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RESUMEN

Antecedentes. El Bocavirus humano (HBoV) es un parvovirus descripto por primera vez en 2005, asociado
a cuadros leves y graves de infeccion respiratoria aguda (IRA), una de las principales causas de morbimor-
talidad en la poblacién infantil en todo el mundo. Al presente se han identificado 4 genotipos, nombradas
HBoV1 a 4, de los cuales el primero es el que se asocia a IRA con predominancia.

Objetivo. Obtener el genoma completo de HBoV respiratorio aislado localmente.

Métodos. Se disefiaron primers para fragmentos superpuestos del genoma completo de HBoV, empleando
las herramientas informaticas ClustalW y NCBI Primer-Blast. Los fragmentos se amplificaron por PCR con-
vencional y se secuenciaron mediante tecnologia capilar BigDye Terminator. La edicién de las secuencias
y analisis filogenético se realizé con el programa MEGA v6.

Resultados. Se obtuvo la secuencia genémica completa de HBoV1 cepa 307AR09, aislada de secrecion
respiratoria de paciente pediatrico con bronquiolitis. La misma fue depositada en la base de datos GenBank
con numero de acceso KJ634207. El analisis filogenético con secuencias genémicas completas de los 4
genotipos obtenidas en distintas regiones del mundo muestra similitud cercana al 100% con la secuencia
original descubierta en Suecia (DQ000495), asi como el agrupamiento de los 4 genotipos en 2 clusters de
alta homologia interna: HBoV1-HBoV3 y HBoV2-HBoV4.

Conclusiones. Se aportan datos locales para futuros desarrollos tecnolégicos destinados tanto a la inves-
tigacion como al disefio de métodos diagndsticos para la practica médica. Por otra parte, los resultados
sustentan la propuesta de redistribucion taxonémica de los 4 genotipos en 2 especies.
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ABSTRACT

Antecedents. Human bocavirus (HBoV) is a parvovirus identified for the first time in 2005 associated to
upper- and lower- acute respiratory tract infection (ARI), which is one of the main causes of morbimortality
in infant population worldwide. Currently four genotypes have been described named HBoV1-4, of which
HBoV1 is the one predominantly related to ARI.

Objective. To obtain the complete genome of respiratory HBoV locally isolated.

Methods. By means of bioinformatics tools such as ClustalWw and NCBI Primer-Blast, primers were designed
to amplify overlapping DNA fragments altogether spanning the complete genome of HBoV. Fragments were
amplified by PCR and sequenced by BigDye Terminator capillary technology. Sequence editing and phylo-
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genetic analysis were accomplished using MEGA v6 software.

Results. Complete genome sequence of HBoV1 strain 307AR09 was obtained after isolation from respira-
tory secretion of a pediatric patient with bronchiolitis. The sequence was deposited in the GenBank public
database (accession number KJ634207). The phylogenetic analysis including complete genome sequences
of all four genotypes from around the world shows similarity close to 100% between the local strain and the
virus originally discovered in Sweden (DQ000495). The four genotypes clustered in 2 groups of high internal

homology: HBoV1-HBoV3 and HBoV2-HBoV4.

Conclusions. We provide local molecular data that can be used in future technological developments for
research and diagnostic tests intended for medical practice. Our results add support to the proposed redis-

tribution of the four genotypes into 2 species.

Keywords: HBoV1; complete genome; Argentina; phylogenetic anaysis.

INTRODUCCION

La infeccidn respiratoria aguda (IRA) constitu-
ye una de las primeras causas de morbimor-
talidad infantil en todo el mundo ™. Los virus
son los agentes patégenos predominantes en
la IRA @y los principales agentes de neumonia
pediatrica (en menores de 5 afios) adquirida
en la comunidad ©. Entre ellos se incluye al
Bocavirus Humano1 (HBoV1), un parvovirus
descripto por primera vez en Suecia en el afio
2005, identificado a partir de muestras clinicas
respiratorias de nifos hospitalizados por IRA
baja @. Desde entonces se lo ha asociado a
IRA alta, exacerbaciones de asma, crisis de si-
bilancias y cuadros respiratorios graves como
neumonia y bronquiolitis ¢

La prevalencia del virus varia ampliamente de
0,9 a 33%, segun la serie estudiada ©®9, aun-
que en nifos pequefios con enfermedad res-
piratoria baja usualmente se ubica al HBoV en
segundo o tercer lugar en frecuencia de de-
tecciones (112 Investigaciones locales previas
han demostrado la presencia de HBoV1 en lac-
tantes con bronquiolitis y neumonia y adultos
con enfermedad tipo influenza, con prevalen-
cias de 6 al 23% segun el afio ('*'®. Por otra
parte, estudios sobre la seroprevalencia para
HBoV1 (IgG especifica) en individuos de todas
las edades muestran su amplia distribucién en
la poblaciéon humana e indican que el grupo de
maxima incidencia seria el de los nifios en edad
preescolar (7. Otros trabajos han demostrado
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la temprana incidencia de la infeccién 6791517,
La participacion de HBoV1 como agente cau-
sal independiente en la etiologia de patologia
respiratoria ha sido controvertida en funcion de
la alta tasa de coinfeccion y su deteccion en
individuos asintomaticos ©'8'9), Sin embargo,
la presentacién clinica podria estar relaciona-
da a la carga viral elevada durante la infeccion,
mientras que la baja carga viral se asociaria a
excrecion de virus en individuos asintomaticos
o portadores sanos ('52°2)_ Independientemen-
te del mecanismo patogénico, estudios retros-
pectivos recientes basados en la deteccion de
la infeccién (ADN viral, IgM, IgG) y su correla-
cion con las manifestaciones clinicas registra-
das en cada episodio han demostrado que las
primoinfecciones se asocian con enfermedad
respiratoria (las cuales mayoritariamente ocu-
rren antes de los 2 afios de edad), mientras
que las reinfecciones serian frecuentes en ni-
Aos pre-escolares y en edad escolar, no estan-
do asociadas a enfermedad manifiesta (1722,
Se han identificado 4 especies de bocavirus
humanos, nombrados HBoV1 a 4 23, E| HBoV1
es el virus identificado originalmente en 2005
y el que se asocia a infeccidon del tracto res-
piratorio; las otras 3 especies fueron aisladas
a partir de muestras del tracto entérico y han
sido detectadas en muestras nasales con baja
frecuencia @4,

El genoma de HBoV1 tiene aproximadamen-
te 5.300 nucledtidos y esta organizado en 3
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marcos de lectura: NS1, con funciones en la
replicacion viral, presente en todos los miem-
bros de la familia Parvoviridae ?®, NP1 propia
de los bocavirus solamente y factor regulador
del ciclo viral ?® y VP1/VP2, el cual codifica las
proteinas estructurales que constituyen la cap-
side viral y participan en la entrada del virus a
la célula. Esta region VP1/VP2 se ha reportado
como la de mayor variabilidad genética intraes-
pecifica 3,

Al presente no se han obtenido secuencias
completas de cepas argentinas de HBoV1, por
ello en este trabajo disefiamos primers para
amplificar y secuenciar el genoma completo
aislamientos locales de este virus respiratorio.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de HBoV1.

Se utilizé una muestra de secrecion respirato-
ria obtenida por aspirado nasofaringeo de una
nifia internada en el Hospital Pediatrico de Cor-
doba en 2009 con diagndstico de bronquioli-
tis. La paciente tenia deteccion unicamente de
HBoV (esta cepa o aislamiento se denomind
HBoV1 307_ARO09) siendo negativos los re-
sultados de todos los otros tests diagndsticos
realizados, incluyendo hemocultivo y PCR en
tiempo real para virus respiratorio sincicial, in-
fluenza A y B, parainfluenza 1, 2, 3 y 4, ade-
novirus, y metapenumovirus). Una alicuota de
la muestra original habia permanecido almace-
nada -70°C desde su obtencién.

Extraccién de acidos nucleicos.

Se utilizé una alicuota de 50 uyl de ANF para
extraccion de acidos nucleicos con buffer de
guanidina y precipitacion con silica (13,14). El
extracto fue resuspendido en buffer TE (10:1) y
almacenado a -20°C hasta completar los ensa-
yos de PCR posteriores.

Disefio de primers.

Para la seleccion de las regiones 6ptimas de
los cebadores o primers se realizé un alinea-
miento de multiples secuencias completas de
HBoV1 obtenidas de la base de datos publica
GenBank (numeros de acceso NC_007455.1,
DQO000496.1, AB480174.1, DQ340570.1,
EF203920.1, EF450740.1, FJ858259.1,
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GQ925675.1, JF699044.1, JF327789.1,
EU984244 .1, GQ926983.1, representativas de
distintas regiones del mundo). Para el alinea-
miento se utilizé el programa ClustalW2 (ebi.
ac.uk/Tools/msal/clustalw2/). El disefio de pri-
mers se realizd utilizando los programas Pri-
mer Desinging Tool - Primer Blast de National
Center for Biotechnology Information (ncbi.nim.
nih.gov/tools/primer-blast) y OligoAnalyzer de
Integrated DNA Technology (idtdna.com/analy-
zer/applications/oligoanalyzer). Se disefaron
pares de primers dirigidos para la amplificacion
de fragmentos consecutivos y superpuestos
del genoma completo de HBoV1 con parame-
tros de busqueda estandar. La sintesis de los
oligonucledtidos se solicitd a Invitrogen Argen-
tina y los stocks de uso se prepararon con H20
deionizada (grado PCR) a una concentracién
de 100 pM.

Amplificacién del genoma completo de HBoV1
por PCR.

Inicialmente se utilizaron protocolos de PCR
estandares con reactivos de la firma Invitrogen
(2,5 mM MgClI2; 0,8 mM mezcla equimolar de
dATP,dTTP, dCTP y dGTP; 0,02 U/uL Taqg DNA
polimerasa; y 0,4 uM de cada primer, forward
y reverse) con un gradiente de temperaturas
de annealing, incluyendo la temperatura teori-
ca apropiada para cada par de primers disefia-
dos. Las concentraciones de MgCI2, dNTPs y
primers fueron ajustadas durante el proceso de
optimizacién. Una vez identificadas las mejo-
res condiciones de amplificacion se definieron
los protocolos finales y luego se realizaron los
ensayos de PCR para posterior secuenciacion
utilizando en este caso la enzima Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), en
un volumen total de 50 pl por tubo de reaccion
con 5 ul de templado.

Visualizacion de los productos de PCR.

Los productos de reaccion de los ensayos de
optimizaciéon fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8,5%
tefiido con solucién de nitrato de plata (13,14).
Los productos de PCR para secuenciar se co-
rroboraron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio
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0,5 pg/ul, con el objetivo de comprobar la pre-
sencia de producto en la concentracién minima
requerida para los ensayos de secuenciacion.
Secuenciacion y analisis genético.

Los productos de amplificacion fueron purifica-
dos en columnas de extraccion Qiagen PCR
cleanup kit y la secuenciacion se realizé bidi-
reccionalmente en cada fragmento amplificado
(Macrogen Inc., Corea), utilizando la tecnologia
de ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer - BigDye
Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas fueron editadas, ali-
neadas y ensambladas utilizando el programa
Clustal. EI genoma completo de HBoV1 cepa
ARQ09_307 se obtuvo mediante la superposi-
cion de todos los segmentos de NS1, NP1 y
VP1/VP2.

El analisis filogenético se realiz6 con el progra-
ma MEGA v6 (megasoftware.net) incluyendo
secuencias de genomas completos represen-
tativas de las cuatro especies de bocavirus
humanos identificadas hasta el momento y
disponibles en GenBank (numeros de acce-

so EU918736.1, HQ113143.1, FJ170280.1,

NC_012042.1, HM132056.1, GQ200737.1,
FJO973558.1, FJ973560.1, NC_012729.2,
DQO000495.1, DQO000496.1, NC_007455.1,

JQ923422.1). La reconstruccion filogenética se
ejecuto siguiendo el método Neighbor Joining
realizando la inferencia a partir de matrices de
distancia genética basadas en el modelo Ki-
mura-2 parametros, con bootstrap para 1000
replicaciones.

Aspectos éticos.

El presente plan de trabajo integra un proyecto
de investigacion de bocavirus humanos que ha
sido oportunamente evaluado y aprobado por
el Comité Institucional de Etica en la Investiga-
cion en Salud (C.I.E.I.S.) del Nifio y del Adulto
del Polo Hospitalario Cérdoba.

RESULTADOS

Disefo de primers.

Se seleccionaron los pares de oligonucleottidos
que se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers disefiados para la amplificacion del genoma completo de HBoV1 cepa 307_ARO09.

Fragmento Nombre Secuencia (5’ — 3’) Posicion nucleo- Tm (°C) Longitud del
tidica* amplicon (nt)

1 HBoV1_1 (F) GCCGGCAGACATATTGGATTC 1a21 59,6 741
HBoV1_721 (R) AGCCTCCTCAGGTTCAAAAGG 721 a741 59,9

2 HBoV1_610 (F) GTTGGGGGAGAAGGACTAAGC 610 a 630 60,1 717
HBoV1_1307 (R) GTGCATGCCCAAGACTTGTT 1307 a 1326 59,3

3 HBoV1_1273 (F) CTTGAAGGTCAACCAGGAGGG 1273 a 1293 60,3 664
HBoV1_1915(R) = ACCACTGTAGAAGAGCTGCAAT 1915 a 1936 59,7

4 HBoV1_1816 (F) GTTTCTCATGTTCACGCGGC 1816 a 1835 60,5 750
HBoV1_2546 (R)  ATATGAGCCCGAGCCTCTCT 2546 a 2565 59,9

5 HBoV1_2274 (F) GAGACATCGCAAGTGGACTAT 2274 a 2296 57,6 899
HBoV1_3101 (R) TTGAGCAGCGCGATCAGCGTTA 3172 a 3151 65,3

6 HBoV1_2945 (F) ATTACTGGGATGATGTGTACCGT 2945 a 2967 59,3 780
HBoV1_3724 (R) CCATGGAGTTGTGACGCAGC 3724 a 3705 61,2

7 HBoV1_3339 (F) TGGGAAATAAAGAGAGAGCCCAA 3339 a 3361 59,4 950
HBoV1_4288 (R) TGCTGTGCTTCCGTTTTGTCT 4288 a 4268 61

8 HBoV1_4138 (F) ACTTAGAACTGGTGAGAGCACTG 4138 a 4160 60 990
HBoV1_5127 (R) CCGCTTGTCCATTGAGGAGGA 5127 a 5107 62

*en el genoma con numero de acceso en GenBank NC_007455.1. F: forward. R: reverse.

Tabla 1. Primers disefiados para la amplificacién del genoma completo de HBoV1 cepa 307 _AROQ09.
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Optimizacion de los protocolos de PCR y am-
plificaciéon de genoma completo de HBoV1.
Los protocolos de PCR fueron optimizados me-
diante el ajuste de la temperatura de annealing,
resultando en los procedimientos detallados
en la Tabla 2. De acuerdo a lo observado en
los geles de poliacrilamida tefildos con nitrato
de plata (de alta sensibilidad) con estos pro-
tocolos se lograron bandas nitidas del tamafo
esperado y ausencia de bandas inespecificas.
Los mismos se utilizaron en las reacciones fi-
nales para la amplificacion de los fragmentos
a secuenciar, cuyo buen rendimiento quedd
corroborado mediante electroforesis en gel de
agarosa con bromuro de etidio.

Tabla 2. Protocolos de PCR optimizados para los distintos
pares de primers disefiados en este estudio.

Fragmentos Fragmen- Fragmen-
1a4 to 5 tos6a8
Mezcla de reaccién (concentraciones finales)
Cl2Mg 2,5mM 2,5mM 2,5mM
dNTPs 0,8 mM 0,22mM 0,8 mM
Taq polimerasa 0,02 U/uL 0,02 U/uL 0,02 U/uL
Primers Fy R (c/u) 0,40 pM 0,44 uyM 0,8 yM

Programa de ciclado

Desnaturalizacion 94 °C; 0,5 94 °C; 0,5 94°C;0,5
min. min. min.
Annealing 55°C; 0,5 54 °C; 0,5 60°C;0,5
min. min. min.
Extension 72 °C; 1 min. 72 °C; 1 72 °C; 1
min. min.
Extension final 72°C; 10 min. 72°C;10 72°C;7
min. min.

dNTPs: mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP, dCTP.

Secuenciacion y analisis genético.

Los ensayos de secuenciacion arrojaron resul-
tados con parametros de calidad 6ptima, obte-
niéndose luego de la edicidn y compaginacion

la secuencia completa de HBoV1 cepa 307_

AROQ9, depositada en GenBank con numero de
acceso KJ634207.

El analisis filogenético incluyendo secuencias
de genomas completos representativas de las
cuatro especies de bocavirus humanos identi-
ficadas al presente (HBoV1-4) expone el agru-
pamiento de la cepa argentina con otros aisla-
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mientos de HBoV1 (Fig. 1).

a5 DQO00495,1|HB oY isolate st1
B0} 1634207 1|HBoY 1 307 ARDD

100 | JO923422 1|HEoY 1 isolate Sakvador!
DR000496.1 HEoY isolate st2

1001 hC_007455.11HBoY 1
EUS18736.1/HBoY 3 strain W47 1

100 L Hit132056.1|HE oY 3 isolate 46-BJ07
NC_012729.2[HBaY 4

1o NC_012042.1HB G 2
GO200737.1|HEoY 2 isolate KUT

FUS73560 1HBoY 2 strain HBoV/2B-NI-213
FUEF355A 1|HBoY 2 strain HEIoW2A TLLA 114406
100 | EUDEZ213.1HBaW 2 strain W53

1001 FJ170280.1HBoV 2 isvlate Lk-648

HQ113143.1|Human parvovirus 4

Fig. 1. Arbol filogenético representativo de las distancias
genéticas entre los genomas completos de especies de
bocavirus humano, incluyendo la cepa HBoV1 307AR09.
El parvovirus humano 4 se utiliz6 como “raiz”; el méto-
do de inferencia fue Neighbor Joining con matrices de
distancia genética basadas en el modelo Kimura-2 para-
metros y bootstrap para 1000 replicaciones. Se observa
la minima distancia genética entre HBoV1 307_ARO09 y
la secuencia DQ000495 (Suecia, 2005) y el clustering
HBoV1-HBoV3 y HBoV4-HBoV2.

Del analisis filogenético surge la alta homo-
logia entre la cepa local HBoV1 307_ARO09 y
otras secuencias de HBoV1, en particular con
la cepa DQO00495. Entre estas dos secuen-
cias la distancia genética fue 0,002; por el con-
trario, la mayor distancia genética al comparar
la cepa local HBoV1 307AR09 y otras especies
de bocavirus humanos se observo con los ge-
notipos HBoV2 y HBoV4 (Tabla 3).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El conocimiento de las secuencias nucleotidi-
cas de cepas contribuye al acervo génico, al
estudio de la biologia molecular del virus y al
avance en el desarrollo tecnolégico de apli-
caciéon diagndstica en el marco de la practica
médica. Con el objetivo de obtener la secuen-
cia del genoma completo de una cepa local de
HBoV1 asociado a IRA baja, en este trabajo se
amplificaron individualmente segmentos su
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Tabla 3

Tabla 3. Distancias genéticas entre los genomas completos de cuatro especies de HBoV, el parvovirus humano 4 y la cepa HBoV1 307_ARO09.
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FJ170280.1|HBoV 2
NC_012042.1

5

|HBoV 2

GQ200737.1|HBoV 2

7
8
9

FJ973560.1|HBoV 2

FJ973558.1|HBoV 2

EU918736.1|HBoV 3
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1
12
13
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HM132056.1|HBoV 3
NC_012729.2

|HBoV 4
|HBoV 1
JQ923422.1|HBoV 1

NC_007455.1

0,293

0,203 0,206
0,204 0,207

0,291

0,29

0,291

0,005

1,205
1,199
1,204

0,295 0,004
0,295 0,005

0,291

0,292
0,293

0,004 0,292
0,293

0,005

0,005

0,004

0,204 0,207

0,292 0,291

0,295

0,002

KJ634207.1|HBoV1 307_AR09

perpuestos abarcando el genoma completo del
virus, los que luego fueron secuenciados y en-
samblados. Se logré obtener la secuencia codi-
ficante completa de HBoV1 cepa AR09 307, la
cual fue depositada en la base de datos publi-
ca GenBank con numero de acceso KJ634207.
A partir del analisis filogenético realizado con
la secuencia KJ634207 y otras cepas seleccio-
nadas entre las disponibles en GenBank repre-
sentativas de las especies de bocavirus des-
criptas hasta el momento aisladas en distintas
regiones geograficas del mundo, se observa
que la cepa local obtenida agrupa en el cluster
de HBoV1 (Fig. 1), mostrando una homologia
superior al 99% con otras cepas de HBoV1
(Tabla 3). Se evidencié una particular similitud
con la secuencia DQ000495, correspondiente
al virus originalmente identificado por Allander
y colaboradores en Suecia en el afio 2005 @,
constituyendo esta la menor distancia genética
de todo el grupo (0,002). Asimismo, el analisis
comparativo de las secuencias nucleotidicas
entre las cuatro especies de bocavirus huma-
nos reflejé la mayor distancia entre la cepa
HBoV1ARQ9 307 ysecuencias de las especies
HBoV2 y HBoV4, mientras que con la especie
HBoV3 fue intermedia (Tabla 3). Esto se apre-
cia claramente en la representacion filogenéti-
ca (Fig. 3), en la cual se evidencia la divergen-
cia de dos grupos principales: uno constituido
por las especies HBoV1-HBoV3, y el segundo
por cepas de las especies de HBoV2-HBoV4.
Estos resultados no son comparables con ana-
lisis realizados so6lo en base a fragmentos par-
ciales del genoma, en particular la region VP1/
VP2 (27,28) pero concuerdan con analisis de
genomas completos realizados por otros auto-
res @ y brindan soporte a la propuesta actual
del Comité Internacional de Taxonomia de Vi-
rus G9 que implica cambiar el nombre del gé-
nero Bocavirus a Bocaparvovirus y reubicar los
tipos HBoV1 y HBoV3 en la especie Bocapar-
vovirus primate 1, en tanto que los genotipos
HBoV2 y HBoV4 corresponderian ahora a la
especie Bocaparvovirus primate 2.

En referencia a las regiones codificantes indi-
viduales (marcos de lectura NS1, NP1 y VP1/
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VP2), del analisis genético surgen los siguien-
tes aspectos mas relevantes.

Comparando las regiones correspondientes
a la proteina NS1 (nucledtidos 253 a 2172)
de la cepa AR09 307 con otras de la misma
especie de bocavirus (HBoV1), se encontra-
ron 16 mutaciones, de las cuales sélo 4 fue-
ron constantes en mas de dos secuencias. Al
comparar conjuntamente los cuatro genotipos
de bocavirus (HBoV1-4) se evidencidé que la
mayoria de las mutaciones ocurrian de igual
manera para los dos grupos formados por los
tipos HBoV2-HBoV4 y HBoV1-HBoV3. No se
observd lo mismo al comparar la secuencia
de NP1 (nucledtidos 2410 a 3069), comun a
todas las especies de bocavirus, encontran-
dose distintas mutaciones para la misma po-
sicion en las cuatro especies y reflejando asi
una mayor variabilidad intergenotipica. Estos
detalles registrados a partir del analisis de la
distancia genética (basada en la ocurrencia de
mutaciones puntuales entre las cepas compa-
radas) concuerdan con la teoria de la evolu-
cion de HBoV3 propuesta por Arthur y colabo-
radores V. En este y otro trabajo posterior ¢2),
el alineamiento de las secuencias de HBoV1,
HBoV2 y HBoV3 llevo a identificar potenciales
puntos de entrecruzamiento e intercambio ge-
nético entre HBoV1 y HBoV2. La interpretacion
de este resultado en el contexto de la detec-
cion de ambas especies en el tracto entérico ¢¥
da lugar a la hipotesis de que la coinfeccién de
un individuo por HBoV1 y HBoV2 podria haber
dado lugar a eventos de recombinacion, gene-
rando asi una nueva especie, HBoV3, a partir
de cepas ancestrales de HBoV1 y HBoV2.

El cotejo del fragmento NP1 entre miembros
del grupo HBoV1 reflejé una alta homologia,
hallandose s6lo 7 mutaciones puntuales. La
relevancia de esta informacién radica en su
significado en el contexto diagndstico, ya que
cuando se busca identificar las especies infec-
tantes en muestras clinicas NP1 suele ser el
sitio de eleccion para realizar deteccion y ge-
notipificacion por ser caracteristica del género
Bocavirus, y un alto numero de mutaciones en
esta region podria dificultar el resultado.
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Por otro lado, la comparacién de los fragmen-
tos correspondientes a VP1/VP2 (nucledétidos
3056 a 5071) arroj6é una alta variabilidad tanto
intraespecifica como interespecifica; esta es la
region con mayor numero de mutaciones iden-
tificadas entre las distintas cepas de HBoV1
“2) sin embargo, solo 7/42 (17%) fueron cons-
tantes en mas de dos secuencias distintas. El
valor de estas mutaciones radica en la impor-
tancia que tienen VP1/VP2 en la neutralizacion
viral, al portar determinantes antigénicos que
son reconocidos por los receptores del sistema
inmune y anticuerpos del hospedador ®4. De
manera semejante a lo observado en nuestro
estudio, trabajos previos reflejan la mayor va-
riabilidad genética intraespecifica en la region
VP1/VP2 @3),

Por ultimo, cabe remarcar que el analisis com-
parativo de la secuencia nucleotidica de la
cepa AR09 307 y la secuencia originalmente
descubierta por Allander y colaboradores en
Suecia (2005), DQ000495, evidencié sélo 22
mutaciones, de las cuales 5 correspondieron a
NS1,1a NP1y 16 a VP1/VP2. Esto demuestra
la elevada estabilidad genética de HBoVA1, lo
que podria encuadrarse en la funcion correc-
tora de errores de la polimerasa y en el esca-
so margen codificante de su pequeio genoma
-la ausencia de secuencias funcionales redun-
dantes hace que las mutaciones que interfie-
ren con las funciones esenciales de adsorcion,
penetracion, desnudamiento, replicacion, en-
samble y liberacion sean rapidamente perdi-
das de la poblacién viral 9. Al mismo tiempo,
contrasta con la mayor tasa evolutiva esperada
para virus con genomas pequefos de cadena
simple ©9. Dilucidar estas cuestiones requiere
profundizar los estudios referentes a la evolu-
cion molecular de los bocavirus.

En conclusion, se contribuye con un aporte sig-
nificativo al estudio de la biologia molecular de
HBoV1 en nuestro medio, con perspectivas de
utilizar esta informacion tanto en investigacion
como en desarrollos tecnologicos de aplicacion
diagnostica en la practica médica.
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