesclinicasde
los patégenos virales. Si bien existen diversas técnicas de diagndstico, la RT-PCR
brinda una mejor sensibilidad para la deteccion y por lo tanto es la metodologia
recomendada para la mayoria de los laboratorios para dar respuestas rapidas al inicio
de un brote. Gracias a esta estructura, en Panama se ha podido identificar virus
emergentes, aportar datos para la composicion de lavacuna anual contra influenza'y
mejorar la preparacidén ante pandemias. Sin embargo, la norma enfatiza la necesidad
de sequir fortaleciendo la capacidad de diagndéstico molecular, la capacitacién del
personal y la integracion de datos clinicos, epidemiolégicos y gendmicos para
responder de forma mas rapida y eficiente a futuros eventos epidémicos (Ministerio
de Salud, 2017).



Este estudio se enfoca en la deteccion molecular de otros virus respiratorios que son
menos frecuentes, pero que tienen la capacidad de causar infecciones respiratorias
graves en sujetos vulnerables. El objetivo es detectar la presencia de estos virus en
las muestras analizadas del panel viral respiratorio del afio 2016, con el fin de
determinar si fueron responsables de infecciones respiratorias en casos con
diagnastico etiolégico negativo, o si causaron coinfecciones con los virus previamente

detectados durante ese afo.

2.2 CORONAVIRUS ENDEMICOS

2.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS CORONAVIRUS ENDEMICOS

Los Coronavirus pertenecen a la subfamilia Coronavirinae en la familia Coronaviridae
del orden Nidovirales, y esta subfamiliaincluye cuatro géneros, alpha Coronavirus,
beta Coronavirus,gamma Coronavirusy delta Coronavirus (Chen et al., 2020). Los
Coronavirusqueinfectan ahumanos estan dentro de los géneros alfa y beta, mientras
que los gamma y delta infectan principalmente a aves (Hartenian et al., 2020). Los
CoVh que pertenecen a los géneros alpha y beta se originan en roedores vy
murciélagos y se transmiten a humanos a través de contactos zoonaticos
(Guruprasad, 2020).

Hasta la fecha,se conocen 7 CoVh.Entre ellos, CoVh-229E y CoVh-NL63 pertenecen
a los alpha Coronavirus. Mientras que CoVh-0OC43, CoVh-HKU1, SARS-CoV
(Coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo), MERS-CoV (Coronavirus del
sindrome respiratorio de Oriente Medio) y el SARS-CoV-2 pertenecen a los beta
Coronavirus (Ye et al., 2020).

Los CoVh-229E, CoVh-NL63, CoVh-OC43 y CoVh-HKU1 han sido considerados
como patdégenos relativamente inofensivos paralos humanos. En cambio SARS-CoV
y MERS son patégenos humanos que puedenserletales y han causado brotes graves
de infecciones del tracto respiratorio generando altas tasas de patogenicidad y

mortalidad en humanos (Cong et al., 2019).
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Figura 1: Taxonomia de la familia Coronaviridae. Modificada de “On the Coronaviruses and
Their Associations with the Aquatic Environment and Wastewater”, por Wartecki, A., &
Rzymski, P. Water, 12(6), 1598. doi.org/10.3390/w12061598

2.2.2 ESTRUCTURA VIRAL Y GENOMICA DE LOS CORONAVIRUS
ENDEMICOS

Los CoVh son virus envueltos de forma esférica con un diametro de 100—120 nm.
Estos son virus de ARN monocatenario de sentido positivo de clase IV de Baltimore
con un tamafio de genomade 27-31 kb que se traducen en proteinas estructurales y
no estructurales (nsp). Desde la direccion proximal 5', dos tercios del total del genoma
de los CoV codifican para dos grandes marcos de lectura abiertos (ORF1a y ORF1b)
que se traducen en 2 grandes poliproteinas pp1ay pp1b (Guruprasad, 2020).

Estas 2 poliproteinas se procesan en 15 o 16 proteinas nsp mediante multiples
actividades de proteinasa viral presentes en sus secuencias. En conjunto, las nsp
forman los complejos de replicacion-transcripcion (RTC), que desempefian un papel
crucial en la sintesis de ARN viral. Los RTC, junto con los factores del huésped
reclutados, copian el genoma ya sea de manera continua (replicacién)o de manera
discontinua (transcripcion). Estas plantillas de cadena negativa se utilizan para la
sintesis de nuevas moléculas de ARN gendmico (ARNg) y ARNm subgendmicos
(ARNsgm). Estos ARNsgm sirven para poder codificar las proteinas estructurales y

accesorias de los CoV (Cong et al., 2019).
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En general, el ARNg actua en tres capacidades durante el ciclo de vida viral de CoV:
(1) como un ARN inicial del ciclo infeccioso; (2) como una plantilla para la replicacién
y la transcripcién;y (3) como un sustrato para el empaquetamiento en el virus de la
progenie. La replicasa-transcriptasa es la unica proteina traducida a partir del
genoma, mientras que todas las proteinas estructurales y accesorias derivan de los
ARNsgm (Lim et al., 2016).

Ademas de estos, existen varios ORF adicionales en el tercio final del ARNg (Figura
2), que codifican 4 proteinas estructurales. Estas incluyen la proteina de la
nucleocapside (N), la proteina de la matriz (M), la proteina de la envoltura (E) y la
proteina de la espiga (S) (Figura 3). La proteina de la espiga es el principal
determinante de la virulencia de los CoV porque media la union del virus al receptor
huésped especifico (Mulabbi et al., 2021).

HCoV-HKU1 |

HCoV-0C43 |

HCoV-229E, HCoV-NL63

|
|
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I
L |

I 1
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e
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=i L

HCoV-229E, HCoV-NL63 —} S [ 3 M N}
HCoV-HKU1 H_HE H S M f
HCoV-0C43 HE H S H 2 HE M i

Figura 2: Organizacién del genoma de los coronavirus humanos. Modificada de “Human
Coronaviruses: A Review of Virus—Host Interactions”, por: Lim, Y., Ng, Y., Tam, J., & Liu, D.
Diseases, 4(3), 26. doi.org/10.3390/diseases4030026

La organizacién general del genoma es 5' UTR—gen de la polimerasa—genes de
proteinas estructurales—-3' UTR, donde los UTR son regiones no traducidas. Los
genes de proteinas estructurales estan en el mismo orden en todos los coronavirus:
(HE)-S—-E—-M-N. Intercalados entre estos genes hay uno o mas genes adicionales,
denominados genesaccesorios, ya que se hademostrado que noson esenciales para
la replicacion y codifican pequefas proteinas de funcion principalmente desconocida
(Britton, 2019). Ademas, en algunos beta Coronavirus (CoVh-HKU1y CoVh-0OC43)

12


http://doi.org/10.3390/diseases4030026

se encuentrala hemaglutinina esterasa, una proteina estructural de transmembrana
tipo | (Liu et al., 2020).

En los Coronavirus humanos, la proteina S es un elemento estructural clave que
desempefia un papel crucial en la infeccion viral. Esta facilita la entrada celularen la
célula huésped mediante la unién y fusion del receptor. Las proteinas S forman
grandes espigas con forma de corona en la superficie del virus, caracteristica que dio

nombre al grupo taxondmico de virus (Coronavirus) (Minigulov et al., 2024).

La proteina S actua como una glicoproteina de fusion transmembrana de tipo I, que
interactua con los receptores proteicos de la célula huésped y se divide en dos
subunidades funcionales: S1y S2. Dependiendo del tipo de coronavirus, el sitio de la
proteina de pico S1/S2 es escindido ya sea por furina en la célula infectada o por
proteasas de la célula huésped durante la entrada viral. La subunidad S1 es
responsable del contacto primario, mientras que la subunidad S2 altamente
conservada promueve la fusion de membranas entre la célula huésped y el virus
(Minigulov et al., 2024).

La proteina E es de membrana corta e integral de 76 a 109 aminoacidos, con un
tamano que varia de 8,4 a 12 kDa, es la mas pequefiade las principales proteinas
estructurales y participa en varios aspectos del ciclo de vida del virus, como el
ensamblaje, lagemacién, la formacion de la envoltura y la patogénesis. La estructura
primaria'y secundariarevelaque E tiene un extremo amino corto e hidréfiloque consta
de 7 a 12 aminoacidos, seguido de un dominio transmembrana hidréfobo grande de
25 aminoacidos, y termina con un extremo carboxilo hidrofilo largo, que comprende la
mayoria de la proteina. La proteina E se localiza principalmente en el RE y el complejo
de Golgi (Schoeman & Fielding, 2019).

La proteina M del CoV es una glicoproteina transmembrana de tipo lll y es la
glicoproteina mas abundante en la particula del CoV. La proteina M tiene
aproximadamente 230 aminoacidos de longitud y se compone de tres partes: un
dominio N-terminal corto situado fuera de la membrana del virién, tres dominios
transmembrana y un dominio carboxi-terminal situado dentro de la particula. Una

region anfipatica situada al final del tercer dominio transmembrana esta bien
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conservadaen casi todos los miembros de Coronaviridae. La proteina M se encuenta
entre las proteinas S en la envoltura del virus junto con pequefias cantidadesde E y
es el principal impulsor del proceso de gemacion del virus. Durante el ensamblaje del
virion, M interactua consigo mismo, con la proteina N de la nucleocapside,con E y
con la proteina S. La proteina M esta presente como un dimero en el viridbn y las
imagenes de alta resolucion han sugerido que se presenta en dos conformaciones,
(larga y compacta) y que juntasinducen la curvaturade la membrana y la unién ala

nucleocapside (Alsaadi & Jones, 2019).

La proteina N es un componente estructural principal del virion del coronavirus. N
envuelve el genoma del ARN en un complejo de ribonucleoproteina que se ensambla
en viriones a través de contactos con la proteina M. Las interacciones N-ARN,N-Ny
N-M son cruciales para el ensamblaje del virus. Las proteinas N que abarcan los
cuatro géneros de la familia de los coronavirus exhiben una arquitectura altamente
conservada. La molécula N contiene dos dominios estructurales independientes, el
dominio N-terminal y el dominio C-terminal, cada uno de los cuales se une al ARN
(Koetzner et al., 2021).

El peso molecular de la proteina N esta en un rango de 45 a 60 kDa. Esta es la
proteina mas abundante de los coronavirus. Su funcion principal es abarcar el ARN
viral en la ribo nucleocapside. Ademas de su papel estructural, la proteina N también

es importante para la replicacion y transcripcion del ARN (Minigulov et al., 2024).

La proteina HE también es una proteina transmembrana de tipo |, presente en
algunos beta Coronavirus. Gracias a su actividad de hemaglutinina que se une al
acido sialico, la proteina HE puede actuar como cofactor de la proteina S y facilitarla
union del virion. Ademas, dado que posee actividad esterasa que elimina los grupos
acetilo de los acidos sialicos O -acetilados, se ha postulado que desempefia un papel
como enzima destructora de receptores que facilita la liberacion de viriones progenie
de célulashuésped no permisivas, mejorando asi la propagacion del viridon en el medio

extracelular (Liu et al., 2020).

La alineacion de las secuencias de los genomas de los CoV muestra unaidentidad

del 58% en la regidn codificante de nsp y del 43% en la regién codificante de la
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proteina estructural entre los diferentes CoV, con un 54% a nivel del genoma
completo, lo que sugiere que las nsp estan mas conservadas y las proteinas
estructurales son mas diversas y necesitan adaptarse a nuevos huéspedes. Dado que
las tasas de mutacion en lareplicacion de los virus de ARN son mucho mas altas que
las de los virus de ADN, los genomas de los virus de ARN suelen tener una longitud
inferior a 10 kb. Sin embargo, el genoma del CoV es mucho mas grande, con
aproximadamente 30 kb de longitud, el mayor virus de ARN conocido (Chen et al.,
2020).
Espiga (S)
Membrana (M)

Nucleocapside (N)

Envoltura (E)

ARN gendémico

Figura 3: Estructura del virién de los Coronavirus. Reproducida de “Coronavirus infections
and immune responses”, por G. Li, Y. Fan, Y. Lai, T. Han, Z. Li, P. Zhou, P. Pan, W. Wang,
D. Hu, X. Liu, Q. Zhang y J. Wu, Journal of Medical Virology, 92(4), p. 425, 2020,
doi.org/10.1002/jmv.25685

223 CICLO DE REPLICACION VIRAL DE LOS CORONAVIRUS
ENDEMICOS

A. Entrada viral

El dominio S1 de la proteina S se une al receptor e induce endocitosis, para esto, la
activacion de la actividad de fusién de la proteina S requiere una escision proteolitica
previa en dos sitios. El primer sitio de escisidon se encuentra en el limite S1/S2, lo que
provoca cambios estructurales en el dominio S2 que lo colocan en una conformacién
de pre-fusion. Esta escision también separa S2 de S1, aunque ambos dominios

15


https://doi.org/10.1002/jmv.25685?utm_source=chatgpt.com
https://doi.org/10.1002/jmv.25685?utm_source=chatgpt.com
http://doi.org/10.1002/jmv.25685

permanecen asociados de forma no covalente. EI segundo sitio de escision se
encuentraen S2', lo que impulsa la fusién de las membranas viral y celular para
permitir la liberacién del genoma de ARN recubierto de N al citoplasma. Mientras que
los coronavirus utilizan la estrategia general anterior para entrar en las células diana,
los receptores y las proteasas utilizadas, asi como los sitios subcelulares de escision

de S, difieren segun el virus (Hartenian et al., 2020).

B. Traduccién de proteinas no estructurales

Tras laentrada enunacélulaylaliberacién delaribonucleoproteinadel virus (genoma
rodeado por la proteina N) en el citoplasma, el ARNg del coronavirus se reconoce
inmediatamente como un ARNm para la traduccion de las proteinas nsp. Los
ribosomas traducen el gen de la replicasa (gen 1), que tiene aproximadamente 20 kb,
en dos poliproteinas (pp1ay pp1ab). Estas son escindidas por proteasas codificadas
por el gen 1, para generar 15 o 16 proteinas individuales (Britton, 2019).

La traduccion de laregion ORF 1a da como resultadopp1ay la traduccién de la region
ORF 1b da como resultado pp1ab, esta ultima implica el desplazamiento del marco
ribosémico, que tiene dos elementos, un sitio resbaladizo seguido de un pseudonudo
de ARN. En el sitio resbaladizo (WUUAAAC en IBV), el ribosoma se desliza un
nucledtido hacia atras y luego se mueve hacia adelante, esta vez en un marco -1 en
comparacién con el ORF 1a de traduccion,lo que da como resultado la poliproteina
de sintesis 1ab, en la que las proteinas codificadas por el ORF 1b se fusionan en

efecto con las proteinas del ORF 1a (Britton, 2019).

Este subconjuntode nsp generados por la escision proteolitica de las poliproteinas se
unen para formar los RTC que estan implicados en la replicacién genémicay en la

sintesis de ARNsgm para la traduccion de las proteinas estructurales (Hartenian et
al., 2020).

C. Replicacion del genomay traduccion de proteinas estructurales

Tras la formacidn del complejo RTC, las células infectadas por el virus reorganizan

sus endomembranas para establecer fabricas virales, donde se replicay transcribe el
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genoma viral. La infeccion por CoV conduce a la formacion de vesiculas de doble
membrana que son continuas con membranas contorneadas derivadas del reticulo
endoplasmatico (RE) y pueden convertirse en estructuras llamadas paquetes de
vesiculas. Se cree que estos entornos encerrados en membranas protegen el ARN
viral del reconocimiento por los mecanismos de inmunidad innata de la célula
huésped, proporcionando asirefugios seguros para la replicacion del ARN viral (Prydz
& Saraste, 2022).

El ARNg de longitud completa se replica mediante intermediarios de sentido negativo,
que sirven como plantilla para la generacién de genomas de progenie en sentido

positivo. Este ARNg también se transcribe en ARNsg que codifica las proteinas
estructurales del virus, asi como las proteinas auxiliares (Song et al., 2021).

Los ARNsgm de los Coronavirus se producen mediante un proceso de transcripcién
discontinua, durante el cual la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que
sintetiza la cadena negativa puede detenerse o pausar en secuencias reguladoras de
la transcripcion (TRS) ubicadasal iniciode cada gen, conocidas como TRS-B, y luego
reanudarla sintesis en el extremo 5’ del genoma, donde se encuentrauna TRS lider
(TRS-L). Esto permite que cada ARNsgm contenga una secuencia lider comun en el

extremo 5', mientras que el resto del ARNm corresponde al ORF especifico del gen
(Britton, 2019; Hartenian et al., 2020).

Los ARNsg de cadena negativa posteriormente sirven como plantillas para generar
grandes cantidades de ARNsgm. La eficiencia con la que la polimerasa detiene la
sintesis en cada TRS-B varia segun las secuencias adyacentes, lo que produce
diferencias en la cantidad de cada ARNsgm. El propdsito de la secuencialider ' en

todos los ARNsgm, aparte de potencialmente cebar la sintesis de ARNsgm, no se
entiende completamente (Britton, 2019; Hartenian et al., 2020).

D. Ensamblaje y liberacion del virion

El ensamblaje esta orquestado por la proteina M: la interaccion homotipica de la

proteina M proporcionael andamiaje para la morfogénesisdel virion, mientras que las
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interacciones heterotipicas de la proteina M con otras proteinas estructurales, como

MS y ME, facilitan su reclutamiento e incorporacion.
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Figura 4: Ciclo de replicacion viral de los Coronavirus: (1) Unién al receptor celular e ingreso
por endocitosis o fusidbn de membranas, (2) Liberacion del ARNg positivo en el citoplasma,
(3) Traduccion de poliproteinas y procesamiento para formar el complejo RdRp, (4) Sintesis
de ARN de cadena negativa como molde, (5) Produccién de genomas positivos progenie y
ARNsgm, (6) Traduccién de proteinas estructurales y accesorias en membranas del RE, (7)
Ensamblaje de nucleocapside con el genoma positivo en el compartimento intermedio del
reticulo endoplasmatico-Golgi (ERGIC) (con proteinas S, E y M), (8) Maduracion del virién
envuelto, (9) Liberacién por exocitosis. Reproducida de: “The molecular virology of
coronaviruses”, por Hartenian, E., Nandakumar, D., Lari, A., Ly, M., Tucker, J. M., &
Glaunsinger, B. A, Journal of Biological Chemistry, 295(37), 12910-12934.
doi.org/10.1074/jbc.rev120.013930

El ensamblaje del virion se completa mediante la condensacién de la nucleocapside

con los componentesde la envoltura,un proceso mediado por interacciones MN. Una

18


http://doi.org/10.1074/jbc.rev120.013930

pequefa cantidad de proteina E puede impulsar la morfogénesis de la envoltura al
inducirla curvatura de la membrana. Tras el ensamblaje, los viriones de la progenie
se transportan en vesiculas de pared lisa, se dirigen a la membrana plasmatica

mediante la via secretora y se liberan por exocitosis (Liu et al., 2020).

2.2.4 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS CORONAVIRUS ENDEMICOS

Los Coronavirus humanos estan asociados con diversas enfermedades respiratorias,
y presentan una morbilidad y hospitalizacién considerables entre personas
inmunodeprimidas de todas las edades. Estos virus circulan en poblacionesanimales,
pero con el tiempo se han propagado a los humanos debido a la mayor proximidad

entre humanos y animales (Mulabbi et al., 2021).

La presentacion clinica de los coronavirus es unade las mas variables que se han
descrito en la literatura sobre infecciones virales. Las infecciones leves por CoVh
endémicos generalmente se caracterizan por sintomas asociados con el resfriado
comun, como congestion nasal y rinorrea, dolor de cabeza, tos, dolor de gargantay
malestar general. Mientras que las infecciones mas graves generalmente se asocian

con neumonia (Flamenbaum & Roman, 2020).

2.2.5 EPIDEMIOLOGIA DE LOS CORONAVIRUS ENDEMICOS

Los primeros informes de CoVh endémicos se remontan a la década de 1960, cuando
se describieron a CoVh-OC43y CoVh-229E.Por otro lado, CoVh-NL63y CoVh-HKU1
se descubrieron recientemente en 2004 y 2005, respectivamente. CoVh-OC43 se
aislé por primera vez en la década de 1960 a partir de explantos traqueales humanos
conservados en cultivo de érganos, de ahi el término "OC" en el nombre del virus
(Corman et al., 2018).

Unos anos después se aislo el virus 229E durante un estudio de enfermedad
respiratoria entre estudiantes de medicina en la Universidad de Chicago en 1966
(Hamre & Procknow, 1966). El virus CoVh-NL63 fue aislado por primera vez en 2003
de un nifo de 7 meses que padecia de bronquiolitis y conjuntivitis, mediante una

muestra de aspirado nasofaringeo que luego fue inoculada en células renales de
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mono terciario (Van Der Hoek et al., 2004). El ultimo Coronavirus endémico

descubierto fue en el ano 2004, en el que se aislod el virus HKU1 de un hombre de 71
afios con neumonia en Hong Kong (Woo et al., 2004).

2.3 ENTEROVIRUS D68

2.3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL ENTEROVIRUS D68

Los enterovirus (EV) son miembros del género Enterovirus, pertenecientes a la familia
Picornaviridae. Los EV se clasifican en quince especies, incluidas doce especies de
Enterovirus (EV-A a EV-L) y tres especies de Rhinovirus (RV-A a RV-C). Entre estas,
EV-A a EV-D y RV-A a RV-C infectan a los humanos (Figura 5). Dentro de EV-A a
EV-D, 116 genotipos se han caracterizado genéticamente a través del analisis
filogenético de sus secuencias de proteina viral 1 (VP1). Especificamente, EV-A
comprende 25 genotipos, y EV-B, EV-C y EV-D comprenden 63, 23 y 5 genotipos,

respectivamente.

Familia Género Especies Serotipos

—— Enterovirus A

Enterovirus
Picornaviridae ——— Enterovirus B
€ _|: Otros (34) Ent 1 C
—— Enterovirus
——— Enterovirus D

enterovirus D68

—— Rhinovirus A
——— Rhinovirus B
—— Rhinovirus C

———  Enterovirus no humanos (8)

Figura 5: Taxonomia de la familia Picornaviridae. Modificada de “Advances in the Treatment
of Enterovirus-D68 and Rhinovirus Respiratory Infections”, por Rahajamanana, V. L.,
Thériault, M., Rabezanahary, H., Sahnoun, Y. G., Mallet, M. C., Isabel, S., Trottier, S., & Baz,
M. Infectious Disease Reports, 17(3), 61. doi.org/10.3390/idr17030061

La especie D de EV es unade las mas pequefas del género Enterovirus, contando
con solo cinco tipos, pero el rango de hospedadores, tropismo tisulary enfermedades
asociadas son muy diversos. EV-D68 y EV-D70, los primeros EV-D descubiertos,

infectan solo a humanos pero, a diferencia de la mayoria de EV de las especies A-C,
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no se consideran virus enterotropicos y estan mas bien asociados con infecciones

respiratorias y oculares (Filipe et al., 2021).

2.3.2 ESTRUCTURA VIRAL Y GENOMICA DEL ENTEROVIRUS D68

El virion del EV-D68 contiene un unico genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo rodeado por una capside icosaédrica que contiene 4 proteinas estructurales
de la capside viral (VP1, VP2, VP3y VP4). VP1 VP2 y VP3 estan expuestas en la
superficie en la superficie de la capside, mientras que VP4 se encuentraen la parte
interna, sirviendo como un estabilizador estructural (figura 5) (Hu et al., 2020). Las
proteinas VP1-VP3 expuestas en la superficie son cruciales para provocar una

respuesta inmune, ya que contienen la mayoria de los epitopos antigénicos
neutralizantes (Xie etal., 2024).

P1

vp2 VP

Figura 6: Estructura del virion de Enterovirus D68. Reproducida de: Philippe Le Mercier,
Chantal Hulo, Patrick Masson; Yann Haefliger, Edouard de Castro, Enterovirus, ViralZone.

https://viralzone.expasy.org/97

Estas proteinas se organizan en subunidades, ensamblandose en los vértices para
crear un patron de trimero alternado en una simetria de pentamero. Adyacente al
vértice pentavalente, se cree que un "cainon" contribuye significativamente a la union
del receptor. En la base del cafon, el bolsillo hidrofébico en cada subunidad VP1
alberga un "factor de bolsillo" similar a un lipido derivado del huésped que regula la

estabilidad y entrada del virus (Kalam & Balasubramaniam, 2024).
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Este es uno de los virus mas pequenos con un diametro de ~30 nm. Cada virion
contiene 60 copias de las proteinas de la capside VP1-VP4. Dentro del virion hay un
ARN viral monocatenario de sentido positivo que tiene aproximadamente 7400 bases
de longitud (Hu et al., 2020).

El genoma viral consta de tres segmentos: una region no traducida 5' de 700-825
nucledtidosde longitud,un unico ORF que codificaunapoliproteinaviral y una3'UTR
de 75-100 nucledtidos de longitud (Figura 6). Esta poliproteina se escinde por auto
catalisis para producir cuatro proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3y VP4) y siete
proteinas nsp (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3Cy 3D). Laregion 5° UTR contieneel sitiointemo
de entrada al ribosoma (IRES), que es esencial para reclutarribosomas para el inicio
de latraduccion (Grizer et al., 2024). Los EV comparten unaorganizacion conservada

y una estrategia de expresion génica dentro del género, manteniendo un patron
consistente en la organizacion de la poliproteina (Xie et al., 2024).

P1 P2 P3
IRES
VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D
5’ UTR 3’ UTR
. - - - - - - - - - AAAA
|-— Proteinas estructurales = |4=——— Proteinas no estructurales —ol

Figura 7: Organizacion del genoma de Enterovirus D68. Modificada de “Current
Understanding of Human Enterovirus D68”, por: Sun, J., Hu, X., & Yu, X. Viruses, 11(6), 490.
doi.org/10.3390/v11060490

2.3.3 CICLO DE REPLICACION VIRAL DEL ENTEROVIRUS D68

A. Entrada del virus

Para iniciar la infeccion, la capside viral debe reconocer y entrar en una célula
huésped. El primer paso en este proceso es la adhesion, donde la capside viral se
une a factores de adhesién en la célula huésped, que a menudo consisten en
fracciones de carbohidratos. Este paso de unidn sirve para concentrar viriones en la
superficie celular. El siguiente paso es la unién a un receptor, mas comunmente una

proteina integral de membrana, y este evento media la entrada del virus en la célula
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(Elrick et al., 2021). La unién del virus en los receptores de la célula huésped (acido
sialico,ICAM-5 u otros), permite el ingresodel virion a la célulaa través de endocitosis
mediada por receptores. Posteriormente el bajo pH del endosoma desencadena la

desenvoltura de la capside viral provocando la liberacion del ARN (Hu et al., 2020).

[Tve2 Tvpa] vp1 [2ARg 2¢ |3A| sc[ a0 |
3

| P
Omm
o —

Translation

Replication organelle

Figura 8: Ciclo de replicacion viral de EV-D68: (1) Entrada en la célula mediante endocitosis
mediada por receptores, (2) liberacion del ARN viral, (3) traduccion del ARN (+) para la
sintesis de proteinas virales individuales, (4) sintesis de ARN (+)en el organulo de replicacion
mediada por la polimerasa 3D, (5) Ensamblaje del virién, (6) Maduracion y liberacién del virion
por exocitosis o liberacion litica. Modificada de “Enterovirus D68 antivirals: past, present and
future”, por Yanmei Hu a, Rami Musharrafieh, Madeleine Zheng, Jun Wang, ACS Infectious
Diseases, 6(7), 1572-1586. doi.org/10.1021/acsinfecdis.0c00120

B. Traduccion

El ARN viral es posteriormente traducido en una unica poliproteina. Este proceso
ocurre cuando el virus secuestra los ribosomas de la célulahuésped, que se unen al
IRES viral en el 5' UTR para iniciarla traduccién de proteinas. La region codificante
de proteinas dentro del ORF se traduce inicialmente en un unico polipéptido viral en

el que todas las proteinas virales estan unidas. Luego, la poliproteina es escindida
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por las proteasas virales 2A, 3C y su forma precursora 3CD en cuatro proteinas

estructurales para la capside del virus (VP1, VP2, VP3 y VP4) y siete proteinas de
replicacion nsp (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C y 3D) (Rahajamanana et al., 2025).

La primera escision la realiza la proteasa viral 2A pro que escinde las proteinas
estructurales de las proteinas nsp. Las proteasas virales 3C pro y 3CD pro luego
escinden las proteinas estructurales en VPO, VP1 y VP3, junto con otros péptidos no
estructurales intermedios y maduros. Por ultimo, durante la maduracién de la capside
viral, ocurre un evento de autoescision, mientras que VP2 y VP4 se generan a partir
de VPO. Cuando 3C pro alcanza una concentracién suficientemente alta, un "cambio"

finaliza la fase de traduccién predominante (Grizer et al., 2024).

C. Replicacion

La replicacion del ARN larealizala ARN polimerasa dependiente de ARN enteroviral,
3D pol . Primero se transcribe el ssARN de sentido positivo (+) a ssARN en sentido
negativo (-). Este ARN en sentido negativo sirve como plantilla para la sintesis de
nuevo ARN en sentido positivo, permitiendo la produccion de multiples copias de
ssARN (+) gendmico. La sintesis de la cadena negativa y la traduccion del ARN no
pueden ocurrir simultdneamente, presumiblemente porque los ribosomas y la ARN
polimerasa no pueden atravesar el ARN viral en direcciones opuestas
simultaneamente (Elrick et al., 2021).

Un aspecto crucial de la replicacion es la formacion de estructuras de membrana
especializadas llamadas organulos de replicacidn, que son vesiculas unidas a
membranas simples y dobles que se derivan del reticulo endoplasmaticoy el aparato
de Golgi (Rahajamanana etal., 2025). Estos organulos de replicacion membranosos
implican varias proteinas virales (2C y 3A) y factores del huésped (ACBD3, PI4KB y
OSBP) que estan involucrados en este proceso de remodelacién de la membrana,

permitiendo crear un entorno lipidico favorable para la replicacion (Hu et al., 2020).
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D. Liberacion

El ensamblaje de los nuevos viriones implica encapsular el ARN en las proteinas
estructurales, seguido de su maduracién dentro de estructuras celulares llamadas
auto fagosomas, que requieren un medio acido para activarse, un paso critico para
que los viriones alcancen la infectividad (Kalam & Balasubramaniam, 2024).
Finalmente, las proteinas de la capside, junto con el ARNg viral, se autoensamblan y

salen de la célula huésped como viriones progenie ya sea a través de exocitosis o
liberacion litica (Hu et al., 2020).

2.3.4 MANIFESTACIONES CLINICAS DEL ENTEROVIRUS D68

La infeccion por EV-D68 causa enfermedades respiratorias de leves a graves,
especialmente en nifios pequefios con una edad media de 4 anos. Se cree que
durante una infeccidon leve el virus infecta principalmente el tracto respiratorio
superior, lo que produce fiebre y tos. Sin embargo, se observa una enfermedad
respiratoria mas grave cuando el virus se propaga al tracto respiratorio inferior, lo que
produce disnea, neumonia con sibilancias e hipoxia, y ocasionalmente requiere
asistencia respiratoria e ingreso en cuidados intensivos. Aunque las infecciones por

EV-D68 se reportan predominantemente en nifios, también se han reportado casos
en adultos (Ayudhya et al., 2021).

Debido a que la infeccion por EV-D68 se asocia con sintomas inespecificos que se
superponen a otras infecciones respiratorias mas comunes, es probable que la
prevalencia general esté subestimada. También es probable que haya una gran
proporcion de infecciones clinicamente asintomaticas, especialmente en adultos
sanos, lo que contribuye aun mas a la subnotificacion general. Ademas, es de
particular preocupacion para la salud publica mundial, la asociacion de los brotes
contemporaneos del EV-D68 con MFA (Vermillion et al., 2022).

La MFA es una enfermedad similar a la poliomielitis que afecta a las neuronas
motoras inferiores en la materia gris de la médula espinal y se caracteriza por la
aparicion repentina de debilidad muscular, particularmente en los brazos o las

piernas, con disminucién del tono muscular y reflejos comprometidos, a veces
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asociados con dificultad para tragar, caida de parpados y, en casos graves,
insuficiencia respiratoria (Grizer et al., 2024). Sin embargo, si bien la MFA es una
enfermedad grave, sigue siendo poco frecuente y s6lo una pequefia cantidad de

infecciones por EV-D68 progresan a MFA (Hu et al., 2020).

2.3.5 EPIDEMIOLOGIA DEL ENTEROVIRUS D68

EV-D68 se aisl6 por primera vez en Californiaen 1962 a partir de hisopos faringeos
de cuatro nifos hospitalizados por enfermedad aguda grave de las vias respiratorias
inferiores, denominadas cepas Fermon, Rhyne, Franklin y Robinson. Fermon sigue

considerandose la cepa prototipica del EV-D68 (Elrick et al., 2021).

Enelafo 2014 ocurridun brote en EE.UU. de casos de enfermedad respiratoria grave
inducida por EV-D68 lo que llevd a 1153 casos confirmados, incluidas 14 muertes.
Coincidiendo con este brote del EV-D68, se informaron 120 casos de MFA, lo que
sugierela asociacion entre MFA y EV-D68. También se detectaron brotes del EV-D68
en los EE.UU en 2016 y 2018, acompafiados de la identificacién de 153 y 237 casos
confirmados de MFA, respectivamente. Ademas, en los ultimos afios, el EV-D68 se
ha extendido por todo el mundo, lo que ha provocado conglomerados o brotes de
casos (Dai et al., 2023).

Los brotes de 2016 y 2018 se informaron en varias partes del mundo, incluyendo
Europa,EE.UU., Sudamérica,Asiay Africaoccidental. Estos también coincidieron con
olas de MFA. Por lo tanto, la MFA principalmente asociada con EV-D68 ahora se
reconoce como unaenfermedad mundial, con cientos de casos notificados en Europa,

Asia, Australia, Africa, América del Norte y América del Sur (Fall et al., 2022).

En Latinoamérica se han reportado pocos casos del EV-D68 antes de 2014. Durante
2014, se reporté un brote en la Ciudad de México, sin embargo, no se documentéuna
epidemia generalizada, como la ocurrida en EE.UU. (Vazquez-Perez et al., 2016).
Durante ese afo también se reportaron 2 casos del EV-D68 en Chile (Torres et al.,

2015) y 4 en dos islas del Caribe (Nathaniel etal., 2017). Sin embargo, se conoce
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poco sobre la circulacién, la epidemiologia y la filogenética del EV-D68 en

Centroamérica .

Los primeros casos de infecciones por EV-D68 reportados por Panama fueron a
través de un estudiorealizadodurantelos afiosde 2012-2013, en el que se analizaron
muestras de nifios hospitalizados con enfermedades respiratorias agudas. En este
estudio se identificaron 17 casos positivos del EV-D68 en David, Panama y estos

tenian en comun antecedentes de asma o sibilancias (Biggs et al., 2020).

2.4 DETECCION MOLECULAR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé inicialmente para amplificar
secuencias especificas de ADN y, desde entonces, se ha convertido en unade las
herramientas de investigacién mas robustas en ciencias bioldégicas y medicina frente
a métodos convencionales (Templeton, 1992). Sin embargo, dado que la PCR
estandarnopuede utilizarse de forma fiable para una cuantificacion precisa, la técnica
se perfecciond,dandolugara la potente herramienta analitica que ahora conocemos
como reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Artika et al., 2022).

La deteccién de virus patégenos mediante PCR implica varios pasos. En primer lugar,
se extrae, aisla y purifica el material genético de los virus de las muestras, que luego
se transcriben de forma inversa utilizando una enzima ADN polimerasa dependiente
de ARN que puede sintetizar ADNc utilizando ARN como plantilla. EI ADNc
monocatenario generado es luego convertido por la ADN polimerasa en un ADN

bicatenario que luego es amplificado mediante latécnica de PCR (Artika et al., 2020).

El método de deteccion en tiempo real se basa en el uso de un tintes fluorescentes
quese unan alADNca medida que se amplifica. SYBR ® Green es el tinte mas comun
y emite una sefal fluorescente al intercalarse con ADN recién sintetizado. El segundo
método de deteccion utiliza sondas de hidrélisis como las sondas TagMan, disefiadas
para hibridar con una regién especifica de la secuencia diana y dependen de la

Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET).
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El extremo 5' de la sonda esta marcado con un reportero fluorescente y en el extremo
3' hay una molécula extintora (quencher) que impide la emisiéon de fluorescencia
mientras la sonda esta intacta (unidaal ADN diana). A medida quela ADN polimerasa
extiende el cebador, la sonda se escinde, lo que permite que la molécula reportera

emita una senal fluorescente al separarse del quencher (Adams, 2020).

La cuantificacion serealizaen funciéon delos nivelesde fluorescenciaemitidos por las
sondas o colorantes marcados. El valor del umbral de ciclo (Ct) representa el niumero
de ciclos de amplificaciéon necesarios para que la sefal fluorescente de la muestra
supere un umbral definido, lo que indica una amplificacién detectable del ADN diana.
Por lo que los valores bajos de Ct indican altas cantidades de ADN mientras que los

valores altos de Ctindican bajas cantidades (Bong et al., 2024).

La aplicacion de la PCR en tiempo real constituye una estrategia fundamental para la
identificacion precisa de agentes virales en muestras clinicas. En el presente estudio,
esta herramienta sera empleada para la detecciéon molecular de los Coronavirus
endémicos (229E, OC43, NL63 y HKU1), asi como del Enterovirus D68. De esta
manera, se busca garantizar una caracterizacion confiable de los agentes virales

circulantes y aportar evidencia que contribuya al fortalecimiento de su epidemiologia.
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CAPITULO llI

3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6é un estudio observacional, retrospectivo y descriptivo, basado en el analisis
de muestras biologicas recolectadas por el Sistema Nacional de Vigilancia de

Influenza y otros Virus Respiratorios en Panama durante el afio 2016.

3.2 POBLACION Y CRITERIOS DE SELECCION

3.2.1 POBLACION DE ESTUDIO

Muestras de hisopados nasofaringeos recolectadas de pacientes que acudieron alas
instalaciones de salud participantes del sistema de vigilancia, con sospecha de

infeccion respiratoria.

3.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION

e Muestras de hisopados nasofaringeos recibidas en el Instituto Conmemorativo
Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) en el afio 2016.

e Muestras que habian sido procesadas mediante el panel viral respiratorio
rutinario del ICGES durante el afio 2016.

e Para el estudio, se incluy6 de forma aleatoria y por conveniencia el 30 % de
las muestras con resultado positivo para alguno de los virus del panel y el 70%

restante que fueran negativas a todos los virus testados en el panel
respiratorio.

3.2.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Muestras que no contaban con la cantidad minima de material bioldgico

necesaria para su procesamiento.

3.3 SELECCION DE MUESTRAS

Para este estudio, se seleccionaron retrospectivamente, por conveniencia, un total de

127 muestras de hisopados nasofaringeos que habian sido previamente analizadas
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mediante el panel viral respiratorio rutinario del ICGES, el cual detecta Influenza A
(A/H1pdm, A/H3 y A/No tipificable), Influenza B (B/VIC y B/YAM), RSV, hMPV,
Parainfluenza (PIV-1, PIV-2 y PIV-3), AdV y RV. De estas, el 70 % correspondi6 a
muestras previamente reportadas como negativas en dicho panel y el 30 % a
muestras previamente clasificadas como positivas para alguno de los virus

detectados.

Las muestras con resultados positivos al panel viral respiratorio rutinario se incluyeron
con el fin de evaluar la posible presencia de coinfecciones con otros virus
respiratorios. Los datos de los resultados del panel viral respiratorio rutinario, junto

con las caracteristicas clinicas y demograficas de cada muestra, fueron tabulados
para su analisis.

3.4 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LABORATORIO

Las muestras seleccionadas fueron procesadas mediante reaccion en cadena de la
polimerasa mediante la transcripcion Inversa en tiempo real (RT-PCR en tiempo real)
para la deteccion de los siguientes virus: Coronavirus endémicos humanos: CoVh-
229E, CoVh-HKU1, CoVh-NL63, CoVh-OC43 y Enterovirus D68

Los procedimientos que se realizaron para la amplificacion y deteccién de los virus
mencionados, incluyeron controles positivos y negativos en cada corrida para

garantizar la validez de los resultados y estos procedimientos se describen a
continuacion:

3.4.1 EXTRACCION AUTOMATIZADA DE ACIDOS NUCLEICOS

Se extrajeron los acidos nucleicos de las 127 muestras seleccionadas utilizando el kit
MagMAX™ Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation mediante perlas magnéticas. La
extracciéon se llevo a cabo en el equipo automatizado Thermo Scientific Kingfisher
Flex, utilizando el programa MVP_2Wash_200_Flex. El ARN extraido fue eluidoen
un volumen final de 50 pL. El siguiente procedimiento de extraccién fue realizado
siguiendo las instrucciones del fabricante.
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A. Preparacion de reactivos para el equipo de extraccion

Para iniciar el proceso de extraccion de acidos nucleicos, se roturaron 4 platos de 96
pocillos, uno para cada reactivo (tabla 1). Los reactivos se afiadieron en reservorios
y se sirvieron a los platos con micropipeta multicanal, agregando las cantidades que
indica la tabla 1. La extraccion se hizo en 2 lotes de muestras, para esto, se
prepararon 2 platos de cada reactivo, segun la cantidad de muestras por procesar. En
el primer lote se procesaron 95 muestras y en el segundo se procesaron 32 muestras.

En cada plato se incluyd 1 pocillo para utilizarlo como control negativo de reactivo.

B. Preparacion de las muestras nasofaringeas

Se prepard una plantilla para establecer el orden en el cual se iban a agregar las
muestras en los platos. Las muestras se llevaron a una cabina de bioseguridad y se

agregaron 200 uL de cada muestra por pocillo en el plato de la mezcla de union,
dejando un pocillo sin muestra como control negativo de reactivo.

C. Preparacion del equipo de extraccion

Las muestras se llevaron al equipo automatizado Thermo Scientific Kingfisher Flexy
se seleccioné el programa MVP_2Wash_200_Flex. Una vez seleccionado, se coloco
la placa de peinede punta (Tip comb plate) y se ingresaron los platos con los reactivos
segun el orden que indica el equipo (Tabla 1) para iniciar el proceso de extraccion.
Una vez finalizada la extraccion (25 minutos aproximadamente), el plato de elucion

fue cubierto inmediatamente con una pelicula adhesiva transparente MicroAmp ™
para evitar la evaporacién de las muestras y luego se almacenaron a -20° C.

Tabla 1. Reactivos para la extraccion de los acidos nucleicos

Orden de ingreso Reactivos Volumen de reactivo (pL)
1 Tampon de elucién 50
2 Etanol 80 % 500
3 Solucion de lavado 500
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4 Mezcla de unioén 280

Tabla 1. Reactivos utilizados en el programa MVP_2Wash_200_Flex durante el proceso de
extraccién de los acidos nucleicos.

3.4.2 EXTRACCION MANUAL DE ARN

Se extrajo de forma manual el ARN de una muestra positiva para CoVh-HKU1, con el
fin de emplearla como control positivo en la deteccidn de este virus. La extraccion se
realiz6 mediante columnas de silice utilizando el Kit QlIAamp Viral RNA mini Kit
(QIAGEN). El ARN extraido fue eluido en un volumen final de 60 pL. El siguiente

procedimiento de extraccion fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante.

A. Lisis

En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se agregaron 560 uL de tampdén AVL
(contiene ARN transportador) y 140 uL de la muestra y se mezcl6 en el vortex durante

15 segundos. Esto se incubd a temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugd
brevemente el para eliminar las gotas del interior de la tapa.

B. Unidn

Luego se afnadieron 560 uL de etanol al lisado y se mezclé6 mediante vortex durante
15 segundos. Tras mezclar, se centrifugd brevemente el tubo para eliminarlas gotas
del interior de la tapa. Posteriormente se colocé unacolumna QlAamp Minien un tubo
de recoleccion de 2 mL y se afadieron 630 pyL de la solucion con el lisado y se
centrifugé a 8000 rpm durante 1 minuto. Se colocd la columna en un tubo de
recoleccion limpio de 2 mL y se desechd el tubo con el filtrado. Se repitié este paso
afadiendo el volumen restante del lisado en la columna de centrifugacion.

C. Lavados

Se afadieron 500 pL de tampdn AW1 y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min. Se
colocé la columna en un tubo de recoleccion limpio de 2 mL y se desecho el tubo con

el filtrado. Luego se afadieron 500 uL de tampon AW2, se centrifugéa 14000 rpm
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durante 3 min y se colocd la columna QlAamp Mini en un tubo de microcentrifuga

limpio de 1.5 mL.

D. Elusiéon

Se afiadieron 60 uL de tampon AVE y se incubd a temperatura ambiente durante 1

minuto. Esto se centrifugda8000 rpm durante 1 min, se desechdla columnay el ARN
extraido se almacend a -30°C .

Tabla 2: Reactivos para la extracciéon de ARN

Reactivos Volumen de reactivo (uL)
Tampon AVL 560
Etanol 100% 560
Tampon AW1 500
Tampon AW1 500
Tampén AVE 60

Tabla 2. Reactivos y volumenes utilizados durante el proceso de extraccion manual con el kit
QIAamp Viral RNA mini Kit (QIAGEN®).

3.43 DETECCION DE CORONAVIRUS ENDEMICOS MEDIANTE RT-PCR
ANIDADA MULTIPLEX EN TIEMPO REAL

Se realiz6 una RT-PCR anidada multiplex en tiempo real de un solo paso para la
deteccion de CoVh-229E, CoVh-NL63 y CoVh-OC43. Se utilizé como referencia el
protocolo descrito por Zhao et al. (2020). Las muestras se procesaron en el equipo
CFX96 Real-Time System utilizando el software CFX Maestro. Se utilizaron sondas
Tagman marcadas con distintos fluoréforos para la identificacion de cada virus. Para
la deteccidon de CoVh-229E se utiliz6 FAM, para CoVh-0OC43 se utilizo Cy5 y para

CoVh-NL63 se utilizé VIC. La secuencia de la sonda y los cebadores utilizados se
muestran en la tabla.
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A. Preparacion de los reactivos para la amplificaciéon

Cebadores:

Los cebadores internos y externos de cada virus (tabla 3) estaban a una
concentracion inicial de 100 yM y 200 uM, por lo que se prepararon alicuotas de
trabajo a 10 uM para cada uno de estos cebadores, esto se realizé aplicando la
formula de dilucién C1V1=C2V2,donde C1 corresponde a la concentracion inicial de
los cebadores (100/200 uM), C2 a la concentracion final deseada (10 uM), V2 al
volumen final de dilucién (100 yL) y V1 al volumen requerido de la solucién original
de los cebadores (5 yL). La dilucion se realizé agregando 5 pL de los cebadores en

95 uL de agua grado molecular. Los cebadores diluidos se mezclaron en el vortex y
se colocaron en la centrifuga (spin). Ejemplo:

C1V1=C2V2
V1=C2Vv2
C1
V1 = 10 pM x 100 pL
200 pM
V1=5uL

Luego se prepard un mix con los cebadores de cada virus previamente diluidos,
agregando cada uno en la misma cantidad dependiendo del volumen final requerido
en las reacciones de PCR. Esto se mezcl6 en el vortex y se colocé en la centrifuga

(spin). Los cebadores diluidosy las mezclas de cebadores fueron almacenadas a -
30° C.

Tabla 3: Informacion sobre los cebadores utilizados para la detecciéon de
CoVh-229E, CoVh-NL63 y CoVh-OC43

Cebador Secuencias (5’ - 3’) Gen
CoVh-229E
HCoV-229E-outer F CA+GT+CAAAT+GGGCTGATGCA N
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HCoV-229E-outer R A+CGA+GAA+GG+CTTAGGAGTAC

HCoV-229E-inner F ATGAGGCTATTCCGACTAGG
HCoV-229E-inner R AAAGGGCTATAAAGAGAATAAGGTATTCT
CoVh-0C43
HCoV-OC43-outer F ATT+GCA+CCA+GGAGTCCCA
HCoV-OC43-outer R TT+CC+T+GA+GC+CTT+CAATATAGTAAC \
HCoV-OC43-inner F ATGAGGCTATTCCGACTAGG
HCoV-OC43-inner R TTCCTGAGCCTTCAATATAGTAAC
CoVh-NL63
HCoV-NL63-outer F A+GATGA+GCA+GATT+GGTTATTGG
HCoV-NL63-outer R ATTACGTTT+GC+GATTA+C+CAAGACT
N
HCoV-NL63-inner F GACCTTAAATTCAGACAACGTTCT
HCoV-NL63-inner R ATTACGTTTGCGATTACCAAGACT

Tabla3. Cebadores descritos por Zhao et al. (2020). Outer F (cebador externo forward), Outer
R (cebador externo reverse), inner F (cebador interno forward), inner R (cebador interno
reverse), N (Nucleocapside), pb (pares de bases), + (nucleétidos con modificacion
LNA/Locked Nucleic Acid).

Sondas:

Las sondas para la identificacion de cada virus en la PCR multiplex (tabla 4) estaban
a unaconcentracién inicial de 100 uM, por lo que estos se diluyeron a 10 uM para la
preparacion de las alicuotas de trabajo. Esto se realizé aplicando la férmula de
dilucion C1V1=C2V2, donde C1 corresponde a la concentracion inicial de las sondas

(100 uM), C2 alaconcentracion finaldeseada (10 uM), V2 al volumen final de dilucién
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(100 uL) y V1 al volumen requerido de la solucion original de los cebadores (10 pL).
Se prepararon de la siguiente forma:

Se agregaron 10 yL de los cebadores en 90 yL de agua grado molecular. Los

cebadores diluidos se mezclaron en el vértex y se colocaron en la centrifuga (spin).

C1Vv1=C2V2
V1=C2V2
C1
V1 =10 uM x 100 pL
100 uM
V1 =10 L

Luego se preparé un mix con las 3 sondas de cada virus previamente diluidas,
agregando cada una en la misma cantidad. El volumen de cada sonda afiadida se

calculd en funcion al volumen final de cebadores requeridos en las reacciones de
PCR.

Tabla 4. Sondas utilizadas en la deteccién de CoVh-229E, CoVh-NL63 y CoVh-

0C43
Sonda Secuencias (5’ - 3’)
HCoV-229E-Sonda FAM-CCCTGACGACCACGTTGTGGTTCA-BHQ1
HCoV-OC43-Sonda CY5-TCCGCCTGGCACGGTACTCCCT-BHQ3
HCoV-NL63-Sonda | VIC-TAACAGTTTTAGCACCTTCCTTAGCAACCCAAACA-BHQ1

Tabla 4. Se emplearon sondas tipo TagMan, previamente descritas por Zhao et al. (2020).
Estas sondas estan constituidas por oligonucleétidos marcados con un fluoréforo en el
extremo 5’ y un extintor de fluorescencia (quencher) en el extremo 3’, en este caso BHQ
(Black Hole Quencher), el cual absorbe la energia emitida por el fluoréforo e impide su sefal
hasta que ocurre la amplificacion especifica.
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B. Procesamiento de las muestras

Se prepararon plantillas para establecer la cantidad y el orden de las muestras que
se iban a procesar en cada lote. Debido a la cantidad de muestras, estas fueron

divididas en 2 lotes para la deteccion de cada virus.

Primero se prepararon mezclas de reaccidén con los componentes mostrados en la
tabla 5, segun la cantidad de reacciones, incluyendo los controles positivos y
negativos. Esta mezcla se sirvio en placas de 96 pocillos, y se agrego el volumen del
mix por reaccién (8 uL). Las placas fueron llevadas a otra cabinade bioseguridad para

servir las muestras.

Las muestras se llevaron a una cabina de bioseguridad y se agregaron 2 uL en cada
pocillo del plato con la mezcla de reaccion para completar el volumen final de 10 pL.
Se incluyé un control positivo para cada Coronavirus al mismo volumen que el resto
de las muestras y se utilizaron reacciones del mix sin muestra como control negativo
de reactivo. Los platos de 96 pocillos se sellaron para evitar la evaporacion de las
muestras durante su procesamientoy se centrifugaron (spin) para evitar la formacion

de burbujas.

Tabla 5: Componentes de la mezcla de reaccion de la RT -PCR anidada multiple

en tiempo real de un solo paso

Componentes de la mezcla de
N Volumen de reactivos y muestra (pL)
reaccion
H20 libre de nucleasas 1,5
Master Mix 2X 50
Mezcla de todos los cebadores a 10 yM 0,5
Mezcla de todas las sondas 10 yM 0,5
Mix de enzimas 0,5
ARN (extraido) / Control positivo / 2,0
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Control negativo

Volumen final 10 pL

Tabla 5. Mezcla de reaccion utilizada para la deteccion de los Coronavirus endémicos
CoVh-229E, CoVh-NL63 y CoVh-OC43.

C. Preparacion del termociclador en tiempo real

Los platos se colocaron en el equipo CFX96 Real-Time System y se inicio el software
CFX Maestro para la configuracion de la plantilla con las muestras, seleccionar los
fluoréforos correspondientes para la deteccion de cada virus y establecer el programa
de temperatura (Tabla 6) para la retrotranscripciéon del ARN y la amplificacion del
ADNCc.

Tabla 6: Programa de amplificacion usado para la deteccién de CoVh-229E,
CoVh-NL63 y CoVh-OC43

Pasos Cantidad de Ciclos Temperatura Tiempo
Transcripcion
. 1 50°C 30 min
inversa
Inactivacion de la
1 95°C 15 min
retro transcriptasa
Desnaturalizacién 94° C 30 seg
Hibridacion 10 64° C 40 seg
Extensién 72°C 40 seg
Desnaturalizacién 94° C 30 seg
Hibridacion 40 54° C yex 30 seg
Extensién 72°C 30 seg

Tabla 6. Los primeros 10 ciclos corresponden a la amplificacion del gen N por los

cebadores externos y los siguientes 40 ciclos corresponden a la amplificacion del gen N
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por los cebadores internos. La lectura de la fluorescencia ocurre en el paso de la
hibridacion (54°C).

3.4.4 DETECCION DEL CORONAVIRUS ENDEMICO HKU1 POR RT-PCR EN
TIEMPO REAL

Se realizé una RT-PCR en tiempo real de un sélo paso para la deteccion de CoVh-
HKU1. Las muestras se procesaron en el equipo Quant Studio™ 5 utilizando el
software Quant Studio™ Design & Analysis Software v 1.5.1. Se utilizaron cebadores
y sondas del CDC (Atlanta, Georgia). Las sondas para la identificacion de CoVh-

HKU1 estaban marcadas con el fluoréforo ROX.

A. Preparacion de los reactivos para la amplificaciéon

Cebadores:

Los cebadores forward y reverse del virus estaban a una concentracién inicial de 200
MM, por lo que se prepararon alicuotas de trabajo a 10 uM para cada uno de estos
cebadores. El calculo de los volUumenes necesarios se realizé aplicando la formula de
dilucion C1V1=C2V2, donde C1 corresponde a la concentracion inicial del cebador
(200 uM), C2 a la concentracion final deseada (10 uM), V2 al volumen final de la
dilucién (200 yL) y V1 al volumen requerido de la solucion original del cebador (10
pL). La dilucion se realizé agregando 10 yL de los cebadores forward y reverse en
190 uL de agua grado molecular. Los cebadores diluidos se mezclaron en el vortex,

se colocaron en la centrifuga (spin) y se almacené a -30° C.

C1V1=C2V2
V1=C2Vv2
C1
V1 = 10 yM X 200 pL
200 pM
V1 =10 pL
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Sondas:

Las sondas para la identificacion de este virus estaban a una concentracion inicial de
100 uM, por lo que estos se diluyeron a 10 uM para la preparacion de las alicuotas
de trabajo. Los calculos se realizaron aplicando la férmula de dilucién C1V1=C2V2
para determinar los volumenes requeridos, donde C1 corresponde a la concentracién
inicial de la sonda (100 uM), C2 a la concentracion final deseada (10 pM), V2 al
volumen finalde la dilucion (100 uL) y V1 al volumen requerido de la solucién original
de la sonda. La dilucion se prepard agregando 10 yL de la sonda en 90 uL de agua
grado molecular. La soda diluida se mezclo en el vortex, se coloco en la centrifuga

(spin) y se almacené a -30°C.

C1V1=C2V2
V1=C2Vv2
C1
V1 =10 yM X 100 L
100 M
V1 =10 pL

B. Procesamiento de las muestras

Se prepararon plantillas para establecer la cantidad y el orden de las muestras que
se iban a procesar en cada lote. Estas se dividieron en 2 lotes para la deteccion del

virus.

Primero se prepararon mezclas de reaccioén con los componentes mostrados en la
tabla 7, segun la cantidad de muestras por procesar, incluyendo reacciones para los
controles positivos y negativos. Esta mezcla se sirvio en placas de 96 pocillos,
agregando el volumen del mix por reaccion (20 uL). Las placas fueron llevadas a otra
cabina de bioseguridad para servir las muestras y completar el volumen final de 25
ML.
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Luego las muestras fueron llevadas a otra cabina de bioseguridad para agregar 5 pL
de las muestras en cada pocillo del plato con la mezcla de reaccion para completar el
volumen final de 25 yL. Se incluyd un control positivo para este virus, al mismo
volumen que el resto de las muestras y se utilizaron reacciones del mix sin muestra

como control negativo de reactivo.

Los platos de 96 pocillos se sellaron para evitar la evaporacion de las muestras
durante su procesamiento y se centrifugaron (spin) para evitar la formacién de

burbujas.

Tabla 7: Componentes de la mezcla de reaccién para la deteccion de CoVh-
HKU1

Componentes mezcla de reaccion | Volumen de reactivos y muestra (uL)

H20 libre de nucleasas 4,5
Master Mix 2X 12,5
Primer Forward a 10 uM 1,0
Sonda 5 uM 0,5
Primer Reverse a 10 uM 1,0
Mix de enzimas 1,0

ARN extraido/ Control positivo/ Control 50
negativo ’

Volumen final 25 uL

C. Preparacion del termociclador en tiempo real

Los platos se colocaron en el equipo CFX96 Real-Time System y se inici6 el software
CFX Maestro para la configuracion de la plantilla con las muestras, seleccionar los
fluoréforos correspondientes para la deteccion de cada virus y establecer el programa
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de temperatura (tabla 8) para la retrotranscripcion del ARN y la amplificacion del
ADNCc.

Tabla 8: Programa de amplificacion usado para la detecciéon de CoVh-HKU1

Pasos Cantidad de Temperatura Tiempo
ciclos
Transcripcion ] 50°C 10 min
inversa

Inactivacion de

RT/desnaturalizaci ] 95°C 10 min
on inicial
Amplificacién 95°C 15 seg
45 .
60 °C (O] 1 min

Tabla 8. La lectura de la fluorescencia ocurre en el paso de la hibridacion/extension a 60° C.

3.4.5 DETECCION DEL EV-D68 POR RT-PCR EN TIEMPO REAL

Serealizé una RT-PCR en tiempo real de un solo paso, utilizando como referencia el
protocolo descrito por Piralla et al. (2015). Las muestras se procesaron en el equipo
QuantStudio ™ 5 utilizando el software Quant Studio ™ Design & Analysis Software
v 1.5.1. La sonda y los cebadores utilizados se muestran en la tabla 9. Se utilizaron

sondas marcadas con FAM para la identificacién del EV-D68.

A. Preparacion de los reactivos para la amplificaciéon

Cebadores:

Los cebadores forward y reverse del virus estaban a una concentracién inicial de 100
MM, por lo que se prepararon alicuotas de trabajo a 10 uM para cada uno de estos

cebadores. El calculo de los volumenes necesarios se realizé aplicando la formula de
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dilucion C1V1=C2V2, donde C1 corresponde a la concentracién inicial del cebador
(100 uM), C2 a la concentracion final deseada (10 uM), V2 al volumen final de la
dilucion (100 pL) y V1 al volumen requerido de la solucion original del cebador (10

ML). Se diluyeron de la siguiente forma:

Se agregaron 10 yL de los cebadores forward y reverse en 190 yL de agua grado
molecular. Los cebadores diluidos se mezclaron en el vortex, se colocaron en la

centrifuga (spin) y se almacend a -30° C.

C1VvV1=C2Vv2
V1=C2v2
C1
V1=10puM x 100 pyL
100 uM
V1=10pL

Sondas:

Las sondas para la identificacidén del virus estaban a una concentracién inicial de 100
MM, por lo que se prepararon alicuotas de trabajo a 5 uM. El calculode los volumenes
necesarios se realizé aplicando la formula de diluciéon C1V1=C2V2, donde C1
corresponde a la concentracion inicial de la sonda (100 pM), C2 a la concentracion
final deseada (5 pM), V2 al volumen final de la dilucién (100 uL) y V1 al volumen
requeridode la solucién original del cebador (5 pL). Se diluyeron delasiguiente forma:

Se agreg6 5 pL de la sonda en 95 uL de agua grado molecular. Las sondas diluidas

se mezclaron en el vortex, se colocaron en la centrifuga (spin) y se almacend6 a -30°
C.

C1V1=C2V2
V1 =C2V2
C1

V1=5uM x 100 pL
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100 uM
V1=5pL

Tabla 9: Cebadores y sondas utilizadas en la detecciéon del EV-D68

Regidén que se

cebadores y sonda Secuencia (5’ a 3’)

amplifica
EV-D68Pavia-For GGCGGCCTACTCATGG
EV-D68Pavia-Rev AGACTCTTCACACCTTGTTCATGT 5UTR

EV-D68Pavia-Probe | PFAM-AAAACCATGAGACGCT-MGB

Tabla9. For (Forward), Rev (Reverse), °PFAM (6-carboxifluoresceina), MGB (ligante de ranura

menor), UTR (Untranslated region/Region no traducida).

B. Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron en grupos o lotes. Para ello se prepararon plantillas para
establecer la cantidad y el orden de las muestras que se iban a procesar, las cuales
se dividieron en 2 lotes para la deteccion de este virus. Las muestras se llevaron a
una cabina de bioseguridad y se agregaron 5 yL en cada pocillo del plato con la
mezcla de reaccion. Se incluyé un control positivo para este virus, al mismo volumen
que el resto de las muestras y se utilizaron reacciones del mix sin muestra como
control negativo de reactivo. Los platos de 96 pocillos se sellaron para evitar la
evaporacion de las muestras durante su procesamiento y se centrifugaron (spin) para

evitar la formacion de burbujas.

Tabla 10: Componentes de la mezcla de reaccion para la deteccion del EV-D68

Componentes mezcla de reacciéon | Volumen de reactivos y muestra (pL)

H20O libre de nucleasas 45

Master Mix 12,5
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EV-D68 Forward a 10 uM

0,5

EV-D68 Reverse a 10 uM 0,5
EV-D68 Sonda 5 uM 0,5
Mix de enzimas 1,0
ARN extraido/ Control positivo/ Control 50
negativo
Volumen final 25 pL

C. Preparacion del termociclador en tiempo real

Los platos se colocaron en el equipo CFX96-Real-Time System y se inicio el software

CFX Maestro para la configuracion de la plantilla con las muestras, seleccionar el

fluordforo correspondiente para la deteccidn del virus y establecer el programa de

temperaturas (tabla 11) para la retrotranscripcion del ARN y la amplificacién del ADNc.

Tabla 11: Programa de amplificaciéon usado para la detecciéon del EV-D68

Pasos Ciclos Temperatura | Tiempo

Transcripcion inversa 1 45° C 15 min
Inactivacion de RT/desnaturalizacion inicial 1 95°C 10 min
95°C 15 seg

Amplificacion 45 60°C e 45 seg

Tabla 11. Programa de temperaturas utilizado para la retrotranscripcion y amplificacion

en un solo paso de la regiéon 5 UTR para la deteccién del EV-D68. La lectura de la

fluorescencia se registra durante el paso de la hibridacién/extension a los 60° C.

3.5 ANALISIS DE LOS RESULTADOS
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El analisis de los resultados obtenidos mediante RT-PCR en tiempo real se basé en
los valores de Ct generados tras la amplificacion de cada muestra. En primer lugair,
se evaluaron los controles positivos y negativos de cada corrida para validar los
resultados. Posteriormente, se consideraron como positivas aquellas muestras o
controles con un valor de Ct = 35 ciclos. Adicionalmente, para todas las muestras y
controles con Ct = 35, se evalud la morfologia de la curva de amplificacion,
considerandose un resultado positivo valido Unicamente cuando se observé unacurva
sigmoidea caracteristica. Las muestras que presentaron curvas irregulares fueron

interpretadas como negativas.

3.6 ANALISIS DE LOS DATOS

Primero se realizé un analisis descriptivo de las frecuencias de deteccidn, para
evaluar la cantidad de muestras que resultaron positivas de cada virus.
Posteriormente los resultados fueron estratificados segun variables clinicas y
demograficas, incluyendo datos de edad, frecuencia de los sintomas, distribucién
geografica (provincias y comarcas) y desenlace clinico de los pacientes
(hospitalizados y ambulatorios). Para esto se construyeron graficos en los cuales se
incluyeron tanto las muestras positivas como las muestras negativas, lo que permitio
describir la poblacion estudiada, identificar posibles sesgos en la distribucion de las
muestras y contextualizarlos resultados en funcion al total de muestras de la cohorte
de estudio. También se evaluaron los casos de coinfeccidon obtenidos, considerando
la edad de los pacientes, los sintomas presentados y su evolucion clinica, con el fin
de describir las caracteristicas de estos casos dentro de la poblacion evaluada.

3.7 CONSIDERACIONES ETICAS

Esta investigacién fue revisada y aprobada por el Comité de Bioética de la
Investigacion del ICGES, bajo el protocolo de “Investigacion para el fortalecimientoen
la vigilanciaepidemiolégicade Influenzay otros virusrespiratorios en Panama” con el
N° 272/CBIIICGES/24. Toda la informacion de identificacion personal fue
anonimizada para garantizar la confidencialidad de la informacién y el resguardo de

los datos de los participantes en todo momento.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS
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En este capitulo se muestran los resultados obtenidos tras las pruebas de RT-PCR
en tiempo real para la deteccion de los Coronavirus endémicos y de Enterovirus-D68.
Los resultados fueron validados incluyendo controles positivos y controles negativos
de reactivo. La deteccion fue cualitativa (presencia o ausencia) y se basé en la
fluorescencia generada por las sondas marcadas con los fluoréforos FAM (CoVh-
229E / EV-D68), VIC (CoVh-NL63), Cy5 (CoVh-0OC43) y ROX (CoVh-HKU1) para los
diferentes virus en sus respectivas reacciones de amplificacién. Las muestras y
controles se consideraron positivas si el valor de Ct no era = 35 ciclos. Los resultados
se muestran en curvas de amplificacion extraidas de los softwares CFX Maestro y
Quant Studio ™ Design & Analysis v1.5.1 en escala lineal y logaritmica, asi como
graficos y tablas de los porcentajes de deteccion y las caracteristicas clinicas y

demograficas de las muestras.

41 DETECCION DE CORONAVIRUS ENDEMICOS POR RT-PCR ANIDADA
MULTIPLEX EN TIEMPO REAL (CoVh-229E, CoVh-OC43, CoVh-NL63)

Los resultados de las pruebas de deteccion evidenciaron la presencia de CoVh -229E
y CoVh-0OC43, mientrasque CoVh-NL63 nofue detectadoen ningunadelas muestras
(Tabla 12). De las 127 muestras analizadas, 6 resultaron positivas, las cuales se
distribuyeron en 3 positivas para CoVh-229E (Figura 7 y 8) y 3 para CoVh-0OC43
(Figura9y 10). Lo que resultaen un 95,28% (n=121) de muestras negativas que no
fueron detectadas para ninguno de estos 2 Coronavirus endémicos (Grafico 1). En la
Tabla 13 se presentan los valores de Ct obtenidos en la deteccién de los Coronavirus
endémicos 229E y OC43.

Tabla 12. Resultados de deteccién de CoVh-229E, CoVh-OC43 y CoVh-NL63

Virus Muestras positivas Muestras negativas
CoVh-229E 3 124
CoVh-0OC43 3 124
CoVh-NL63 0 127
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Grafico 1. Frecuencia de deteccion de los Coronavirus endémicos en Panama
en el afno 2016 (n=127)

2,36% 2,36%

m 229E
= OC43

m Muestras negativas

95,28%
Grafico 1. Distribucion porcentual de los resultados positivos y negativos para los

Coronavirus endémicos CoVh-229E y CoVh-OC43 en las 127 muestras analizadas. El color
rosado representa los casos positivos para CoVh-229E (n=3), el color naranja los casos
positivos para CoVh-OC43 (n=3) y el color turquesa los resultados negativos para estos
Coronavirus endémicos (n=121).

Figura 9. Resultados de amplificacion de CoVh-229E, lote 1
Amplificacion
800 T

A i
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/
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Figura 9 . Curvas de amplificaciéon correspondientes a la muestra 319735, con un valor de Ct
de 11.73. La deteccion se realizd mediante una sonda marcada con el fluoréforo FAM. Se
presentan graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B). Ambas figuras
fueron extraidas del software CFX Maestro, en donde el eje X muestra el numero de ciclos
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de amplificacion y el eje Y las unidades relativas de fluorescencia (RFU). Los controles

positivos utilizados en esta corrida no mostraron sefial de amplificacion.

Figura 10. Resultados de amplificacion de CoVh-229E, lote 2
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Figura 10. Curvas de amplificacion correspondientes a la muestra 318648 (Curva de la
derecha) con un Ct de 23,22 y a la muestra 318669 (Curva de la izquierda) con un Ct de
14,00. La deteccion se realizd mediante una sonda marcada con el fluoré6foro FAM. Se
presentan graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B) que fueron
extraidos del software CFX Maestro, en donde el eje X muestra el numero de ciclos de
amplificacion y el eje Y las RFU. Las curvas azules indican muestras positivas para CoVh-

229E, mientras que las curvas rosadas indican la amplificacion de los controles positivos.

Figura 11. Resultados de amplificacion de CoVh-OC43, lote 1
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Figura 11 . Curvas de amplificacion correspondientes a la muestra 318099 con un Ct de
13,54. La deteccion se realiz6 mediante una sonda marcada con el fluoréforo Cy5. Se
presentan graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B) que fueron

extraidos del software CFX Maestro, en donde el eje X muestra el numero de ciclos de
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amplificaciény el eje Y las RFU. La curva en color azul indica la muestra positiva para CoVh-
OC43, mientras que la curva rosada indica la amplificacion del control positivo.

Figura 12. Resultados de amplificacion de CoVh-OC43, lote 2
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Figura 12. Curvas de amplificacion correspondientes a las muestras 318087 (Curva de la
izquierda) con un Ct de 28,00 y 318750 (Curva de la derecha) con un Ct de 29,00. La
deteccion se realiz6 mediante una sonda marcada con el fluoréforo Cy5. Se presentan
graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B) que fueron extraidos del
software CFX Maestro, en donde el eje X muestra el numero de ciclos de amplificacién y el
eje Y las RFU. Las curvas azules indican muestras positivas para CoVh-OC43, mientras que

las curvas rosadas indican la amplificacion de los controles positivos.

Tabla 13: Valores de Ct obtenidos en las pruebas de deteccion de los

Coronavirus endémicos 229E y OC43

Nimarode | Codigodo o
1 319735 11.73
2 318648 23.22 CoVh-229E
3 318669 14
4 318087 28 CoVh-0C43
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5 318099 13.54

6 318750 29

Por otro lado, no se detectd la presenciade CoVh-NL63 en ninguna de las muestras
procesadas; Unicamente se observd amplificacion de los controles positivos (Figura
13), mientras que el control negativo permanecié sin amplificacién. Esto indica que
las condiciones de la reaccion de PCR fueron adecuadas y que el sistema de

deteccion funciond correctamente, validando los resultados negativos obtenidos.

Figura 13. Resultados de amplificacion de CoVh-NL63, lote 1
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Figura 13. Curvas de amplificacion correspondientes a los controles positivos de CoVh-NL63
por duplicado, detectados mediante una sonda marcada con el fluoréforo VIC. Se presentan
graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B). Las figuras fueron extraidas
del software CFX Maestro, en donde el eje X representa el numero de ciclos de amplificacion
y el eje Y las RFU. Las muestras negativas permanecieron sin sefial de amplificacion,

manteniéndose en la linea basal durante cada ciclo.

Las 127 analizadas tuvieron la siguiente distribucion en los grupos etarios: <5 afos
(n=82), 5-18 anos (n=9), >18 afios (n=36). De las muestras positivas de CoVh-229E,
2 pertenecian a adultos mayores de 18 afios y 1 a un nifo <5 anos (Grafico 2).
Mientras que de las muestras positivas de CoVh-OC43,2 de ellas pertenecian a nifios

<5 anosy 1 aun adulto >18 afios (Grafico 3).
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Grafico 2. Distribucion de CoVh-229E segun grupo etario en las muestras
analizadas del aiio 2016 en Panama (n=127)
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Grafico 2. Distribuciéon de las muestras positivas de CoVh-229E por grupo etario, respecto al
total de muestras en cada grupo de la cohorte de estudio. Las barras turquesas indican las

muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

Grafico 3. Distribucion de CoVh-OC43 segun grupo etario en las muestras
analizadas del aino 2016 en Panama (n=127)
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Grafico 3. Distribucion de las muestras positivas de CoVh-OC43 por grupo etario, respecto
al total de muestras en cada grupo de la cohorte de estudio. Las barras turquesas indican las

muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

La distribucion geografica de las muestras positivas de CoVh-229E fuede 1 en la
provincia de Coldén, 1 en la provinciade Los Santosy 1 en la provinciade Panama
(Grafico 4). Mientras que las muestras positivas detectadas para CoVh- OC43
tuvieron una distribucién de 1 caso en la provinciade Dariény 2 en la provinciade

Panama (Grafico 5).

54



Grafico 4. Distribucion geografica de CoVh-229E en las muestras analizadas
del aflo 2016 en Panama (n=126)
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Grafico 4. Distribucion de las muestras positivas de CoVh-229E segun provincias y
comarcas. 1 muestra con informacion faltante no fue incluida dentro de este analisis. Las

barras turquesas indican las muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

Grafico 5. Distribucion geografica de CoVh-OC43 en las muestras analizadas
del afio 2016 en Panama (n=126)
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Grafico 5. Distribucion de las muestras positivas de CoVh-OC43 segun provincias y
comarcas. 1 muestra con informacion faltante no fue incluida dentro de este analisis. Las

barras turquesas indican las muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

De las 127 muestras seleccionadas, 2 corresponden a pacientes fallecidos, 106 a
sujetos hospitalizados y recuperados y 19 a sujetos recuperados sin hospitalizacion
(Ambulatorios). De estas, 2 muestras de sujetos hospitalizadosy 1 de un ambulatorio
fueron detectadas con CoVh-229E (Grafico 6). Mientras que 2 de las muestras de
sujetos ambulatorios y 1 de un hospitalizado fueron detectadas con CoVh-OC43
(Grafico 7).
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Grafico 6. Distribucidon de los casos positivos de CoVh-229E segun el
desenlace clinico del paciente al momento de la recolecciéon (n=127)
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Grafico 6. Distribucion de las muestras positivas de CoVh-229E segun pacientes
hospitalizados y ambulatorios. Las barras turquesas indican las muestras negativas y las
barras rosadas las muestras positivas.

Grafico 7. Distribuciéon de los casos positivos de CoVh-OC43 segun el
desenlace clinico del paciente al momento de la recoleccion (n=127)
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Grafico 7. Distribucion de las muestras positivas de CoVh-OC43 segun pacientes
hospitalizados y ambulatorios. Las barras turquesas indican las muestras negativas y las

barras rosadas las muestras positivas.

4.2 DETECCION DEL CORONAVIRUS ENDEMICO HKU1 POR RT-PCREN
TIEMPO REAL

De las 127 muestras procesadas, no se obtuvo ninguna deteccidn positiva para este
virus, unicamente se observé la amplificacion de los controles positivos incluidos en

el ensayo (Grafico 8), mientras que los controles negativos permanecieron sin
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amplificacién. Esto confirma que las condiciones de la reaccién de PCR fueron

adecuadas y que el sistema de deteccidn funciond correctamente, pudiendo validar
los resultados negativos obtenidos.

Figura 14. Resultados de amplificacién del CoVh-HKU1, lote 1
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Figura 14. Curvas de amplificacion correspondientes a los controles positivos de CoVh-HKU1
por duplicado, , detectados mediante una sonda marcada con el fluoréforo ROX. Se presentan
graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B). Las figuras fueron extraidas
del software Quant Studio Design & Analysis, en donde el eje X representa el numero de
ciclos de amplificaciéon y el eje Y (ARn) la fluorescencia detectada. Las muestras negativas
permanecieron sin sefal de amplificacién, manteniéndose en la linea basal durante cada
ciclo.

4.3 DETECCION DEL EV-D68 POR RT-PCR EN TIEMPO REAL

De las 127 muestras procesadas, se obtuvieron un totalde 17 muestras positivas para
EV-D68 (Figura 13), resultando en un 86.61 % (n=110) de muestras sin detectar para

57



este virus (Grafico 8). La Tabla 14 presenta los resultados de los valores de Ct

obtenidos en las pruebas de PCR para estas 17 muestras positivas.

Grafico 8. Frecuencia de deteccion del EV-D68 en Panama en el aiio 2016

(n=127)
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Grafico 8. Distribucion porcentual de los resultados de deteccion del virus respiratorio EV-

D68 en muestras seleccionadas del afno 2016. El 13,39% resultaron positivas (n=17) y el

86,61% resultaron negativas (n=110).

Figura 15. Resultados de amplificacion del EV-D68, lote 1
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Figura 15. Curvas de amplificacion correspondientes a las muestras positivas procesadas en
el lote 1. La deteccion se realizd mediante una sonda marcada con el fluor6foro FAM. Se
presentan graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B) que fueron
extraidos del software Quant Studio ™ Design & Analysis Software v 1.5.1, en donde el eje X
muestra el numero de ciclos de amplificaciony el eje Y (ARn) la fluorescencia detectada. Las
curvas sigmoideas en color azul indican muestras positivas para EV-D68, mientras que las

curvas sigmoideas rosadas indican la amplificacién de los controles positivos.

Figura 16. Resultados de amplificacion del EV-D68, lote 2
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Figura 16. Curvas de amplificacién correspondientes a las muestras positivas procesadas en
el lote 2. La deteccion se realizd mediante una sonda marcada con el fluoréforo FAM. Se
presentan graficos en escala lineal (A) y graficos en escala logaritmica (B) que fueron
extraidos del software Quant Studio ™ Design & Analysis Software v 1.5.1, en donde el eje X
muestra el nimero de ciclos de amplificaciony el eje Y (ARN) la fluorescencia detectada. Las
curvas sigmoideas en color azul indican muestras positivas para EV-D68, mientras que las

curvas sigmoideas rosadas indican la amplificaciéon de los controles positivos.
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Tabla 14. Valores de Ct de las muestras que resultaron positivas en la
deteccion del EV-D68

Numero de muestras Caodigo de muestras Ct
1 318808 26,10
2 319429 21,22
3 319442 25,40
4 319627 23,81
5 319822 23,35
6 320104 23,24
7 320187 22,53
8 320440 25,45
9 320557 34,41
10 320548 38,00
11 320585 20,59
12 320570 31,12
13 320710 34,68
14 320717 29,26
15 320861 22,29
16 320901 34,02
17 319999 36,96

En el lote 2 de muestras procesadas para la deteccién de EV-D68, se observo que 5
de las muestras que resultaron positivas (320585, 320710, 320570, 320717 y 320901)
tenian proximidad en la placa de 96 pocillos, por lo que se decidio repetir la prueba
para descartar la posibilidad de contaminacion entre ellas, pero esta vez las muestras

se colocaron en posiciones lejanas entre si dentro de la placa.
Ademas, en este lote también se observaron 2 muestras que tuvieron valores de

Ct mayores a 35 ciclos (319999 y 320548), sin embargo, a pesar de tener un Ct

mayor al establecido, se observo que estas muestras tenian curvas sigmoideas con
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unasenal altade fluorescencia, por lo que también se decidio repetir estas muestras

para confirmar su positividad (Figura 18).

Figura 17. Resultados de amplificacion de las muestras repetidas de EV-D68
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Figura 18. Curvas de amplificacién de las muestras repetidas para confirmar su positividad.
La deteccién se realizO mediante una sonda marcada con el fluoréforo FAM. Este grafico
lineal se extrajo del software Quant Studio ™ Design & Analysis Softwarev 1.5.1, en donde
el eje X muestra el numero de ciclos de amplificacion y el eje Y (ARn) la fluorescencia

detectada

En los resultados de la Figura 18 se observé que las muestras 320585, 320570,
320717 y 320901 obtuvieron resultados consistentes con la corrida del lote anterior
(Tabla 15), por lo cual se confirmé que si eran muestras positivas. Mientras que la
muestra 320710, luego de la repeticion obtuvo un valor de Ct mayor a 35 ciclos, sin

embargo, esta también se consideré como positiva.

Por otro lado, las muestras 319999y 320548 seguian teniendo valores de Ct mayores
a 35 ciclos (Tabla 15), sin embargo, la forma de las curvas de amplificacién indicd una
sefal alta de fluorescencia en estas muestras, por lo que se decidié determinarlas

como positivas para nuestros siguientes ensayos.
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Tabla 15. Valores de Ct de las muestras repetidas para la deteccién de EV-D68

Cdédigo de muestra Ct inicial Ct final
320585 20,59 21,03
320710 34,68 36,01
320570 31,12 32,26
320717 29,26 30,36
320901 34,02 34,52
319999 36,96 38,05
320548 38,00 37,87

De las 17 muestras positivas del EV-D68, 9 pertenecian a nifios menores de 5 afios
(52,94%), 5 pertenecian a adultos mayores a 18 anos (29,41%), mientras que el grupo
con menor cantidad de muestras positivas fue el de sujetos de entre 5y 18 afos, con
3 muestras detectadas (17,65%) (Grafico 9).

Mientras que la distribucion en el pais fue dentro de 6 provinciasy 1 comarca. La
provinciade Panama presentdla mayor cantidad de detecciones con 4 casos, seguida
por las provincias de Coléon y Coclé con 3 casos en cada una. En la provincia de
Herrera, Panama Oeste y la Comarca de Guna Yala hubo 2 casos en cada una. En
cambio, la provincia de Darién presentd el menor porcentaje de deteccion para este

virus con sélo 1 caso del EV-D68 (Grafico 11).

Grafico 9. Distribucion del EV-D68 segun grupo etario en las muestras
analizadas del afno 2016 en Panama (n=127)
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Grafico 9. Las muestras positivas del EV-D68 se distribuyeron en los 3 grupos etarios. Las

barras turquesas indican las muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

Grafico 10. Distribucidon geografica del EV-D68 en las muestras analizadas del
ano 2016 en Panama (n=126)
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Grafico 10. Distribucion de las muestras positivas del EV-D68 segun provincias y comarcas.
Una de las muestras no fue incluida en el andlisis debido a informacion faltante. Las barras

turquesas indican las muestras negativas y las barras rosadas las muestras positivas.

Enlas 17 muestras positivas del EV-D68 se observaron 8 sintomas, los mas comunes
fueron:Tos (n=13), dificultad respiratoria (n=11), fiebre >38 °C (n=11) y rinorrea (n=9).
Mientras que dolor de garganta (n=3), disnea (n=2), odinofagia (n=1) y malestar
general (n=1) se presentaron en una menor frecuencia. Ademas se observo que en
las muestras con resultados negativos para este virus se presentaron 5 sintomas
diferentes, aunque en una menor proporcion: Dolor en el pecho (n=1), dolor toracico

(n=2), vomitos (n=3), diarrea (n=3) y edema en extremidades (n=1) (Grafico 12).

Grafico 11. Frecuencia de sintomas reportados en casos positivos y negativos
del EV-D68 (n=82)
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Grafico 11. Las barras turquesas indican los sintomas que se observaron en los casos
negativos y las barras rosadas los sintomas que se observaron en los casos positivos del EV-
D68. Para este analisis solo se consideraron 82 muestras debido a la falta de datos
disponibles.

De las 127 muestras analizadas, 2 corresponden a pacientesfallecidos, 106 a sujetos
hospitalizados y recuperados y 19 a sujetos recuperados sin hospitalizacion
(Ambulatorios). De estas, 15 muestras detectadas con EV-D68 provenian de sujetos

hospitalizados y 2 de sujetos ambulatorios (Grafico 12).

Grafico 12. Distribuciéon de casos positivos del EV-D68 segun el desenlace
clinico del paciente al momento de la recoleccién (n=127)
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Grafico 12. Distribucién de las muestras positivas del EV-D68 segun pacientes hospitalizados
y ambulatorios. Las barras azules indican las muestras negativas y las barras rosadas las

muestras positivas.

4.4 COINFECCIONES

Las coinfecciones se evaluaron en base alos resultados obtenidos de las pruebas de
deteccién y considerando los resultados del panel viral respiratorio del afio 2016
mostrado en la Tabla 21. Tomando esto en consideracién, no se observaron co-
infecciones entre los 3 virus detectados (CoVh-229E, CoVh-OC43 y EV-D68). Sin
embargo, si se observaron co-infecciones entre estos virus y los virus respiratorios
previamente detectados del panel viral del afio 2016.
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Se observaron coinfecciones en 5 muestras, destacando la presencia simultanea de
los siguientes virus: CoVh-229E con A/H1 pdm, CoVh-OC43 con PIV-1, EV-D68 con
Rhinovirus, EV-D68 con RSV y EV-D68 con PIV-3 (Tabla 16).

Las coinfecciones detectadas fueron mucho mas comunes en nifos menores a 5
afnos, presentandoseen 4 de las 5 muestras detectadas con coinfecciones (80%). En

cambio solo una muestra pertenecia a un adulto mayor de 18 afios (20 %).

EV-D68 fue el virus que presentd una mayor frecuencia de coinfecciones con otros
virus respiratorios, siendo responsable de 3/5 de las coinfecciones detectadas (60%),
en comparacion con CoVh-229E que estuvo presente en 1/5 de las muestras
coinfectadas (20%) al igual que CoVh-0OC43 (20%).

En los casos de coinfeccion se observaron distintos cuadros clinicos asociados. La
coinfecciéon entre EV-D68 y RSV se manifestdo con sintomas como fiebre, tos y
dificultad respiratoria (Tabla 17). Por su parte, la coinfeccién entre EV-D68 y RV se
asocio a la presencia de tos, rinorrea y dificultad respiratoria (Tabla 18). En el caso
de la coinfecciéon entre EV-D68y PIV-3, los sintomas reportados fueron fiebrey disnea
(Tabla 19).

Cabe sefalar que, en relacién con las coinfecciones de los coronavirus endémicos,
no fue posible describir las manifestaciones clinicas debido a la ausencia de datos

clinicos completos en las muestras analizadas.

Tabla 16. Coinfecciones detectadas con otros virus respiratorios

Virus Cantidad de Cantidad de
detectua dos muestras positivas muestras Virus Codetectados
(n=23) coinfectadas (n=5)
CoVh-229E 3 1(318648) CoVh-229E + A/H1 pdm
CoVh-0C43 3 1(318087) CoVh-0OC43 + PIV-1
1 (320440) EV-D68 + RV
EV-D68 17
1(320548) EV-D68 + RSV
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1(319999)

EV-D68 + PIV-3

Tabla 17. Sintomas de coinfecciones entre EV-D68 y RSV

Sintomas Sintomas | Sintomas de | Desenlace Edad
de EV-D8 de RSV las muestras clinico (anos)
coinfectadas
Fiebre Fiebre Fiebre > 38°
C
Infecciones Tos Tos Tos
leves
Dolor de Dolor de
garganta garganta
Congestion | Congestion
Hospitalizado | 1 aio
Rinorrea Estornudos
Dolor de
cabeza
Dificultad Dificultad Dificultad
respiratoria | respiratoria | respiratoria
Infecciones — _ — .
graves Sibilancias | Sibilancias
Hipoxia Respiracion
rapida
Tos intensa
Tabla 18. Sintomas de coinfecciones entre EV-D68 y RV
Sintomas | Sintomas Sintomas Desenlace Edad
de EV-D8 de RV de la clinico (anos)
muestra
coinfectada
Tos Tos Tos
Fiebre Secrecion Rinorrea
nasal
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Infecciones | Dolor de Dolor de
leves garganta garganta
Congestion | Congestion
Rinorrea
Dificultad | Dificultad Dificultad
respiratoria | respiratoria | respiratoria
Infecciones | Sibilancias | Sibilancias
graves
Hipoxia Tos
intensa

Hospitalizado

<1 afio (8
meses)

Tabla 19. Sintomas de coinfecciones entre EV-D68 y PIV-3

Sintomas | Sintomas Sintomas Desenlace Edad
de EV-D8 de PIV-3 de la clinico (anos)
muestra
coinfectada
Fiebre Fiebre Fiebre > 38°
. C
Infecciones
leves Tos Tos Disnea
Dolor de Dolor de
Garganta garganta
H itali 29 af
Congestion | Secrecién ospitalizado | 29 afios
Rinorrea Rinorrea
Estornudos
Dificultad | Sibilancias
Infecciones | respiratoria
graves
Sibilancias | Ronquera
Hipoxia Tos seca
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5.1 DISCUSION

Principales hallazgos del estudio

El presente estudio constituye una de las primeras caracterizaciones, en Panama, de
la circulacion de Coronavirus endémicos (CoVh-229E, CoVh-OC43, CoVh-NL63 y
CoVh-HKU1) y Enterovirus D68 en muestras respiratorias recolectadas en el ano

2016, permitiendo aportar evidencia sobre su contribucion ala carga de enfermedad
respiratoria aguda en el pais.

Nuestros resultados confirman lahipotesisde que al menos unode estos virus circuld
en Panama durante el periodo de estudio, pues se detectaron tres casos de CoVh-
229E, tres casos de CoVh-OC43 y diecisiete casos de EV-D68. La deteccion de
CoVh-229Ey CoVh-0OC43,pero node CoVh-NL63 ni CoVh-HKU1, es consistente con
reportes de vigilancia virolégica internacional que documentan una circulacion
heterogénea de los diferentes Coronavirus endémicos, con predominio de algunos
genotipos en determinados afios y regiones. La ausencia de CoVh-NL63y CoVh-
HKU1 podria explicarse por una baja circulacién en 2016 o por su estacionalidad, lo
que subraya la necesidad de una vigilancia sostenida y de mayor cobertura temporal

para comprender patrones de circulacién en el pais.

En cuanto a EV-D68, la deteccion en el 13,4% de las muestras analizadas representa
una prevalencia considerablemente mayor que la de los Coronavirus endémicos
(4,7%), lo que sugiere un papel relevante de este virus en la carga de enfermedad
respiratoria durante 2016. Nuestros hallazgos se alinean con reportes de otros paises
de la region que han documentado brotes de EV-D68 en los ultimos afios, asociados
principalmente a infecciones respiratorias en poblacion pediatrica.

Descripcion de las caracteristicas clinicas asociadas a las infecciones

Un hallazgo relevante es que la mayoria de las detecciones, tanto de EV-D68 como
de los Coronavirus endémicos, ocurrieron en pacientes hospitalizados, lo que podria

indicarunarelacion con cuadros moderados a graves de infeccion respiratoriaaguda.
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Sin embargo, dado que el estudio incluyé una cohorte previamente seleccionadaa

partir del sistema de vigilancia nacional, no es posible estimar con precisién la carga
poblacional ni la tasa de hospitalizacidn atribuible a estos virus.

Ademas, mas del 50% de los casos positivos ocurrieron en nifilos menores de 5 afios
y la mayoria correspondié a pacientes hospitalizados, lo que refuerza el potencial
impacto clinico de este virus en grupos vulnerables. Esto concuerda con lo descrito
en la literatura, donde mencionan que estos virus afectan principalmente a nifos
pequenos(Shaoetal., 2022; Kalam & Balasubramaniam,2024). Ademas de esto hay
que teneren cuentaque los nifios son llevados con mayor frecuenciaalos hospitales,
a diferencia de los adultos cuyos casos no son tan reportados y debido a esto existe
unamayor tasa de deteccion en poblaciones pediatricas, lo que provoca quelos datos
epidemiologicos sean limitados en otros grupos de edad (Ottogalli et al., 2021). Esto
implica un sesgo en la informacién y como resultado, se subestima la carga real de

infeccion por estos virus.

Desde el punto de vista clinico, los sintomas predominantes en los casos positivos de
EV-D68, fueron la tos, la fiebre >38° C y la dificultad respiratoria, estos hallazgos
concuerdan con lo reportado en la literatura, donde se describe que la fiebre y la tos
son sintomas comunes en cuadros leves, mientras que la dificultad respiratoria esta
entre los sintomas asociados con infecciones respiratorias mas graves (Kalam &
Balasubramaniam, 2024; Simoes et al., 2024).

En el caso de los Coronavirus endémicos unicamente se conté con sintomas en 1 de
las muestras positivas, en la cual se registro la fiebre >38° C, tos, dolor de gargantay
rinorrea. Estos sintomas observados tienen concordancia con los sintomas que
comunmente causan estos virus (P. Li etal., 2020). Sin embargo, no es posible
establecer una comparacion entre los sintomas, dado que estos datos no estuvieron

disponibles en la totalidad de las muestras que resultaron positivas, impidiendo la
posibilidad de identificar patrones diferenciales entre estas muestras.
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Circulacion de los Coronavirus endémicos y EV-D68 en la region en el afio 2016

Para contextualizar estos hallazgos, se revisaron reportes sobre la circulacién de
estos virus en Latinoamérica durante el aino 2016. En general, la informacion
disponible sobre la presencia de los Coronavirus endémicos en laregién fue escasa,

paises como Argentinay Nicaragua realizaron estudios en los cuales documentaron
la presencia de estos virus en la poblacion.

En el estudio realizado en Argentina se evaluo6 la prevalencia de los Coronavirus
endémicos durante dos periodos pre-pandémicos, en el cual destacaron la presencia
de CoVh-229E, CoVh-HKU1, CoVh-NL63 y CoVh-OC43 en todos los anos
estudiados, incluyendo 2016. Sin embargo, no se mencionan las frecuencias de

deteccién por cada afo, por lo que no es posible conocer con precision la circulacion
que tuvieron, pero si destacar su presencia durante el afno 2016 (Jara et al., 2025).

En el estudio realizado en Nicaragua, también se evidencio la circulacién de los 4
Coronavirus endémicos durante el aino 2016, con 15 casos positivos de CoVh-229E,
7 de CoVh-HKU1,18 de CoVh-NL63 y 46 de CoVh-OC43 (Frutos et al., 2022). En
contraste, en nuestro estudio Unicamente se detectaron casos positivos de CoVh-
229E y CoVh-0OC43, sin presencia de CoVh-HKU1 ni de CoVh-NLG3. Estas
diferenciasen la circulacion resultan llamativas, considerando que ambos estudios se
realizaron en paises de Centroamérica durante el mismo afo. Aunque esto podria
deberse a diferencias entre las poblaciones estudiadas, variaciones de la dinamica
del virus o factores epidemiolégicos locales.

Por otro lado, la informacion sobre la circulaciéon de EV-D68 en el afio 2016 en
Latinoamérica, también es limitada. Sin embargo, los estudios disponibles evidencian
que el virus estuvo presente en la region, aunque con unaincidencia relativamente

baja, detectando casos puntuales en paises como Argentina y Chile.

En Argentina, durante 2016, se reportd un brote de Mielitis flacida aguda en 11 nifios
con edades entre 3 meses y 6 anos, quienes presentaron debilidad muscular

repentina, acompanada de sintomas respiratorios. El analisis de estos casos reveld
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la presencia de Enterovirus D68 en 4 de los 11 casos (Ruggieri et al., 2017),
evidenciando la presencia del virus en la poblacion durante ese afo. Es importante
destacar que en Argentina, la circulacién de EV-D68 estuvo asociada con casos de
Mielitis flacida aguda, mientras que en Panama, a pesar de la deteccion de multiples
casos positivos, no se reportaron cuadros de afecciones neuroldgicas vinculadas a

este virus.

Por otro lado, en Chile se identifico la presencia de Enterovirus D68 mediante un
estudio retrospectivo que analizé 1966 muestras respiratorias recolectadas a través
de su sistema de Nacional de Vigilancia, en el que encontraron Unicamente un caso
positivo del virus en el ano 2016 (Paredes & Nicole, 2017). Aqui podemos observar
un contraste notable con nuestros resultados, en donde a partir de 1966 muestras se
detectd sélo 1 caso positivo de Enterovirus D68, mientras que en nuestro estudio se
identificaron 17 casos positivos en un numero considerablemente menorde muestras

durante el mismo ano.

Estos hallazgosen Argentinay Chile permiten contextualizarla circulacién de EV-D68
en la region durante el afio 2016, mostrando que, si bien la presencia del virus fue
detectada, la incidencia reportada fue baja. Estas diferencias subrayan la necesidad
de fortalecerla vigilancia epidemiologicade este virusy realizar estudios que permitan
comprender mejor su impacto y la variabilidad de su circulacion en la region,

especialmente considerandolos brotes que se han reportado durante los ultimos afios
y la evidencia de un aumento de casos en distintas partes del mundo.

Coinfecciones

Nuestro estudio realizé un analisis las muestras que habian resultado positivas en el
panel viral respiratorio de 2016. Aunque inicialmente se habian clasificado como
monoinfecciones por alguno de los virus del panel, en este estudio se identificaron
cinco casos con coinfecciones previamente no detectadas. Estas coinfecciones
involucraron a los coronavirus endémicos 229E y OC43, asi como a Enterovirus D68,

lo que evidencia la circulacion simultdnea de estos patdogenos en la poblacién
estudiada.
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Al analizar los sintomas de las coinfecciones de EV-D68, no se observé algunode
mayor gravedad que indique un aumento en la severidad clinica en comparacion a
los casos con monoinfeccion. También se compararon los sintomas caracteristicos
de los virus codetectados y se observé la presencia de signos compartidos, propios
de ambos agentes sin identificar ningun sintoma adicional de mayor gravedad. Es
importante destacar que en ninguna de las muestras detectadas con EV-D68 se
observaron sintomas neuroldgicos.

Aunque todas las coinfecciones con EV-D68 se presentaron en pacientes
hospitalizados, en su mayoria nifilos menoresde 5 afos, estas mismas caracteristicas
también se observaron en las muestras con monoinfeccion por EV-D68. Por lo tanto,
no es posible afirmar que, en este caso, las coinfecciones aumentan la gravedad de
lainfeccion. Aunque laliteratura sefialaquelas coinfecciones con Enterovirus pueden
incrementar la posibilidad de desarrollar complicaciones y presentar manifestaciones

clinicas mas severas (De Sousa et al., 2021).

En cuantoalas coinfeccionesdelos Coronavirus endémicos,los casos de coinfeccion
no cuentan con informacion disponible sobre los sintomas. Dado que no se disponen
de estos datos clinicos, no es posible evaluar si estas coinfecciones presentaron
algun sintoma de mayor gravedad que el resto. Sin embargo, se pudo observar que
la coinfeccién de CoVh-229E provenia de un paciente hospitalizado menora 5 afos,
mientras que la coinfeccion de CoVh-OC43 provenia de un paciente ambulatorio
menor a 5 afnos. En este sentido, el tipo de atencién médica recibida de estos
pacientes permite considerar la gravedad de la infeccion, teniendo en cuentaque se
trata de nifios pequenos, los cuales constituyen una poblacién mas vulnerable frente

a estas infecciones respiratorias.

Los virus codetectados en las muestras positivas para CoVh-229E y CoVh-0OC43
incluyeron el RSV e Influenza A/H1 pdm. Esto concuerda con lo reportado en otros
estudios, en donde se describe que el Virus Sincitial Respiratorio, el Virus de la
Influenza A y los Rinovirus son los patdgenos mas comunes que coexisten con los

Coronavirus endémicos y que la coinfeccion puede influiren la presentacion clinica
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de los pacientes positivos para este virus (Zeng et al., 2017) Aunque en nuestro

estudio no es posible determinar si la coinfeccion incrementd la gravedad de los
sintomas, debido a la falta de estos datos clinicos.

Los hallazgos de este estudio proporcionan una vision inicial valiosa sobre la
circulacion de coronavirus endémicos y EV-D68 en Panama, durante el afio 2016.
Estas debilidades metodoldgicas resaltan la necesidad de fortalecer la vigilancia
molecular mediante estudios prospectivos y con mayor cobertura temporal, que
incluyan caracterizacion genética de las cepas detectadas, cuantificacion viral y
recopilacion sistematica de datos clinicos completos. Dichas mejoras permitiran
evaluarcon mayor precision lacarga de enfermedad atribuible a estos virus, identificar
posibles asociaciones con severidad clinica y explorar el impacto de coinfeccionesen
la evolucion de los pacientes. En conjunto, estas acciones contribuiran aoptimizar las
estrategias de vigilancia y respuesta en salud publica, favoreciendo una deteccién
temprana y una mejor comprension del papel epidemiologico de estos patégenos
respiratorios en la poblacion panamefia.
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6.1 CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré confirmar la circulaciéon de dos coronavirus endémicos
(CoVh-229E y CoVh-OC43) y de Enterovirus D68 (EV-D68) en Panama durante el
afno 2016, constituyendo una de las primeras descripciones moleculares de estos
virus en el pais. Este hallazgo confirma que estos virus circularon en la poblacion
durante ese periodo, causando infecciones respiratorias tanto en infecciones uUnicas

como en coinfecciones con otros virus del panel de diagnoéstico rutinario.

Por ello, resulta fundamental ampliar el conocimiento sobre |la epidemiologia de los
virus respiratorios que actualmente no forman parte de los sistemas rutinarios de
vigilancia, pero que podrian estar contribuyendo de manera significativa ala carga de
enfermedad en la poblacién. De esta forma se reduciria el numero de pacientes que
permanecen sin un diagnodstico etiolégico definido, se mejoraria la comprensién del
verdadero impacto de estas infecciones y se facilitaria una orientacién clinica mas
adecuada. En este contexto, los diagndsticos mas sensiblesy precisos son esenciales
para identificar oportunamente a estos patdgenos, optimizar el manejo clinico y
generar evidencia que fortalezca las estrategias de vigilancia y la toma de decisiones

en salud publica.

La deteccion de CoVh-229E y CoVh-OC43 en una baja proporciéon de muestras
(4,7%) sugiere circulacion limitada de estos virus en 2016, mientras que CoVh-NLG63
y CoVh-HKU1 no fueron detectados, lo que podria indicar ausencia de circulacion
significativa en el periodo o una presentacion estacional fuera de la ventana de
muestreo. La deteccion de EV-D68 en el 13,4% de las muestras analizadas evidencia

su papel relevante en la carga de enfermedad respiratoria en el periodo de estudio,
con predominio en poblacion pediatrica y en pacientes hospitalizados.

Seidentificaron coinfecciones entre los coronavirus endémicos o EV-D68 y otros virus
respiratorios (A/H1pdm, PIV-1, RSV, RV y PIV-3), lo que resalta la necesidad de
continuar evaluando el impacto de estas interacciones en la severidad clinicay en la
dinamica de transmision viral. Estos hallazgos resaltan la importancia de incluirEV-

D68 y coronavirus endémicos en paneles de diagnéstico molecular de vigilancia
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rutinaria, de manera que se puedan detectar oportunamente eventos de circulacién

viral y prevenir subestimacion de su impacto clinico en la poblacion.

Este estudio contribuye al conocimiento de la circulacion de estos virus que son poco
monitoreados en Panama, asi como la descripcion de las caracteristicas clinicas y
demograficas de estas infecciones.No obstante, la vigilanciay el diagndstico de estos
virus continuan siendo un desafio importante, especialmente considerando la
subestimacién de casos leves o no reportados. Por ello, se requieren investigaciones
mas amplias, representativas y complementarias, que permitan obtener una vision
mas completa de la epidemiologia de estos virus, ademas de integrar herramientas
moleculares mas avanzadas que permitan caracterizar la diversidad genética de los
virus circulantesy fortalecer las medidas de prevencion y control de las infecciones

respiratorias en el pais.

6.2 LIMITACIONES

Sibien los hallazgos de este estudio aportan informacién novedosay relevante sobre
la circulacién de coronavirus endémicos y EV-D68 en Panama, es importante
reconocer las limitaciones inherentes al disefio y ejecucién del mismo. Identificar
estas limitaciones permite contextualizar adecuadamente los resultados, evitar
interpretaciones que excedan el alcance real del analisis y proponer mejoras
metodoldgicas para investigaciones futuras que profundicen en el impacto clinicoy
epidemioldgico de estos virus respiratorios. A continuacion, se listan las limitaciones

del estudio en cuanto a:

e Tamano y representatividad de la muestra: El estudio incluyd 127 muestras
respiratorias, lo que si bien permitié una descripcién inicial de la circulacion de
CoVh-229E, CoVh-OC43y EV-D68, puede no ser representativo de toda la
poblacién de Panama ni de la carga real de enfermedad respiratoria en 2016.

e Disefio retrospectivo y ventana temporal limitada: Las muestras fueron

recolectadas en un unico afio calendario, lo que impide en este estudio en
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particular, evaluar patrones de circulacién estacional o interanual de los
coronavirus endémicos y EV-D68, asi como su posible relacion con picos

epidémicos en otros afios.

Datos clinicos incompletos: No se contd con informacidn clinica completa para
todas las muestras, lo que limita el analisis de correlaciones entre la deteccion

viral y la severidad de la enfermedad o el desenlace clinico de los pacientes.

Falta de cuantificacion viral: La metodologia utilizada fue cualitativa
(presencia/ausencia)y noincluyécargaviral, por lo queno fue posible explorar

asociaciones entre niveles de replicacion viral y severidad clinica.

Coinfecciones sin analisis de impacto clinico: Aunque se detectaron
coinfecciones con otros virus respiratorios, el tamafo reducido de estos
subgrupos y la heterogeneidad de los datos impidieron evaluar de forma

robusta su impacto en la presentacion clinica o en la evolucion de los casos.

6.3 RECOMENDACIONES

Fortalecer lavigilanciaepidemiolégicadelos Coronavirusendémicosy EV-D68
en Panama, mediante la mejora del monitoreo de estos virus que permitan
generar informacion sobre su circulacion y conocer con mayor precision su
impacto en la salud publica. Contribuyendo a la deteccion temprana de brotes

y la planificacion de medidas preventivas efectivas.

Realizar estudios mas avanzados, como la secuenciacion genética, que
permitan caracterizar la diversidad de las variantes circulantes de estos virus
en nuestro pais. Esta informacién no sélo permitira conocer las variantes
presentes, sino también comprender mejor sus implicaciones en la salud

publica.

Realizar estudios mas exhaustivos, empleando disefios que permitan obtener
datos representativos de toda la poblacion. Este enfoque permitira estimar con

mayor precision la prevalencia de estos virus y describir mejor las
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caracteristicas de las infecciones causadas, mejorando nuestro conocimiento
sobre las frecuencias y gravedad de la infeccion y la identificacion de factores

de riesgo asociados a una mayor afectacién en la poblacion
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7. ANEXOS
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7.1 DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS SELECCIONADAS

En la Tabla 20 se muestran las caracteristicas clinicas (sintomas y tipo de atencion

médica) y demograficas (sexo, region y edad) de las 127 muestras seleccionadas

correspondientes a casos de infecciones respiratorias positivas y negativas al panel

viral respiratorio del afio 2016 en Panama.

Tabla 20: Caracteristicas clinicas y demograficas de las muestras

seleccionadas del aino 2016.

# de Caédigo Tipo de
muestra de Sintomas atencion Sexo | Regién Edad (afios)
muestra médica
o Lo <1 ano
1 318056 - Hospitalizado - Chiriqui (4 meses)
2 318087 - Ambulatorio | - | Panama (9<r1]2228)
Fiebre > 38° C
Tos
3 319329 Hospitalizado | F | Darien | ~1anos (4
Rinorrea meses)
Dificultad
respiratoria
4 318090 ] Hospitalizado | - | Panama (:g 32‘;)
5 318099 - Hospitalizado - Darién 1 afo
6 318124 ] Hospitalizado | - | Veragua <1 afo
s (10 meses)
7 318541 ; Hospitalizado | - | Chiriqui (2<r1]22é’s)
8 318808 - Ambulatorio - Colén 3 anos
. Ngobe ~
9 318890 - Fallecido - Buglé 1 afio
10 | 319056 i Hospitalizado | - Los 1 afio
Santos
11 319263 - Hospitalizado - Herrera 2 ahos
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Tos

12 319429 Rinorrea | Hogpitalizado Colén 15 afios
Dificultad
respiratoria
Fiebre > 38° C
13 319442 Hospitalizado Panama 3 anos
Tos
Fiebre > 38° C
. . <1 ano (11
14 319640 Dificultad Hospitalizado Colon meses)
respiratoria
15 321025 - Hospitalizado Panama <1afio
(2 meses)
16 318750 - Ambulatorio Metro 19 afos
17 319160 - Ambulatorio Coldn 21 afos
18 318793 - Hospitalizado Herrera 23 anos
19 318884 - Hospitalizado Colén 56 anos
Fiebre > 38° C
Tos
Dolor de
20 319464 garganta Ambulatorio Coclé 48 arios
Rinorrea
Dificultad
respiratoria
Fiebre > 38° C
21 319624 Tos Hospitalizado Coclé 82 afios
Dificultad
respiratoria
22 318865 - Fallecido Veragua 93 anos
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Fiebre > 38° C

Tos o San -
23 319627 Hospitalizado Miguelito 13 afos
Dificultad
respiratoria
24 318011 - Hospitalizado Panama 1 afio
25 | 318012 Hospitalizad Los <1ano
ospitalizado Santos (8 dias)
e <1 afo
26 318089 Hospitalizado Metro (25 dias)
27 318120 - Ambulatorio Metro 31 anos
28 318167 - Hospitalizado Herrera 45 afos
) o Ngobe <1 afio
29 318257 Hospitalizado Buglé (4 meses)
30 318300 - Hospitalizado - 36 anos
. Los <1 afo
31 318319 - Hospitalizado Santos (2 meses)
32 | 319076 - Hospitalizado San 1 afios
Miguelito
33 319122 - Ambulatorio Metro 32 afio
34 319140 - Hospitalizado Oeste 16 afos
35 | 319195 - Hospitalizad San <1 ano
ospitalizado Miguelito (2 meses)
Fiebre >38° C
Tos
36 319339 Hospitalizado Herrera 9 afos
Rinorrea
Dolor en el
pecho
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Dificultad
respiratoria

37

319404

Fiebre >38° C

Tos

Dolor de
garganta

Rinorrea

Ambulatorio

Panama

24 afnos

38

319450

Fiebre >38° C

Tos

Dolor de
garganta

Rinorrea

Hospitalizado

Veragua
s

73 anos

39

319593

Tos

Dolor de
garganta

Dificultad
respiratoria

Dolor toracico

Hospitalizado

Panama

52 afos

40

319656

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Panama

1 afo

41

321267

Fiebre >38° C

Tos

Ambulatorio

Panama

<1 afno
(6 meses)
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Rinorrea

Fiebre >38° C

Tos
42 321277 Odinofagia Ambulatorio Coldn 30 anos
Rinorrea
Disnea
Fiebre >38° C
Tos
T < 1
4 | 32142 [ Hospitalizado '\é%‘;?f © ;22;’5)
Dificultad
respiratoria
44 321444 - Hospitalizado Coclé 3 afos
45 321526 - Hospitalizado Panama (9<r1n ::gs)
46 | 321543 - Hospitalizado Panama (<11an§)
47 | 321619 - Hospitalizado %‘;T: (<11rr?2§)
Fiebre >38° C
Tos
48 321638 Hospitalizado Panama <1ano
Rinorrea (1 mes)
Dificultad
respiratoria
Tos
49 321649 Dificultad Hospitalizado Coclé (6<r1n :Sgs)

respiratoria

93



50

321739

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Panama

<1 ano
(11 meses)

51

321761

Fiebre >38° C

Tos

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Coclé

52 anos

52

319714

Fiebre >38° C

Hospitalizado

Darién

32 anos

53

319735

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

Rinorrea

Ambulatorio

Los
Santos

37 afnos

54

319785

Fiebre > 38° C

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Herrera

3 anos

55

319867

Rinorrea

Dolor de
garganta

Fiebre > 38° C

Tos

Ambulatorio

San
Miguelito

40 anos

56

319833

Rinorrea

Tos

Hospitalizado

Bocas
del Toro

2 afnos

94



Fiebre > 38° C

57

319851

Fiebre > 38° C

Dificultad
respiratoria

Tos

Hospitalizado

Guna
Yala

4 anos

58

329822

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

Dificultad
respiratoria

Rinorrea

Hospitalizado

Oeste

1 ano

59

319922

Rinorrea

Tos

Fiebre > 38° C

Hospitalizado

Metro

<1 afo
(6 meses)

60

319948

Fiebre > 38° C

Tos

Rinorrea

Dolor de
garganta

Ambulatorio

Metro

30 anos

61

319910

Tos

Dificultad
respiratoria

Fiebre > 38° C

Hospitalizado

Metro

73 afnos

62

319915

Fiebre > 38° C

Ambulatorio

Panama

<1 afo
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Tos

Rinorrea

(8 meses)

63

320022

Fiebre > 38° C

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Colon

<1 ano
(8 meses)

64

319976

Fiebre > 38° C

Tos

Disnea

Vomitos

Diarrea

Malestar
general

Ambulatorio

Panama

41 anos

65

319959

Fiebre > 38° C

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Panama

1 afio

66

320053

Fiebre > 38° C

Rinorrea

Hospitalizado

Los
Santos

<1 ano
(7 meses)

67

320081

Tos

Rinorrea

Hospitalizado

Coclé

2 anos
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Dificultad
respiratoria

68

320104

Dificultad
respiratoria

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Veragua
s

39 afos

69

320102

Fiebre > 38° C

Tos

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Veragua
S

1 ano

70

320135

Tos

Rinorrea

Hospitalizado

Chiriqui

<1 afo
(3 meses)

71

320138

Fiebre > 38° C

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Herrea

4 anos

72

320187

Fiebre > 38° C

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Panama

1 ano

73

330205

Tos

Rinorrea

Vémitos

Diarrea

Hospitalizado

Bocas
del Toro

<1 ano
(3 meses)
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respiratoria

Dificultad

74

Fiebre > 38° C

Tos

320240

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Metro

<1 afo
(10 meses)

75

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

320206

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Diarrea

Edema en
extremidades

Hospitalizado

Panama

<1 afio
(9 meses)

76

Tos

320246

Dolor de
garganta

Rinorrea

Hospitalizado

Coclé

59 afnos

77

320215

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Darién

16 afos

78

Fiebre > 38° C

320304

Tos

Vomitos

Hospitalizado

Coclé

<1 afio
(7 meses)
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79

320274

Fiebre > 38° C

Tos

Dificultad
respiratoria

Ambulatorio

Herrea

1 ano

80

320325

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Panama

2 afnos

81

320407

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Coclé

91 anos

82

320423

Fiebre > 38° C

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Ngobe
Buglé

<1 afo
(9 meses)

83

320424

Fiebre > 38° C

Tos

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Veragua
S

84

320400

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Coclé

20 anos

85

320440

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Coclé

<1 afo
(8 meses)

86

320461

Fiebre > 38° C

Hospitalizado

Colon

<1 afo
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Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

(27 dias)

87

320490

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Fiebre > 38° C

Hospitalizado

Los
Santos

1 afio

88

320557

Tos

Odinofagia

Fiebre > 38° C

Rinorrea

Malestar
general

Disnea

Ambulatorio

Coldn

23 afnos

89

320531

Tos

Fiebre > 38° C

Hospitalizado

Los
Santos

14 anos

90

320548

Fiebre > 38° C

Tos

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Guna
Yala

1 afo

91

320585

Tos

Rinorrea

Hospitalizado

Coclé

<1 afo
(7 meses)
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Dificultad
respiratoria

92

320570

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

Hospitalizado

Rinorrea

Herrera

75 afnos

93

320604

Hospitalizado

Panama
Oeste

8 anos

94

320592

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

Hospitalizado

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Herrea

<1 afo
(1 mes)

95

320669

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Dificultad
respiratoria

Veragua
s

23 afos

96

Tos

320636

Rinorrea

Hospitalizado

Dificultad
respiratoria

Panama

<1 afno
(2 meses)

97

320702

Fiebre > 38° C

Tos

Hospitalizado

Panama

<1 afo
(3 meses)
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Rinorrea

Dificultad
respiratoria

98

320750

Tos

Rinorrea

Disnea

Odinofagia

Dolor toracico

Fiebre > 38° C

Ambulatorio

Colon

15 anos

99

320775

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Panama

<1 afno
(4 meses)

100

320710

Tos

Rinorrea

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Guna
Yala

<1 ano
(29 dias)

101

320717

Fiebre > 38° C

Tos

Dolor de
garganta

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Herrera

64 anos

102

320722

Dificultad
respiratoria

Hospitalizado

Coclé

74 anos
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Tos

. L Bocas <1 ano
103 320793 Rinorrea Hospitalizado del Toro (10 meses)
Dificultad
respiratoria
Rinorrea
e Panama <1 afo
104 320797 Tos Hospitalizado Oeste (8 meses)
Fiebre > 38° C
Fiebre > 38° C
I <1 afo
105 320845 - Hospitalizado Herrera (1 mes)
0s
Fiebre > 38° C
Tos ;
106 | 320850 Hospitalizado Darién <1ano
_ (7 meses)
Rinorrea
Dificultad
respiratoria
Fiebre > 38° C
Tos . p <1 afno
107 320838 Ambulatorio Panama (9 meses)
Dolor de
garganta
Fiebre > 38° C
Tos
108 320861 Hospitalizado Coclé 1 afio
Rinorrea
Dificultad
respiratoria
109 320831 | Fiebre > 38° C | Hospitalizado Herrera 17 aros
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Tos

Fiebre > 38° C

Tos
o . <1 afo
110 320879 Hospitalizado Panama
Rinorrea (2 meses)
Dificultad
respiratoria
111 320901 - Hospitalizado Pgr;as?;a 67 anos
112 | 320925 - Hospitalizado Panama <1afo
(2 meses)
. . <1 afno
113 320961 Hospitalizado Panama (14 dias)
o . <1 ano
114 320989 - Hospitalizado Panama (5 meses)
. Los ~
115 321111 - Hospitalizado 33 afios
Santos
e Los <1 afno
116 321160 - Hospitalizado Santos (2 meses)
117 | 321148 - Hospitalizado Panama <1 afo
(4 meses)
) - Veragua <1 afio
118 321196 Hospitalizado s (9 meses)
Fiebre > 38° C
119 | 321224 Tos Hospitalizado Panama <1 afo
(4 meses)
Dificultad
respiratoria
120 318648 - Hospitalizado Panama 1 afio
o Los <1 afno
121 318687 Hospitalizado Santos (10 meses)
122 318714 - Hospitalizado Panama 2 afnos
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123 318669 - Hospitalizado - Coldén 59 anos

124 318247 - Hospitalizado - Panama 2 afnos

Fiebre > 38° C

125 | 319553 Tos Hospitalizado | M | Fanama 52 afios
Oeste

Disnea

Fiebre > 38° C

126 319999 Hospitalizado F Panama 29 anos
Disnea
Tos
Rinorrea T Veragua <1 afo
127 319701 Hospitalizado M s (6 meses)
Dificultad
respiratoria

Tabla 20. Datos clinicos y demograficos de las 127 muestras seleccionadas con resultados
positivos y negativos a los virus incluidos dentro del panel viral respiratorio en el afio 2016. F
(Femenino), M (Masculino), - (Sin informacién). El codigo de muestra en negrita corresponde

a las muestras positivas a uno o mas virus respiratorios.

En la Tabla 21 se presenta la informacion del panel viral respiratorio correspondiente
a las 127 muestras seleccionadas. Estos datos provienen del Sistema de Vigilancia
de Influenzay otros virus respiratorios, que en el afio 2016 realiz6 el analisisen el
ICGES para la deteccién de los 12 virus respiratorios mas frecuentes incluidos en la

vigilancia nacional.

Tabla 21: Resultados del panel viral respiratorio de las muestras
seleccionadas del aino 2016 en Panama.

Codigo Al
e o Lt | At | sy ey PP
1 318056 - - - - - - - - - - - |+
2 318087 - - - - - - - + - - - -
3 319329 - - - - - - - - - - - |+
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318090

318099

318124

318541

318808

318890

319056

319263

319429

319442

319640

321025

318750

319160

318793

318884

319464

319624

318865

319627

318011

318012

318089

318120

318167

318257

318300

318319

319076

319122

319140

319195

319339
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37

319404

38

319450

39

319593

40

319656

41

321267

42

321277

43

321342

44

321444

45

321526

46

321543

47

321619

48

321638

49

321649

50

321739

51

321761

52

319714

53

319735

54

319785

55

319867

56

319833

57

319851

58

319822

59

319922

60

319948

61

319910

62

319915

63

320022

64

319976

65

*319959

66

320053

67

320081

68

320104

69

320102
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70

320135

71

320138

72

320187

73

320205

74

*320240

75

320206

76

320246

77

320215

78

320304

79

320274

80

320325

81

320407

82

320423

83

320424

84

320400

85

320440

86

320461

87

320490

88

320557

89

320531

90

320548

91

320585

92

320570

93

320604

94

320592

95

320669

96

320636

97

320702

98

320750

99

*320775

100

320710

101

320717

102

320722
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103

320793

104

320797

105

320845

106

*320850

107

320838

108

320861

109

320831

110

320879

111

320901

112

320925

113

320961

114

320989

115

321111

116

321160

117

321148

118

321196

119

321224

120

318648

121

318687

122

318714

123

318669

124

318247

125

319553

126

319999

127

319701

Tabla 21. Las muestras positivas estan codificadas con un signo + y las muestras negativas

con un signo -. Los cédigos de las muestras resaltados en negrita representan muestras

positivas, mientras que el asterisco (*) indica aquellas muestras con infeccion simultanea por

mas de un virus.
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Figura 19. Seleccion de las muestras
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Figura 21. RT-PCR en tiempo real

Figura 22. Analisis de los resultados
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