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Un paso mas alla del diagnéstico

etiolégico
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Los virus patégenos humanos son motivo
de mltiples investigaciones en salud publi-
ca por ser altamente contagiosos pudiendo
provocar consecuencias en la morbilidad y la
mortalidad de la poblacion.

Debe conocerse con premura la naturale-
za de los virus circulantes en la poblacion hu-
mana. Evaluar su virulencia, respecto de los
que se detectaron en afios anteriores en los
sitios primarios de transmision. También es
necesario determinar si los que se presentan
actualmente son variantes nuevas. Para ello
se debe abordar la problematica mediante es-
tudios de variabilidad génica, con el fin de de-
tectar polimorfismos y divergencias, asi como
realizar analisis filogenéticos y filogeografi-
cos. A su vez, se pueden ampliar las investi-
gaciones sobre los factores de patogenicidad
y virulencia asociados.

En el Laboratorio de Virologia del Hospi-
tal de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez (HNRG)
se realiza el diagnéstico de numerosos agen-
tes virales. En el Area de Secuenciacion del
Laboratorio, los proyectos de genémica viral
han sido tema de investigacion en los ultimos
afos. La poblacién que acude al Laboratorio
de Virologia del Hospital —que no es sélo pe-
diatrica sino también adultos—, representa los
casos mas graves y raros. Funciona como un
sensor de la circulacion viral, lo que permite
monitorear la circulacién de cepas conocidas
y emergentes en tiempo real. Para llevar a
cabo estos objetivos, se requiere una capa-
cidad de secuenciacioén local que sea flexible
y esté disponible en el mismo sitio de detec-
cion del virus.

a. Area de Secuenciacion del Laboratorio de
Virologia del Hospital de Nifios Dr. Ricardo
Gutiérrez.
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El desarrollo de las metodologias de se-
cuenciacion del ADN, en particular la técnica
de Sanger, han proporcionado informacion
de alta definicion, tales como la secuencia
del genoma primario. Desde el afio 2000, el
laboratorio del HNRG incorporé la utilizacion
de la tecnologia de secuenciacion de rutina,
a través de la adquisicion de un secuencia-
dor automatico. Luego en el afio 2009, frente
a la necesidad de responder a la pandemia
de gripe A, se renovo con la adquisicion de
un nuevo secuenciador ABI 3500. Esta técni-
ca es utilizada habitualmente en los estudios
que se realizan en el laboratorio de virologia
del HNRG, con el fin de lograr la vigilancia
epidemiol6gica molecular asi como profun-
dizar en el conocimiento de los virus con los
que se trabaja. En el Laboratorio se realiza no
solo el diagnéstico, sino también se estudia a
nivel molecular gran parte de los virus detec-
tados con el fin de confirmarlos, tipificarlos y
evaluar la resistencia a los antivirales. Los vi-
rus mas frecuentemente analizados son los
virus respiratorios como adenovirus, para-
influenza, influenza, sincicial respiratorio
(HRSV), metapneumovirus y rinovirus; vi-
rus emergentes como dengue, Chikungun-
ya y San Luis; virus inmunoprevenibles
como sarampion y rubéola; y otros como
virus papiloma, citomegalovirus, herpes
simplex y rotavirus.

A su vez, se realizan estudios que per-
miten conocer y evaluar los tiempos de dis-
persion, origen y movimiento de las distintas
cepas circulantes o que forman parte de un
brote. Esto permite evaluar la divergencia
evolutiva entre las cepas originarias de los
virus o grupos de dispersion a partir de im-
portaciones del virus a la comunidad desde
diferentes paises. Secuenciar la totalidad del
genoma de los virus facilita la exploracion de
mutaciones compensatorias que afecten la
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virulencia y la capacidad de replicacién o ap-
titud de las cepas locales.

El avance de las tecnologias de secuen-
ciacion del ADN, particularmente la secuen-
ciacion masiva de nueva generacion (NGS),
proporciona un impulso adicional. La profun-
didad de exploracién de las secuencias arro-
ja datos definitivos de alta calidad en menor
tiempo permitiendo una visibn mas amplia de
la genémica de los virus, basandose en po-
blaciones en lugar de entidades Unicas.

El Laboratorio del HNRG trabaja para
mantenerse actualizado con las nuevas tec-
nologias e incluirlas como herramienta de ru-
tina en sus investigaciones. Se encuentran
en desarrollo diferentes proyectos donde se
implementa la secuenciacién de ultima gene-
racion para obtener informacion de genomas
virales completos y producir resultados inno-
vadores. Un ejemplo es el caso de pacientes
con infecciones por HRSV con excrecioén pro-
longada, ensayos con NGS permiten analizar
la dinamica de las poblaciones virales, pro-
porcionando secuencias de gran cantidad de
variantes virales en cada momento de la in-
feccion. Estos resultados no podrian ser ob-
tenidos por medio de las técnicas de clonado
convencionales, debido a la demanda de tra-
bajo y tiempo que éstas requeririan. Mientras
mas fina sea la calidad de los datos disponi-
bles para analisis, més poderosa sera la infe-
rencia biologica.

Sin embargo, los avances en la secuencia-
cion del genoma también crean un gran desa-
fio intelectual, mas alla del simple incremento
de complejas bases de datos gendmicas, pa-
ra responder a cuestiones sencillas sobre la
biodiversidad viral y la epidemiologia mole-
cular. Por lo tanto, es fundamental orientar
el poderio de la informacién gendmica para
resolver las preguntas de relevancia biologi-
ca, imposibles de concretar con anterioridad.

Gracias a la tecnologia que posee el labo-
ratorio asi como la experiencia en secuencia-
cion gendmica adquirida en estos anos, fue
posible interactuar con médicos dermotalégos
del HNRG en pos de su inquietud en respon-
der al diagnéstico de genodermatosis desde
el punto de vista molecular, no realizado has-
ta el momento en el pais. A partir de esta in-
teraccidn y gracias a la posibilidad de llevar a
cabo el diagnéstico molecular de enfermeda-
des tales como epidermdlisis ampollar, sin-
drome de Kindler e incontinencia pigmenti
entre otras, es que se conformé el “Centro
de Investigaciones en Genodermatosis y
Epidermdlisis Ampollar (CEDIGEA)”.

A partir de lo expuesto es importante con-
tar con la infraestructura y el entrenamiento
en la dltima tecnologia en secuenciacion y
los recursos bioinformaticos asociados y po-
nerlos a disposicion de la comunidad cientifi-
ca para concretar proyectos de alto impacto
a nivel genémica.




