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RESUMEN

Los adenovirus humanos (HAdV) causan una diversidad de
patologias que pueden ser leves o incluso mortales en
pacientes vulnerables. Su evolucién ocurre conforme acttia
una presion de seleccién; por ejemplo, la recombinacion
genética genera cepas hibridas que pueden ser mas infectivas
0 mas patogénicas que las parentales. Este estudio busco
determinar la diversidad de HAdV circulantes en nifios
paraguayos menores de 5 afnos hospitalizados por infeccion
respiratoria aguda baja, mediante el uso de herramientas de
biologia molecular y bioinformatica, para lo cual fueron
amplificados los genes hexon, penton y fibra en 26 muestras
de aspirados nasofaringeos. Se demostr6 la circulacién de
tres especies: B (4/26), C (21/26), y D (1/26), asi como también
eventos de recombinacion en el aislado correspondiente a
HAAV-D, al menos con tres genotipos distintos (D49, D9 y
D15). Los HAdV-D estan asociados a enfermedades
gastrointestinales, oculares y, menos comunmente a
infecciones respiratorias. Sin embargo, recientemente se han
reportado cambios en el comportamiento de estos virus
debido a recombinacion, lo que les permite expandir su
repertorio de células huésped. Estos datos amplian los
conocimientos acerca de la diversidad genética de HAdV en
el Paraguay y apoyan fuertemente la importancia de los
analisis genémicos mediante herramientas bioinformaticas
en la vigilancia epidemioldgica de las cepas recombinantes
emergentes de HAdV.

Palabras clave: Infeccion respiratoria aguda baja,
adenovirus, secuenciacion ADN, analisis bioinformatico,
recombinacion.

ABSTRACT

Adenoviruses cause a variety of diseases that range from
mild to fatal in vulnerable patients. Its evolution occurs as
a process of selection pressure; for example, genetic
recombination generates intermediate strains that can be
more infectious or pathogenic than parental strains. This
study sought to determine the diversity of circulating
adenoviruses in Paraguayan children less than 5 years of
age hospitalized with acute lower respiratory infection, by
using molecular biology and bioinformatics tools, though
amplification of penton, hexon and fiber genes in 26
samples of nasopharyngeal aspirates. It was
demonstrated the circulation of three species: B (4/26), C
(21/26), and D (1/26), as well as recombination events
corresponding to the HAdV-D isolate, with at least three
different genotypes (D49, D9 y D15). The HAdV-D are
associated with gastrointestinal or ocular diseases, and
less commonly with respiratory infections. Recently,
however, it has been reported changes in behavior of these
viruses due to recombination, allowing them to expand
their host cell repertoire. These data extend the knowledge
about the genetic diversity of HAdV in Paraguay and
strongly support the importance of genomic analysis
using bioinformatics tools in epidemiological surveillance
of emerging recombinant strains of HAdV.
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INTRODUCCION

Los adenovirus humanos (HAdV) pertenecen a la
familia Adenoviridae, y poseen un genoma de DNA
lineal de 34 a 36 kbp"”. Son una causa principal de
infecciones respiratorias agudas bajas, principal-
mente en ninos. Ademas, pueden comprometer los
sistemas gastrointestinal, ocular, renal, entre otros,
con billones de personas infectadas a nivel mundial®.
Comprenden 65 genotipos (HAdV-1 a HAdV-65)*7,
de los cuales los primeros 51 tipos fueron
caracterizados en base al tipo especifico de
neutralizaciéon mediada por antisuero®” y los demas
fueron designados por andlisis bioinformatico de
secuencias”. Los genotipos se agrupan en siete
especies, denominadas HAdV-Aa HAdV-G®.

Los HAdV son virus no envueltos que presentan una
capside icosaédrica, con fibras que sobresalen de los
vértices. La cdpside rodea y protege el genoma del
virus"?. Est4 constituida por 240 capsémeros de la
proteina hexon, que forma la mayor parte de la
superficie de la capside, y contiene dos bucles hiper
variables (bucle 1 y bucle 2) donde se encuentra el
determinante antigénico € contra la cual reaccionan
los anticuerpos en una reaccion de neutralizacion .
La capside también posee 12 capsomeros de la
protefna penton, uno en cada vértice"”; esta proteina
tiene un motivo conservado de Arginina-Glicina-
Acido aspartico (RGD) que interactia con las
integrinas celulares y es importante en la
internalizacion del virus en la célula huésped’. A
partir de cada penton sobresalen unas
prolongaciones proteicas denominadas fibra, que se
componen de tres dominios: un dominio N-terminal
(tail) que se une a la base penton, un eje central (shaft)
que presenta flexibilidad durante la infeccién y una
porcion C-terminal globular (knob) que se une al
receptor primario en células huésped”.

Entre los principales mecanismos de evolucién
descriptos para HAdV se encuentran las mutaciones
puntuales y eventos de recombinacién genética
intra- o inter-especies"”. Estas tiltimas se desarrollan
cuando dos o mas genotipos diferentes de HAdV
infectan a una misma célula y, eventualmente, la
DNA polimerasa que realiza la replicacion del
HAdV donador pasa a replicar al HAdV aceptor,
generando un genoma recombinante. Se ha
reportado que los genes hipervariables hexon,
penton y fibra son sitios altamente susceptibles a

eventos de recombinacién, ya sea en regiones
intragénicas, o en sus zonas flanqueantes"”. No se
conoce el mecanismo exacto de recombinacion, sin
embargo, algunos autores sugieren que la
recombinacion puede ser consecuencia de la presion
selectiva del sistema inmune del huésped sobre la
superficie proteica de la capside viral, o un motivo
de nucledtidos que dirige la maquinaria de
recombinacion celular hacia sitios especificos del
ADN viral; o una combinacién de ambas".

En Paraguay, uno de los pocos trabajos de deteccion
de variabilidad genética de HAdV fue publicado en
el ano 2012, en el cual se analizaron muestras de
aspirados nasofaringeos (ANFs) de nifios menores
de 5 afios hospitalizados por IRAb, detectandose la
circulacion de las especies: B (HAdV-16), C (HAdV-
1, HAdV-2, HAdV-5, HAdV-6) y D (HAdV-15); los
genotipos fueron designados en base al analisis
filogenético delaregion C4 del gen hexon"”.

En el presente trabajo se analizé la variabilidad de
los 3 genes reportados como sitios probables de
recombinacion, es decir, el hexon, penton y fibra,
utilizando como punto de partida las muestras
paraguayas analizadas anteriormente sdlo para el
gen hexon"’, adicionando muestras colectadas
durante el desarrollo de este trabajo y realizando un
analisis bioinformatico mas profundo con el fin de
detectar nuevos genotipos y posibles recombinantes
inter-génicos de HAdV.

METODOLOGIA

Muestras y extraccion de DNA viral

Se analizaron 26 muestras de ANFs de nifios
menores de 5 afios, hospitalizados con diagnostico
de IRAb en el Hospital General Pediatrico Nifios de
Acosta Nu (San Lorenzo — Departamento Central,
Paraguay), 2010-2013, en los cuales fueron
detectados previamente HAdV por la técnica de
PCR en tiempo real. El DNA viral se extrajo a partir
de 200 pL de ANE, utilizando el AxyPrep Body Fluid
Viral DNA/RNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences,
USA), yseeluyden 60 uL de agua.

PCR convencional
Se amplificaron las regiones gendmicas
correspondientes a los genes hexon, penton y fibra.
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Se emplearon cebadores ya publicados para
amplificar los genes hexon"” y penton". Sin
embargo, fue necesario el disefio de nuevos
cebadores para el gen fibra de cada especie de
HAGJYV, debido a la dificultad de amplificar este gen
en muestras clinicas con los cebadores disponibles.
En cuanto al gen hexon, se amplifico la region C4,
empleando dos pares de cebadores"”, que
amplifican de forma genérica todas las especies de
HAAJV sin distincién de genotipos. En cuanto al gen
penton, se amplificd la region que contiene el motivo
RGD, utilizando tres pares de cebadores””, un par
para cada especie (B, C y D). En cuanto al gen fibra,
se amplificd un fragmento que incluia las regiones
shaft/knob (en cuyos limites se han reportado eventos
de recombinacion); se disefiaron los cebadores
forward para las especies B y D, y se emparejaron con
cebadores descritos previamente”. Para la especie C,
se disefaron tres cebadores genotipo especificos: un
cebador forward (FIADV56-F) para los genotipos 1, 2,
5y 6; un cebador reverse (FIADV12-R) para los
genotipos 1y 2 y otro reverse (FIADV56-R) para los
genotipos 5 y 6. Las mezclas de reaccion de PCR,
condiciones de termociclado y electroforesis de los
amplicones obtenidos, se realizaron segin reportes
publicados en esta seccion.

Secuenciacién, anotaciones y alineamientos
multiples de secuencias

La secuenciacion directa se realizd en la empresa
Macrogen Inc. (Corea), por el método de Sanger.
Para la edicion manual y anotaciones de secuencias,
se utilizd el programa BioEdit 7.2.5"”. Con cada
anotacion hecha se formaron tres matrices
nucleotidicas distintas, una para cada gen. Estas
matrices fueron sometidas a alineamientos
multiples utilizando Clustal W*.

Construccion del arbol filogenético para los genes
hexon, pentony fibra

Se realizé para los genes penton, hexon y fibra por
separado para evaluar la coherencia de genotipos en
cada cepa y detectar posibles recombinantes inter-
génicos, utilizando el método de neighbor-joining, y
K2P como modelo de sustitucion nucleotidica, con
valor de bootstrap de 1000 réplicas, utilizando el
paquete de programas MEGA 5“. Los genotipos
fueron asignados segin su agrupamiento con
secuencias de referencia extraidas de la base de
datos GenBank.

Analisis de recombinacion

Se utilizo el programa Simplot v 3.5.1%, utilizando
un ancho de ventana (window size) de 200
nucledtidos y una longitud de movimiento de la
ventana (step size) de 20 nucledtidos.

Aislamiento de virus en cultivo celular

Se procedi6 al aislamiento de HAdV en cultivo
celular, utilizando la linea celular A549. Las muestras
analizadas fueron seleccionadas por su naturaleza
recombinante, y aquellas cuyos voliimenes fueron
agotandose a medida que se estandarizaban la PCRs,
para proseguir con los analisis.

Notacion

Los genotipos resultantes fueron expresados
utilizando letras maytsculas para indicar el gen,
seguido del genotipo asignado, como sigue: “P”
para penton, “H” para hexon y “F” para fibra. Asi
P1H1F1 representa un virus “no recombinante” de
genotipo 1 en los tres genes analizados. En caso de
no determinarse el genotipo para un gen, se utilizé
unsimbolo de interrogacion (ej: P?H1F1).

RESULTADOS

Genes amplificados mediante PCR convencional
De las 26 muestras clinicas positivas para HAdV, se
logré amplificar los tres genes en diferente niimero
de muestras: hexon (n=26), penton (n=22), y fibra
(n=15) (Tabla 1). La no amplificaciéon de algunos
genes penton y fibra se debi¢ a la escasez de muestra
clinica (o crecimiento infructuoso en cultivo celular),
o problemas de anillamiento de los cebadores
disponibles. Cabe destacar que la amplificacion de
todos los genes hexon, en primer lugar, permitio la
agrupacion de las muestras por especies y la
aplicaciéon de cebadores especie-genotipo-
especificos paralos demas genes.

Filogenia del gen penton - Especie B

Para la especie B, la matriz se compuso de 3
secuencias en estudio y 57 secuencias de referencia
(genotipos 1 al 57). Una se agrup6 con HAdV-B16, y
dos seasociaron con HAdV-B3 (Figura1A).

Para la especie C, la matriz se compuso de 18
secuencias en estudio y 57 secuencias de referencia.
De las 18, cinco se agruparon con HAdV-C1, tres se
agruparon con HAdV-C2, una con HAdV-C6, seis
ocuparon una posicién intermedia entre los
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genotipos de referencia HAdV-C1 y HAdV-C6, y
tres ocuparon una posicion intermedia entre los
genotipos HAdV-C5y HAdV-Cé6 (Figura 1B).

Para la especie D, la matriz se conformo6 con una
secuencia en estudio y 57 secuencias de referencia.
Py52Ase agrup6é con HAdV-D49 (Figura 1C).

Tabla 1. Muestras amplificadas con cebadores
genéricos y especie-genotipo-especificos.

Proporcion Tamafio de

Gen sp Muestras Amplificadas Muestras Amplificadas o
de muestras_amplicion bp
Py02A, Py11A, Py31A, Py36A,
Py37A, PyS0A, Py52A, Py69A,
AdTU-7 y AdTU-4 Py70A, Py74A, Py87A, Py97A, 1004
Hexon Py99A, Py102A, Py129A, Py141A, 26/26
G AdnU-S y AdnU-A Py156A, Py159A, Py177A, Py185A, 956
Py192A, Py219A, Py214A, Py255A,
Py273A, PyC81A,
B P2BL y P2BR Py50A, Py192A, Py219A 3/22 1197

Py02A, Py11A, Py36A, Py37A,
PY69A, Py87A, Py97A, Py99A,

Penton C P2CL yP2CR Py102A, Py129A, Py141A, Py156A, 18/22 883
Py159A, Py177A, Py185A, Py241A,
Py255A, Py273A
D P2DL yP2DR Py52A 1/22 424
B FiADVB-F y FiBR Py50A 115 1065
- Py02A, Py69A, Py87A, Py97A,
FiADV56-F y FIADV12 Py99A, Py141A, Py159A, Py177A, 9/15 1162
Fibra c2 Py273A
gg FIADV56-F y FIADV56-R  Py37A, Py129A, Py156A, Py185A 415 1245
D FiIADVD-F y ADD2-R Py52A 115 1150

HAdV -B HAdV -D

Filogenia del gen hexon

Para la especie B, se obtuvieron 4 secuencias: tres de
ellas se asociaron con HAdV-B3, y una se asocid
previamente con HAdV-B16 (Figura?2).

Para la especie C, se obtuvieron 21 secuencias: cinco
de ellas se agruparon con HAdV-C1, cuatro con
HAdV-C2, seis con HAdV-C5 y otras seis con
HAdV-Cé. De todas ellas, las marcadas con puntos
rojos fueron nuevas determinaciones (17 secuencias)
y las marcadas con puntos negros, ya fueron
reportadas previamente"” (Figura 2).

Una sola secuencia en estudio (Py52A) fue agrupada
dentro de la especie D; esta secuencia fue previamente
reportada como HAdV-D15"’ (Figura 2).

Filogenia del gen fibra

Para la filogenia del gen fibra, se crearon dos matrices
debido a diferencias en longitudes de nucleétidos
secuenciados para la especie B con respecto a las
especies C y D. Para la especie B, la matriz se
conformo con una secuencia en estudio (Py50A) y 57
secuencias de referencia del mismo gen. Py50A se
asocio cona HAdV-B16 (Figura 3A).

Figura 1. Analisis filogenético del gen penton, regiéon RGD. (A) Especie B, 992-nt. (B) Especie C, 750-nt. (C) Especie D, 403-nt. Se
muestran valores de bootstrap mayores o iguales a 70%. De aqui en adelante, los puntos rojos mostrados en las figuras indican las
secuencias en estudio. Cada color representa una especie distinta de HAdV (ver referencia, abajo).

En cuanto a las especies C y D, la matriz incluyé 14
secuencias en estudio y 57 secuencias de referencia.
Cinco se agruparon con HAdV-C1, cuatro con
HAdV-C2, tres con HAdV-C5, y una con HAdV-Cé.
Py52A (tGnico representante de la especie D), se
agrup6é con HAdV-D15 (Figura 3).

Genotipos asignados alas muestras en estudio
Una vez asignados los genotipos, Tabla 2, se
observaron muestras cuyos genes pertenecian al

mismo genotipo (es decir, probables no-
recombinantes) y muestras con genotipos
discordantes en uno o mas genes (lo que indicaria la
posible existencia de eventos de recombinacion inter-
génica en estas muestras). Por ejemplo, un probable
no-recombinante seria la muestra N° 1 (Py02A), de
genotipo 1 enlos tres genes estudiados (P1H1F1); por
otro lado, un ejemplo de probable recombinante
inter-génico seria la muestra N° 7 (Py52A), con al
menos dos genotipos diferentes (P49H15F15).
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Figu , 849-
nt. Se muestran valores de bootstrap mayores o iguales a 70%.
Cada color representa una especie distinta de HAdV (ver
referencia).

HAdV

HAdV
HAdV

HAdV

Figura 3. Andlisis filogenético del gen fibra de la especie B en la
region shaf/knob. (A) Especie B, 517-nt. (B) Especies C y D, 750-nt.
Se muestran valores de bootstrap mayores o iguales a 70%. Cada
color representa una especie distintade HAdV (ver referencia).

Tabla 2. Genotipos asignados a las muestras
estudiadas.

Afio de Penton Hexon Ne de Fibra .
N° Muestra Especie Especie Accesoa  Especie  Genotipo
colecta genotipo) (genotipo) GenBanl (genotipo)

1 Py02A 2010 Cc(m C(1)e Jn572911 Cc(n PTH1F1
2 Py11A 2010 Cc@ C(5)e Jn572912 A P?H5F-
3 Py31A 2010 # C(6)s Jn657518 # P-H6F-
4 Py36A 2010 C(2) C(2)e Jn572913 A P6H6F6
5 Py37A 2010 C(6)* C(6)e Jn572914  C(6)* P16H16F16
6 Py50A 2010 B (16) B (16)e Jn657519 B (16) P49H15F15
7 Py52A 2010 D (49) D (15)e Jn572915 D (15) P2H2F2
8 Py69A 2010 C@2 C(2) C(2) P-F5F-
9 Py70A 2010 # C(5)e Jn657520 # P-H1F-
10 Py74A 2010 # C(e JN657521 # P1H1F1
11 Py87A 2011 c( c( c(m PTH1F1
12 Py97A 2011 C (1) c(1) C(1) P?H1F1
13 Py99A 2011 c@ Cc(n) C(n P?H5F-
14  Py102A 2011 Cc@ C(5) A P?H5F5
15  Py129A 2011 c@ C(5) C (5 PTH5F1
16  Pyl41A 2011 C(1) C(5) C(1) P?H6F5
17  Py156A 2011 c@ C(6) C(5) P?H6F2
18 Py159A 2011 c@ C(6) C(2) P?H6F2
19  Pyl177A 2011 c@ C(6) C(2) P?H5F5
20 Pyl185A 2011 c@ C(5) C (5 P3H3F-
21 Py192A 2011 B (3) B (3) # P3H3F-
22 Py219A 2012 B (3) B (3) # P?H6F-
23 Py241A 2012 c@ C (6) A P2H2F-
24 Py255A 2013 C(@2) C(2) ° P1H2F-
25  Py273A 2013 cm C(2) C(Q2) P1H2F2
26 PyC81A 2012 # B (3) # P-H3F-

A Muestras no amplificadas con cebadores especie-genotipos-especificos, guiados por la
caracterizacion de especie (y genotipo) en el gen hexon.

* Genes amplificados y secuenciados a partir de cultivo celular.

# Muestra insuficiente para realizaramplificaciones por PCR.

® Muestra amplificada, pero con resultado de secuenciacion de baja calidad y por lo tanto
no incluida en el andlisis.

» Genotipos ya publicados por nuestro grupo "” (aladerecha el n°® de acceso GenBank).

2 Muestras cuyos genotipos no pudieron ser determinadas por encontrarse en una posicion
intermedia entre dos genotipos de referencia en el arbol filogenético.

Analisis de recombinacion

No se detectdo evidencia contundente de
recombinacidn intra-génicas en las regiones parciales
de los genes analizados (datos no mostrados).
Debido a estos resultados, se decidio extender el
estudio con una de las muestras mas representativas
de este trabajo: Py52A (probable recombinante inter-
génico, tipificado como P49H15F15) perteneciente a
la especie D, cuyos miembros son poco frecuentes en
infecciones respiratorias.

Analisis de recombinacion paralaespecie D

En un intento de aclarar la inconsistencia genotipica
observada anteriormente con la muestra Py52A, se
aislo el virus a partir de cultivo celular, y fueron
disefiados nuevos cebadores para amplificar una
region de 1572-nt del gen hexon incluyendo parte
del bucle 1, que contiene 6 regiones hiper variables
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(HVR1-6), y el bucle 2, que contienela HVR-7, donde
comunmente son reportados eventos de
recombinacion intra-génica “’. Este fragmento de
1572-nt fue empalmado a laregién C4 anteriormente
obtenida, resultando en un fragmento final de 2370-
nt (renombrado Py52A-HexCult). El analisis
filogenético de esta region mostrd la asociacion de
Py52A-HexCult con HAdV-9 (Figura 4).

Figura 4. Analisis filogenético de un fragmento 2370-nt del gen
hexon de Py52A-HexCult con respecto a los demas miembros de
la especie D (n=35). Se muestran valores de bootstrap mayores a
70%. El punto rojo indica la secuencia en estudio.

Debido a que esta asociacion con HAdV-9 fue
inesperada, la matriz fue sometida a analisis de
recombinacion. El andlisis Simplot demostrd que los
bucles 1y 2 del gen hexon presentaban mas del 95%
de similitud con HAdV-9, mientras que la region C4
del gen hexon presentd mas del 98% de similitud con
HAdV-15, sugiriendo un evento de recombinacién
entre éstos dos prototipos (Figura5).

Figura 5. Analisis Simplot del gen hexon de Py52A-HexCult con
respecto alos demas miembros de HAdV dela especie D (n=35). En
la parte superior de la figura se representa la estructura hipotética
del gen hexon de la muestra Py52A-HexCult (tres regiones
constantes: C2, C3, C4; dos regiones hipervariables: bucles 1y 2).

Para encontrar el punto exacto de quiebre o
recombinaciéon se realiz0 un analisis bootscan
(valores por defecto, datos no mostrados), mediante
el cual se detectd un evento de recombinacion al final
del bucle 2 e inicio de la regién C4, en la posicion
nucleotidica 1100, aproximadamente.

DISCUSION

En este estudio se analizaron 26 muestras de ANFs
positivas para HAdV, provenientes de pacientes
menores de 5 afios hospitalizados por IRAb, con la
finalidad de determinar la diversidad genética de
estos virus en Paraguay y la presencia de eventos de
recombinacion.

Las especies de HAdV estudiadas aqui y descriptas
concuerdan con las reportadas previamente en
nuestro pais "’; sin embargo, se reporta el hallazgo
de nuevos genotipos (por ejemplo, HAdV-B3), la
deteccion de cepas puras teniendo en cuenta las tres
regiones analizadas (P1H1F1, P2H2F2, P6HG6F6,
P16H16F16) y la confirmaciéon de cepas
recombinantes intra-génicos (P49H9/15F15) e inter-
génicos (P1H2F2, P1H5F1, entre otros).

Las asignaciones de genotipos fueron provisorias,
ya que se analizaron secuencias parciales de cada
gen; en el gen hexon, por ejemplo, se amplificé la
porcion terminal de la region C4, caracterizada por
ser altamente conservada en todos los adenovirus;
en la especie C, ésta region es indistinguible entre los
prototipos por la alta similitud entre ellas y por
presentar en ella eventos de recombinacion. De esta
forma, el prototipo HAdV-C6 contiene un
fragmento HAdV-C2 en ésta region (C6/C2) “”. Para
establecer un genotipo definitivo a las muestras, se
debera secuenciar otras regiones del gen hexon
como los bucles 1 y 2, que presentan variabilidad

para distinguir un genotipo de otro®.

Algunos genes de HAdV fueron agrupados en una
posicion intermedia entre dos genotipos distintos
(ej. para el gen penton de la especie C, entre
genotipos HAdV-C1 y HAdV-C6). Sin embargo,
fueron descartados como recombinantes, teniendo
en cuenta las regiones analizadas. En estos casos,
para confirmar/descartar recombinacion, se debera
amplificar el gen penton completo. Otros reportes ya
han demostrado la ocurrencia de recombinacién en
el penton de otras especies, ocasionando un cambio
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del tropismo celular"”.

En cuanto a los recombinantes inter-génicos, se
observaron varios ejemplos, tales como P1H2F2, o
P1HS5F1. No se descarta la probabilidad de que estos
sean genomas completamente nuevos, ya que la
recombinacion dentro de la especie C es mds comun
de lo que se pensaba, ejemplo de ello es el
recombinante HAdV-C57 (P1H57F6)**.

Los primeros andlisis de Py52A indicaron que se
trataba de un recombinante inter-génico
conteniendo el penton del genotipo HAdV-D49 y el
hexony fibra del genotipo HAdV-D15 (P49H15F15).
La idea de encontrar el punto de quiebre entre el
genotipo -D49 y el -D15 en el gen hexon, nos llevo a
amplificar la mayor parte de este gen. Los analisis
realizados nos indicaron que se trataba de un
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