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SUMMARY  Respiratory syncytial virus (RSV) is the most common cause of severe lower respiratory
tract infection (LRTI) in infants. In Chile, 2% of children infected with RSV are hospitalized.
Nowadays, genetic factors as Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in innate immune
genes have been associated with the RSV infection severity. We studied the association
between the SNP-2871 A>G (rs187084) in TLR9 gene and severity of infection in Chilean
infants. Ninety seven, previously healthy term infants (< 6-months) with RSV-LRTI were
analyzed. The severity of disease was determined by clinical scoring system. RSV and
other respiratory virus were confirmed by immunofluorescence assays and, or reverse
transcription-real time PCR in nasopharyngeal aspirate sample. SNP was analyzed by PCR
and RFLP in blood sample. Unphased program and Armitage’s test were used for genetic
analysis. Infants were grouped in mild (n:31), moderate (n:28) and severe (n:38). There were
no differences in sex or age between RSV groups. For all infants, the frequency for allele
A was 0.639. Genotypic frequencies were 40.2% A/A; 47.4% A/G and 12.4% G/G. There
were not statistical differences between infant groups. The SNP -2871 A>G in TLR9 is not
associated to severity RSV infection in Chilean infants.
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INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias representan un
problema prioritario de salud, tanto en Chile
como a nivel mundial, especialmente al referirnos
a la poblacién infantil. En nifios estas infecciones
estdn mayoritariamente limitadas al tracto respi-
ratorio superior; sin embargo, aproximadamente
un tercio presenta una infeccion respiratoria agu-
da inferior o baja (IRAB). Esta infeccién se puede
manifestar como bronquiolitis, exacerbaciones de
asma o sibiliancias y neumoni{a®.

El agente viral principal de la bronquiolitis es el
virus respiratorio sincicial (VRS), aunque otros
virus como metapneumovirus, parainﬂuenza, ade-
novirus, coronavirus y bocavirus también pueden
ocasionar esta patologifa®. En nuestro pais, estu-
dios en poblacién lactante han establecido una
prevalencia similar de los virus respiratorios, sien-
do VRS el agente mds importante®?. Actualmen-
te el rinovirus (RV), tradicionalmente asociado al
resfrio comin, también ha sido detectado como
agente etiolégico de bronquiolitis, presentdndose
como infeccién tinica o con VRS u otros virus res-
piratorios®. En nuestro pais no hay antecedentes
de la prevalencia de este virus en poblacién con

IRAB.

El VRS pertenece a la familia Paramixoviridae y
presenta una hebra de ARN de polaridad negativa
de 15,2 Kb que codifica para 10 proteinas, las que
son esenciales en su proceso de infecciéon®. El RV
pertenece a la familia Picornaviridae y esta consti-
tuido de una hebra de ARN de polaridad positiva
de 7 a 8 Kb. Codifica una poliproteina que es pro-
cesada en proteinas mds pequenas. Estas proteinas
participan en la infeccién y replicacién viral?.

Las infecciones de estos virus se concentran en los
meses frios. La fuente de contagio son otros huma-
nos y la historia clinica, generalmente asintomdti-
ca, puede cursar con signos respiratorios leves, lle-
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gando a causar bronquiolitis y en casos mds graves,
neumonfa, pudiendo requerir cuidados intensivos,
ventilacién mecdnica o incluso significar la muer-
te. Dentro del primer ano de vida, dos tercios de
los lactantes ya se han infectado con VRS y a los
dos afios el 100% ya se ha expuesto a este virus. La
mayoria de ellos presentan una evolucién sintomé-
tica leve; sin embargo, alrededor del 2% se deben
hospitalizar por cuadros respiratorios mas graves®.

Las evoluciones mds graves estdn supeditadas a
ciertos factores de riesgo, como las cardiopatias
congénitas, displasia broncopulmonar, prema-
turez, inmunodeficiencias o fibrosis cisticas. Sin
embargo, la mayoria de los niflos que requieren
hospitalizacién no tiene factores de riesgo cono-
cidos; son nifios previamente sanos, por lo cual se
han buscado factores asociados a la infeccién viral
y factores del hospedero como es la predisposiciéon
genética. El estudio realizado por Thomsen esta-
blecié que la concordancia en la gravedad de la in-
feccién por VRS era mayor en el grupo de gemelos
idénticos que en los fraternos, estableciendo un
aporte de la genética del 20%. Muchos estudios
han analizado el impacto de la presencia de dis-
tintos alelos o genotipos de un polimorfismo en la
infeccién por VRS!?
estdn dirigidos al andlisis de polimorfismos de un

. La mayoria de estos estudios

nucleétido (SNP) en genes candidatos asociados a
la patogénesis de la infeccién. Dentro de ellos, se
han asociado genes que participan en la respuesta
inmune innata como los genes de las proteinas del
surfactante, SP-Al, SP-A2, SP-D y genes de los re-
ceptores tipo Toll (TLRs)19.

Los TLRs son receptores importantes en la res-
puesta inmune innata, reconociendo patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y
activando las respuestas de las células inmunes.
Inicialmente la participacién de los TLRs estaba
restringida al reconocimiento de las infecciones
bacterianas; sin embargo, actualmente se sabe que
los receptores intracelulares como TLR3, TLR?7,
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TLR 8 y TLRY son capaces de reconocer dcidos
nucleicos virales induciendo una respuesta via in-
terferén tipo I'7. Por otro lado, el TLR4 presente
en la membrana celular se ha asociado al reconoci-
miento de la proteina F del VRS"®. En el trabajo
de Mailaparambil y cols. analizaron distintos po-
limorfismos en los genes de los TLR, detectando
una asociacién leve entre uno de los polimorfis-
mos en el gen TLRY y la infeccién por VRS™. En
este gen se han descrito varios polimorfismos en la
zona promotora. Uno de ellos es el SNP en la po-
sicién -2871 (rs187084) o segun la posicién gené-
mica 52201031 (N'T_022517.18) en el cual hay un
cambio de A por G®?. En estudios poblacionales
se ha encontrado que el alelo A seria el alelo ances-
tral y el alelo G se presentaria con una frecuencia
menor. Este SNP al ubicarse en la zona promotora
del gen podria tener implicancias en la expresién
génica de su ARNm.

A la fecha no se ha descrito una asociacién de este
SNP con la evolucién grave de la infeccién por
VRS, a pesar de su participacién en la respuesta
inmune. Considerando ademds que los estudios
genéticos siempre son dependientes de la pobla-
cién en la que se estudia, es importante analizar si
en la poblacién chilena, el alelo G de este polimor-
fismo confiere un riesgo de una evolucién grave de
la infeccién por VRS. El objetivo de este estudio
fue establecer las frecuencias alélicas y genotipicas
de este polimorfismo en una poblacién de lactan-
tes con primoinfeccién por VRS y su asociacién
con la gravedad de la infecci6n.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes: se enrolaron 140 lactantes chilenos me-
nores de 6 meses previamente sanos con diagnds-
tico clinico de primoinfeccion respiratoria aguda
adquirida en la comunidad, caracterizada por co-
riza, tos, disnea, taquipnea, dificultad espiratoria y
condensaciéon pulmonar y/o sibilancias. Se exclu-
yeron del enrolamiento a aquellos lactantes con
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una infeccién anterior por VRS u otra infeccién
respiratoria por hospitalizaciones previas por cua-
dros respiratorios, lactantes con inmunodeficien-
cia, lactantes con enfermedades congénitas, car-
diopatias, displasia broncopulmonar y prematurez.

Los pacientes se enrolaron en el Consultorio Cruz
Melo, en el Servicio de Urgencia Pedidtrica y salas
de hospitalizacién pedidtrica del Hospital Roberto
del Rio durante las epidemias del 2010 y 2011. Los
padres o el tutor legal firmaron un consentimiento
informado previamente aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad
de Chile y por el Comité de Etica del Servicio de
Salud Metropolitano Norte.

Muestras: a cada lactante se le tomé una muestra
de aspirado nasofaringeo (ANF) en medio Hanks
al ingresar al estudio para realizar el diagndstico
virolégico. Ademds se le tomaron 2 ml de sangre
en tubo vacutainer-EDTA para el estudio genéti-
co. Ambas muestras fueron transportadas en frio
inmediatamente al Programa de Virologia de la

Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Evaluacién clinica: se registraron los parimetros
clinicos de fiebre, tos, disnea, taquipnea, distrés
respiratorio, signos clinicos de condensacién pul-
monar, asociacién o no a obstruccién bronquial.
Ademis se registraron los dias de hospitalizacién,
la necesidad de O2 y FiO2 méxima para poder ob-
tener el puntaje de gravedad clinica segtin lo des-
crito por Larragafa y cols®’. Segtin este puntaje
los pacientes fueron divididos en leves (puntaje <
a 3), moderados (puntaje: 4-6) y graves (puntaje
>a 7). En caso de los pacientes hospitalizados, los
pardmetros clinicos fueron obtenidos al finalizar
su estadia en el hospital.

Diagnéstico virolégico: la deteccién viral se realizé
mediante ensayos de inmunofluorescencia indirec-
ta y transcripcién inversa-reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) en tiempo real a partir de
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la muestra de ANF. El detalle metodolégico se ha

descrito previamente?.

Genotipificacién del SNP 2871 A>G del gen
TLRY: se extrajo el ADN de las muestras de san-
gre mediante el método tiocianato de guanidinio-
fenol-cloroformo. El ADN obtenido se cuantificé
mediante espectrometria y se mantuvieron en ali-
cuotas a -20°C.

La genotipificacién del SNP se realizé mediante
PCR vy corte con enzima de restriccién (PCR-
RFLP). A partir de las muestras de ADN
se amplific6 un fragmento de 182 pares de
base (pb) utilizando como partidor directo:
5  CTATGTTTCTCTTTGTCCTAA 3%
y como partidor reverso
5 AGATATCAAGCACTTACTATG 3. La reac-
cién de PCR se realizé en un volumen final de
50 ul que incluia 200 ng de ADN, 0,2 nM de
cada ANTP, 0.2 mM de cada partidor, 4 mM
de MgClz, 1x de buffer de reacciéon y 1,5 U de
Taq polimerasa (BioTools). La amplificacién se
realizé con 1 ciclo a 95°C por 5 min, seguido de
30 ciclos de 95°C por 30 seg, 56°C por 30 seg
y 72°C por 30 seg (PxE 0.2 Thermal Cycler). El
producto amplificado se visualizé en un gel de
agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio. El
producto obtenido fue tratado con la endonucleasa
de restriccién Afl IT (New England Biolabs) segtin
las condiciones indicadas por el fabricante. Los
fragmentos obtenidos se visualizaron en un gel
de poliacrilamida al 12% tefido con plata. Segiin
la presencia de los alelos, los productos obtenidos
posterior a la digestién fueron: un fragmento de
182 pares de bases (pb) cuando estd el alelo G y dos
fragmentos de 107 y 75 pb cuando estd el alelo A.

Analisis estadistico: los andlisis demogrificos y
pardmetros clinicos se realizaron con el programa
SigmaStat 3.5. El equilibrio de Hardy-Weinberg y
los andlisis de asociacién para las frecuencias geno-
tipicas se calcularon mediante el programa http:/
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ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. Las comparaciones
de las frecuencias alélicas y genotipicas se realiza-
ron utilizando el programa Unphased 3.0%2.

RESULTADOS

Anilisis demogréfico, evolucién clinica y diagnds-
tico viroldgico: de los 140 pacientes que aceptaron
participar en el estudio, se excluyeron 19 pacientes
porque no cumplian con los requisitos de inclusién
luego de la revisién de los antecedentes clinicos; no
se logré obtener la muestra de sangre para el anélisis
genético o porque no se comprobd una infeccién vi-
ral, ya que el ingreso sélo fue por el cuadro clinico.

En el resultado del diagnéstico virolégico de los
121 lactantes, 97 (79,5%) fueron VRS positivos
presentando una infeccién unica o coinfeccion
con otro virus respiratorio. Los otros 24 pacientes
presentaron infeccion por RV (195 15,7%) o infec-
cién con un virus distinto a RV o VRS (5; 4,1%)).

Los resultados que a continuacion se presentan son
aquellos obtenidos sélo con el grupo VRS positivo

(n: 97).

Los 97 pacientes fueron distribuidos segiin su
puntaje clinico en grave, moderado y leve. Los da-
tos de edad y género, ademds de los antecedentes
clinicos, se detallan en la Tabla 1. No hubo dife-
rencia entre la distribucién de género ni la edad
de los pacientes segun la evolucién de la infeccién.
Los requerimientos clinicos madximos fueron sig-
nificativamente diferentes entre los grupos, resul-
tado esperable considerando que el puntaje clinico
de la evolucién se basa en esos pardmetros.

En la Tabla 2 se detalla el diagndstico virolégico
del grupo VRS en relacién a la infeccién tnica o
coinfectado con RV u otro virus respiratorio.

Andlisis genético del SNP-2871A>G en el gen
TLRO: se determinaron las frecuencias alélicas y
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los lactantes estudiados

Grupo Nimero Sexo Significancia Edad Significancia
P de casos M F (valor p) (meses) media + EE (valor p)
Grupo VRS(+) 97 43 54 2,44 £ 0,18
Subgrupo VRS graves 38 19 19 2,49 + 0.30
Subgrupo VRS moderados 28 12 16 0,632 2,19 +0.28 0,852
Subgrupo VRS leves 31 12 19 2,30 +0.27
Caracteristicas clinicas de los Total de los Resultados clinicos al alta Significancia
pacientes VRS (+) casos VRS (+) Graves  Moderados Leves (valor p)?
Ndmeros de casos 97 38 28 31
Oxigenoterapia 66 38 28 0 <0,001
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) 22 22 0 0 <0,001
Ventilacion mecanica (VM) 21 21 0 0 <0,001
Kinesioterapia respiratoria 76 34 25 17 0.246
Broncodilatadores 72 33 21 18 0,322
Corticoides endovenosos 13 12 1 0 <0,001
Apoyo hemodinamico 5 5 0 0 0,023
Re'qlferimientos clinicos Graves Moderados Leves Significancia
maximos® (valor p)®
Dias de hospitalizacion 12211 40+0,2 2,2+0,3 <0,05*
Dias con oxigenoterapia 102+1 24 +£0,2 0 <0.05
Dias en UCI 79+1.2 0 0

2 Prueba de Chi-cuadrado

® Prueba de Kruskal-Wallis varianza de rangos,
* Diferencia significativa entre graves y leves y entre graves y moderados
Datos se presentan como media geométrica + EE

Tabla 2. Distribucion de los lactantes segun el diagnodstico viroldgico y la evolucion de la infeccion

Infeccion viral Total (n:97) Grave (n:38) Moderado (n:28) Leve (n:31)

VRS 63 (65,0%) 29 (76,3 %) 16 (57,7 %) 18 (58,1%)

VRS y RV 17 (17,5%) 3(7,9%) 37(25,0 %) 7 (22,6 %)

VRS, RVy otro 10 (10,3%) 3(7,9%) 3(10,7 %) 4(12,9 %)

VRS y otro* 7( 7,2%) 3(79%) 2( 7,2%) 2(6,4%)
*Distinto de RV

genotipicas de este SN en los 97 pacientes VRS
positivos. En la poblacién estudiada este SNP se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las frecuencias alélicas obtenidas por grupo se-

gtn la gravedad de la infeccidon se detallan en
la Tabla 3 y las frecuencias genotipicas se de-
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tallan en la Tabla 4. Al comparar las frecuen-
cias alélicas y genotipicas entre los grupos VRS
leve, moderado y grave o entre leve con mode-
rado frente al grupo grave, no se encontraron
diferencias significativas. Al analizar si este po-
limorfismo se asociaba a la gravedad de la in-
feccién mediante el test de Armitage tampoco
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Tabla 3. Frecuencias alélicas del SNP -2871 A>G del gen TLR9 en una poblacion de lactantes chilenos VRS
positivos con distinta de gravedad de la infeccion.

SNP -2871A>G Total (n:194) Grave (n:76) Moderado (n:56) Leve (n:62)
Alelo n % n % n % n %
A 124 0,639 46 0.605 40 0.679 38 0.645
G 70 0,361 30 0.395 22 0.321 18 0.355

n: nimero de cromosomas

Tabla 4. Frecuencias genotipicas del SNP -2871 A>G del gen TLR9 en una poblacion de lactantes chilenos VRS
positivos con distinta gravedad de la infeccion.

SNP -2871A>G Total (n:97) Grave (n:38) Moderado (n:28) Leve (n:31)
Genotipo n % n % n % n %
A/A 39 40,2 14 36,8 13 46,4 12 38,7
A/G 46 474 18 474 12 429 16 51,6
G/G 12 12,4 6 15,8 3 10,7 3 9,7

n: nimero de individuos

encontramos diferencias significativas; sélo se
aprecia que el alelo G tendria un mayor riesgo a
la gravedad (OR: 1.247) al comparar el grupo de
pacientes graves con leves; sin embargo, estadisti-
camente no es significativo.

DISCUSION

Nuestro estudio estuvo enfocado en el andlisis de
la participacién del SNP-2871A>G del gen TLR9
en la evolucién de la infeccién por VRS en una po-
blacién de lactantes menores de 6 meses que pre-
sentaban una primoinfeccién por este agente viral,
sin antecedentes conocidos de riesgo a desarrollar
una infeccién grave. Considerando el grupo inicial
de lactantes (n:121), el 80,2% (n:97) presentaba
una infeccién por VRS, como infeccién tnica o
con otro agente viral. Este resultado era espera-
ble, considerando que el VRS es mundialmente el
principal agente de las IRAB. El otro agente detec-
tado fue el RV en el 16,5% de los casos, anteceden-
te que no habia sido descrito en nuestra poblacién.
El andlisis posterior se realizé en el subgrupo VRS
positivo donde el 39,2% tuvo una evolucién grave
y 31,9% una evolucién leve segtin el puntaje cli-
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nico®. Dentro de los subgrupos por gravedad no
existieron diferencias significativas entre género y
edad. Mientras que las diferencias en los distintos
pardmetros clinicos eran esperables, ya que el pun-
taje para establecer la gravedad de la infeccién estd
basado en varios de esos pardmetros.

En el andlisis genético no detectamos diferencias
significativas en las frecuencias alélicas y genotipi-
cas del SNP-2871A>G del gen TLR9 entre los gru-
po VRS grave, moderado y leve. El alelo G fue el
alelo menos frecuente (0.361) en el grupo total de
nifos. Esta frecuencia es muy similar a las frecuen-
cias detectadas en los subgrupos grave, moderado
y leve (Tabla 3). En el estudio de Mailaparambil y
col.” en poblacién alemana tampoco detectaron
diferencia entre el grupo VRS y el grupo control
en este SNP. Sin embargo, a diferencia de ese estu-
dio, nosotros realizamos las comparaciones dentro
de un grupo que presentaba la infeccién, pero que
tenia distinta evolucién clinica y no solamente en-
tre pacientes VRS positivos y VRS negativos. A
pesar de ello, en ambos estudios la frecuencia para
el alelo G en el grupo VRS es muy similar: 0,366
en el grupo alemdn y 0,361 en nuestro estudio.

Revista Hospital Clinico Universidad de Chile



En los datos publicados en otras poblaciones®?,
pero no relacionados con infeccién, se aprecia
una similar frecuencia alélica de nuestra pobla-
cién con la poblacién europea (alelo G: 0,352), no
asi con la poblacién asidtica que presenta una fre-
cuencia mucho mayor (0,454) o con la poblacién
de Africa Subsahariana (0,267). Estas distintas
frecuencias apoyan el valor de realizar estudios
genéticos en cada poblacién, pues los resultados
pueden variar dependiendo de la distribucién ét-
nica que exista en la poblacién estudiada.

En nuestra poblaciéon de lactantes y en los datos
del grupo alemdn, el genotipo heterocigoto es el
més frecuente (47,4% y 50% respectivamente)
seguido del homocigoto A/A (40,2% y 38,4%).
En la poblacién asidtica estos porcentaje son
diferentes, aunque se mantiene la misma tendencia

(A/G: 51,8; A/A: 28,7%).

Mediante el test de Armitage, el alelo G se pre-
senta como un alelo de riesgo al comparar el
grupo grave con el leve (OR: 1.247); sin embar-
go, estadisticamente no es significativo. Este re-
sultado puede deberse al nimero de casos, pues
al reagrupar los 97 lactantes segtin su evolucién
clinica, el ndmero de cada grupo disminuye y
afecta el poder estadistico del resultado. Se de-
beria aumentar el niimero de casos graves y leves
para poder confirmar esta tendencia de riesgo
del alelo G del SNP-2871A>G del gen TLRY

con la gravedad de la infeccién.

En conclusién, en este estudio no encontramos
una asociacién entre la presencia de uno de los
alelos del SNP -2871A>G del gen TLRY con una
evolucién mds grave de la infeccién por VRS en
un grupo de lactantes chilenos.
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