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DESCRIPCION
Un virus que provoca enfermedad de las vias respiratorias en mamiferos susceptibles
La invencion se refiere al campo de la virologia.

Las pasadas décadas se han identificado’ varios agentes etiologicos de enfermedad de mamifero, en particular de
enfermedades de las vias respiratorias (RTI), en particular de seres humanos. Los agentes etioldgicos clasicos de
RTI con mamiferos son los virus sincitiales respiratorios que pertenecen al género Pneumovirus encontrados con
seres humanos (hRSV) y rumiantes tales como ganado vacuno u ovejas (bRSV y/u oRSV). En RSV humano se usan
diferencias en ensayos de neutralizacién cruzada reciproca, la reactividad de las proteinas G en ensayos
inmunoldgicos y las secuencias nucleotidicas del gen G para definir 2 subgrupos antigénicos de hRSV. Dentro de los
subgrupos, las secuencias de aa muestran una identidad de 94% (subgrupo A) o de 98% (subgrupo B), mientras que
s6lo se encuentra entre los subgrupos un 53% de identidad de secuencias de aa. Se observa variabilidad adicional
en los subgrupos basandose en anticuerpos monoclonales, ensayos de RT-PCR y ensayos de proteccion de
ARNasa. Los virus de ambos subgrupos tienen una distribucion mundial, y pueden aparecer durante una Unica
estacion. La infeccion se puede producir en presencia de inmunidad preexistente, y la variacion antigénica no es
requerida estrictamente para permitir la reinfeccion. Véanse, por ejemplo, Sullender, W.M., Respiratory Syncytial
Virus Genetic and Antigenic Diversity. Clinical Microbiology Reviews, 2000. 13(1): p. 1-15; Collins, P.L., McIntosh, K.
y Chanock, R.M., Respiratory syncytial virus. Fields virology, ed. B.N. Knipe, Howley, P.M. 1996, Philadelphia:
lippencott-raven. 1313-1351; Johnson, P.R., et al., The G glycoprotein of human respiratory syncytial viruses of
subgroups A and B: extensive sequence divergence between antigenically related proteins. Proc Natl Acad Sci U S
A, 1987. 84(16): p. 5625-9; Collins, P.L., The molecular Biology of Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) of the
Genus Pneumovirus, in The Paramyxoviruses, D.W. Kingsbury, Editor. 1991, Plenum Press: Nueva York. p. 103-
153.

Otro Pneumovirus clasico es el virus de la neumonia de ratones (PVM), en general sélo encontrado con ratones de
laboratorio. Sin embargo, una proporcion de las enfermedades observadas en mamiferos todavia no se puede
atribuir a patégenos conocidos.

La invencion proporciona un virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado
(MPV) que pertenece a la subfamilia Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae e identificable como
correspondiente filogenéticamente al género Metapneumovirus. Dicho virus es identificable como correspondiente
filogenéticamente al género Metapneumovirus determinando una secuencia de acido nucleico de dicho virus y
ensayandola en analisis filogenéticos, por ejemplo en los que arboles de verosimilitud maxima se generan usando
100 bootstraps y 3 salteados, y encontrando que corresponde filogenéticamente de forma mas proxima a un aislado
de virus depositado como 1-2614 con CNCM, Paris, que es correspondiente a un aislado de virus esencialmente
aviar de pneumovirus aviar (APV) también conocido como virus de rinotraqueitis del pavo (TRTV), el agente
etiologico de rinotraqueitis aviar. Para dichos analisis filogenéticos, es muy util obtener la secuencia de acido
nucleico de un no MPV como grupo externo con el cual hacer comparaciones, y se puede obtener un aislado de
grupo externo muy util a partir del serotipo C del pneumovirus aviar (APV-C), como se demuestra por ejemplo en la
figura 5 aqui.

Aunque los analisis filogenéticos proporcionan un método conveniente para identificar un virus como un MPV,
también se proporcionan aqui varios otros métodos posiblemente mas directos aunque en cierto modo de mas
recorrido para identificar dichos virus o proteinas viricas o acidos nucleicos procedentes de dichos virus. Como regla
de oro, un MPV se puede identificar mediante los porcentajes de una homologia del virus, proteinas o acidos
nucleicos a identificar en comparacién con aislados, proteinas viricas, o acidos nucleicos identificados aqui mediante
secuencia o depdsito. Generalmente se sabe que las especies viricas, especialmente las especies de virus de ARN,
constituyen a menudo una cuasi especie en la que un racimo de dichos virus presenta heterogeneidad entre sus
miembros. De este modo, se espera que cada aislado pueda tener una relacion en porcentaje en cierto modo
diferente con uno de los diversos aislados como se proporciona aqui.

Cuando se desea comparar con el virus depositado 1-2614, la invencién proporciona un virus de ARN monocatenario
de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado (MPV) que pertenece a la subfamilia Pneumovirinae de la
familia Paramyxoviridae e identificable como correspondiente filogenéticamente al género Metapneumovirus
determinando una secuencia de aminoacidos de dicho virus y determinando que dicha secuencia de aminoacidos
tiene un porcentaje de homologia de aminoacidos con un aislado virico depositado como [-2614 con CNCM, Paris,
que es esencialmente mayor que los porcentajes proporcionados aqui para la proteina L, la proteina M, la proteina
N, la proteina P, o la proteina F, en comparaciéon con APV-C, o, igualmente, se proporciona un virus de ARN
monocatenario de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado (MPV) que pertenece a la subfamilia
Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae como identificable como correspondiente filogenéticamente al género
Metapneumovirus determinando una secuencia de acido nucleico de dicho virus y determinando que dicha
secuencia de acido nucleico tiene un porcentaje de identidad de acidos nucleicos con un aislado virico depositado
como 1-2614 con CNCM, Paris, que es esencialmente mayor que los porcentajes identificados aqui para los acidos
nucleicos que codifican la proteina L, la proteina M, la proteina N, la proteina P, o la proteina F, como se identifica
aqui mas abajo en comparacion con APV-C.
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Nuevamente como regla de oro, se puede considerar un MPV como perteneciente a uno de los dos grupos
serolégicos de MPV como se identifica aqui cuando los aislados o las proteinas viricas o acidos nucleicos de los
aislados que necesitan ser identificados tienen porcentajes de homologia que caen dentro de los limites y cumplen
los porcentajes de homologia identificados aqui para ambos grupos separados, tomando los aislados 00-1 6 99-1
como los aislados de comparacion respectivos. Sin embargo, cuando los porcentajes de homologia son mas
pequefos o existe una mayor necesidad de distinguir los aislados viricos de por ejemplo APV-C, es mejor recurrir a
los analisis filogenéticos como se identifican aqui.

Nuevamente se deberia tener en cuenta que dichos porcentajes pueden variar en cierto modo cuando se
seleccionan otros aislados en la determinacion del porcentaje de homologia.

Con la provision de este MPV, la invenciéon proporciona medios y métodos de diagndstico y medios y métodos
terapéuticos para ser empleados en el diagnostico y/o tratamiento de enfermedad, en particular de enfermedad
respiratoria, en particular de mamiferos, mas en particular en seres humanos. Sin embargo, debido a la relacion
genética, aunque distante, del MPV esencialmente de mamifero con el APV esencialmente aviar, en particular APV-
C, la invencion también proporciona medios y métodos para ser empleados en el diagndstico y tratamiento de
enfermedad aviar. En virologia, es muy aconsejable que el diagnoéstico y/o tratamiento de una infeccién virica
especifica se lleve a cabo con reactivos que son muy especificos para dicho virus especifico que provoca dicha
infeccion. En este caso, esto significa que se prefiere que dicho diagndstico y/o tratamiento de una infeccion por
MPV se lleve a cabo con reactivos que son muy especificos para MPV. Sin embargo, esto no excluye de ningun
modo la posibilidad de que en su lugar se usen reactivos menos especificos pero suficientemente de reaccion
cruzada, por ejemplo debido a que estan mas facilmente disponibles y resuelven suficientemente la tarea a mano.
Por ejemplo, se proporciona aqui la realizacion de diagndsticos virolégicos y/o seroldgicos de infecciones por MPV
en mamiferos con reactivos derivados de APV, en particular con reactivos derivados de APV-C, y en la descripcion
detallada aqui se muestra, por ejemplo, que se puede lograr un diagnoéstico serolégico suficientemente fiable de las
infecciones por MPV en mamiferos usando un ELISA disefiado especificamente para detectar anticuerpos anti-APV
en pajaros. Un ensayo util particular para este fin es un ensayo de ELISA disefiado para la deteccion de anticuerpos
anti-APV (por ejemplo en suero o en yema de huevo), cuya version comercialmente disponible es conocida como
APV-Ab SVANOVIR® que se fabrica por SVANOVA Biotech AB, Uppsal Science Park Glunten SE-751 83 Uppsala
Suecia. También se da el caso de la situacién contraria, y aqui se proporciona por ejemplo la realizacion de
diagnéstico virologico y/o serolégico de infecciones por APV en mamiferos con reactivos derivados de MPV; en la
descripcion detallada aqui se muestra, por ejemplo, que se pueden lograr diagnosticos seroldgicos suficientemente
fiables de infecciones por APV en pajaros usando un ELISA disefiado para detectar anticuerpos anti-MPV.
Considerando que estos antigenos y anticuerpos tienen una relacion de cerradura y llave, la deteccion de los
diversos antigenos se puede lograr seleccionando el anticuerpo apropiado que tiene suficiente reactividad cruzada.
Por supuesto, para confiar en tal reactividad cruzada, es mejor seleccionar los reactivos (tales como antigenos o
anticuerpos) bajo la guia de las homologias de aminoacidos que existen entre las diversas (gluco)proteinas de los
diversos virus, con lo que los reactivos relacionados con las proteinas mas homologas seran los mas utiles para ser
usados en ensayos que se basan en dicha reactividad cruzada.

Para la deteccion de acidos nucleicos, es incluso mas directo, en lugar de disefiar cebadores o sondas basados en
secuencias de acidos nucleicos heterélogas de diversos virus, y de este modo que detectan diferencias entre los
Metapneumoviruses, esencialmente de mamiferos o aviares, es suficiente disefiar o seleccionar cebadores o sondas
basados en aquellos tramos de secuencias de acidos nucleicos especificas de virus que muestran una homologia
elevada. En general, para las secuencias de acidos nucleicos, los porcentajes de homologia de 90% o superiores
garantizan una reactividad cruzada suficiente para que se confie en ensayos de diagnostico que utilizan condiciones
de hibridacion restrictivas.

Por ejemplo, la invencién proporciona un método para diagnosticar de forma viroldgica una infeccion por MPV de un
animal, en particular de un mamifero, mas en particular de un ser humano, que comprende determinar en una
muestra de dicho animal la presencia de un aislado virico o componente del mismo haciendo reaccionar dicha
muestra con un acido nucleico especifico de MPV o un anticuerpo segun la invencién, y un método para diagnosticar
de forma seroldgica una infeccion por MPV de un mamifero que comprende determinar en una muestra de dicho
mamifero la presencia de un anticuerpo especificamente dirigido contra un MPV o componente del mismo haciendo
reaccionar dicha muestra con una molécula proteinosa o fragmento de la misma especifico de MPV, o un antigeno
segun la invencion. La invencion también proporciona un kit de diagnostico para diagnosticar una infeccion por MPV,
que comprende un MPV, un acido nucleico, molécula proteinosa o fragmento de los mismos especifico de MPV,
antigeno y/o un anticuerpo segun la invencion, y preferiblemente un medio para detectar dicho MPV, acido nucleico,
molécula proteinosa o fragmento de los mismos especifico de MPV, antigeno y/o un anticuerpo, comprendiendo
dicho medio por ejemplo un grupo excitable tal como un fluoréfobo o sistema de deteccion enzimatico usado en la
técnica (los ejemplos de un formato de kit de diagnoéstico adecuado comprende IF, ELISA, ensayo de neutralizacion,
ensayo de RT-PCR). Para determinar si un componente virico todavia no identificado o analogo sintético del mismo
tal como un acido nucleico, molécula proteinosa o fragmento del mismo se puede identificar como especifico de
MPV, es suficiente analizar la secuencia de acido nucleico o de aminoacidos de dicho componente, por ejemplo para
un tramo de dicho acido nucleico o aminoacido, preferiblemente de al menos 10, mas preferiblemente al menos 25,
mas preferiblemente al menos 40 nucledtidos o aminoacidos (respectivamente), mediante comparacion de
homologia de secuencias con secuencias conocidas de MPV y con secuencias conocidas no de MPV
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(preferiblemente se usa APV-C) usando, por ejemplo, los analisis filogenéticos como se proporcionan aqui.
Dependiendo del grado de relacion con dichas secuencias de MPV o de no MPV, se puede identificar el componente
0 analogo sintético.

La invencion también proporciona un método para diagnosticar virolégicamente una infeccion por MPV de un
mamifero, que comprende determinar en una muestra de dicho mamifero la presencia de un aislado virico o
componente del mismo haciendo reaccionar dicha muestra con un acido nucleico reactivo de forma cruzada
derivado de APV (preferiblemente serotipo C) o un anticuerpo reactivo de forma cruzada que reacciona con dicho
APV, y un método para diagnosticar de forma serolégica una infeccion por MPV de un mamifero que comprende
determinar en una muestra de dicho mamifero la presencia de un anticuerpo reactivo de forma cruzada que también
se dirige contra un APV o componente del mismo haciendo reaccionar dicha muestra con una molécula proteinosa o
fragmento de la misma o un antigeno derivado de APV. Ademas, la invencién proporciona el uso de un kit de
diagnéstico disefiado inicialmente para la deteccion de AVP o de un anticuerpo anti-AVP para diagnosticar una
infeccion por MPV, en particular para detectar dicha infeccién por MPV en seres humanos.

La invencion también proporciona un método para diagnosticar de forma virolégica una infeccion por APV en un
pajaro, que comprende determinar en una muestra de dicho pajaro la presencia de un aislado virico o componente
del mismo haciendo reaccionar dicha muestra con un acido nucleico reactivo de forma cruzada derivado de MPV, o
un anticuerpo reactivo de forma cruzada que reacciona con dicho MPV, y un método para diagnosticar de forma
serolégica una infeccion por APV de un pajaro, que comprende determinar en una muestra de dicho pajaro la
presencia de un anticuerpo reactivo en forma cruzada que también se dirige contra un MPV o componente del
mismo, haciendo reaccionar dicha muestra con una molécula proteinosa o fragmento de la misma o un antigeno
derivado de MPV. Ademas, la invencion proporciona el uso de un kit de diagndstico disefiado inicialmente para la
deteccion de MPV o de un anticuerpo anti-MPV para diagnosticar una infeccion por APV, en particular para detectar
dicha infeccion por APV en aves de corral tales como pollo, pato o pavo.

Como se afirmd, con tratamiento, se puede hacer uso similar de la reactividad cruzada encontrada, en particular
cuando las circunstancias inmediatas hacen menos directo el uso del enfoque mas homadlogo. Las vacunaciones que
no pueden esperar, tales como las vacunaciones de emergencia contra infecciones por MPV, se pueden llevar a
cabo, por ejemplo, con preparaciones de vacuna derivadas de aislados de APV (preferiblemente tipo C) cuando no
hay una vacuna de MPV mas homodloga, y, viceversa, se pueden contemplar vacunaciones contra infecciones por
APV con preparaciones de vacuna derivadas de MPV. También, las técnicas genéticas inversas hacen posible
generar constructos viricos quiméricos de APV-MPV que son utiles como una vacuna, siendo suficientemente
distintos para presentar aislados de cada una de las cepas respectivas para atenuarlas hasta un nivel deseable.
Técnicas genéticas inversas similares haran posible también generar constructos quiméricos de paramixovirus-
metapneumovirus, tales como constructos de RSV-MPV o PI3-MPV, en una preparacion de vacuna. Tales
constructos son particularmente utiles como una vacuna de combinacion para combatir enfermedades de las vias
respiratorias.

De este modo, la invencién proporciona un nuevo agente etioldgico, un virus de ARN monocatenario de sentido
negativo esencialmente de mamifero aislado (también denominado aqui MPV) que pertenece a la subfamilia
Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae pero no identificable como un pneumovirus clasico, y que pertenece al
género Metapneumovirus, y componentes o analogos sintéticos de los mismos especificos de MPV. Los virus de
mamiferos que se asemejan a metapneumovirus, es decir metapneumovirus aislables de mamiferos que funcionan
esencialmente como hospedante natural para dicho virus o provocan enfermedad en dichos mamiferos, no se han
encontrado hasta ahora. Los metapneumovirus, que se pensaba en general que estaban esencialmente restringidos
a aves de corral como hospedante natural o agente etioldgico de la enfermedad, también son conocidos como
pneumovirus aviares. Recientemente, se describié un aislado de APV de pato (documento (FR 2801607), que
demuestra ademas que las infecciones por APV estan esencialmente restringidas a pajaros como hospedantes
naturales.

La invencion proporciona un pneumovirus de mamifero aislado (también denominado aqui MPV) , que comprende
un orden génico y secuencia de aminoacidos distintos de los del género Pneumovirus y que esta relacionado
estrechamente y, considerando su relacion filogenética, pertenece probablemente al género Metapneumovirus en la
subfamilia Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae. Aunque hasta ahora sélo se han aislado metapneumovirus
de pajaros, ahora se muestra que se pueden identificar virus relacionados, aunque materialmente distintos, en otras
especies de animales tales como mamiferos. Se muestra aqui el aislamiento repetido de MPV de seres humanos,
mientras que no existen tales informes para APV. Ademas, a diferencia de APV, MPV no se replica esencialmente o
sblo se replica poco en pollos y pavos, mientras que lo hace facilmente en macacos cinomolgos. No se han
encontrado informes sobre la replicacion de APV en mamiferos. Ademas, mientras que los antisueros especificos
provocados contra MPV neutralizan MPV, los antisueros provocados contra APV A, B o C no neutralizan MPV en el
mismo grado, y esta falta de reactividad cruzada completa proporciona otra prueba de que MPV es un
metapneumovirus diferente. Ademas, aunque APV y MPV comparten un orden génico similar, las proteinas G y SH
de MPV son muy diferentes de las conocidas de APV, por cuanto que no muestran homologias de secuencias
significativas tanto a nivel de acidos nucleicos como a nivel de aminoacidos. Se pueden desarrollar ventajosamente
ensayos de diagnostico para discriminar entre aislados de APV y de MPV o anticuerpos dirigidos contra estos virus
diferentes, basandose en una o ambas de estas proteinas (los ejemplos son IF, ELISA, ensayo de neutralizacion,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393 468 T3

ensayo de RT-PCR). Sin embargo, también se puede usar la informacion de secuencia y/o antigénica obtenida de
las proteinas N, P, M, F y L mas relacionadas de MPV y los analisis de homologias de secuencia con las proteinas
respectivas de APV, para discriminar entre APV y MPV. Por ejemplo, los analisis filogenéticos de la informacion de
secuencia obtenida a partir de MPV revelé que MPV y APV son dos virus diferentes. En particular, los arboles
filogenéticos muestran que APV y MPV son dos estirpes diferentes de virus. También se muestra que MPV circula
en la poblacién humana durante al menos 50 afios, y probablemente ha tenido lugar la transmision entre especies
hace al menos 50 afios y no es un suceso de cada dia. Puesto que MPV CPE fue virtualmente indistinguible del
provocado por hRSV o hPIV-1 en tMK u otros cultivos celulares, el MPV puede haber pasado bastante inadvertido
hasta ahora. Preferiblemente se usan tMK (células de rifién de mono terciarias, es decir, células MK en una tercera
pasada en el cultivo celular) debido a sus menores costes en comparacion con cultivos primarios o secundarios. El
CPE se caracteriza, asi como con algunos de los Paramyxoviridae clasicos, por la formacion de sincitio, después de
lo cual las células mostraron una interrupcién interna rapida, seguido de la falta de adhesion de las células de la
monocapa. Las células presentaron habitualmente (pero no siempre) CPE después de tres pasadas de virus a partir
de material original, en el dia 10 a 14 después de la inoculacion, en cierto grado mas tarde que el CPE provocado
por otros virus, tales como hRSV o hPIV-1.

Clasicamente, como agentes de enfermedad devastadores, los paramixovirus dan cuenta de muchas muertes de
animales y seres humanos a nivel mundial cada afio. Los Paramyxoviridae forman una familia dentro del orden de
Mononegavirales (virus de ARN monocatenarios de sentido negativo), que consisten en las subfamilias
Paramyxovirinae y Pneumovirinae. Esta Ultima subfamilia esta dividida taxondmicamente en el presente en los
géneros Pneumovirus y Metapneumouirus1. El virus sincitial respiratorio humano (hRSV), la especie tipo del género
Pneumovirus, es la Unica causa mas importante de infecciones del aparato respiratorio inferior durante la infancia y
la nifiez a nivel mundial®. Otros miembros del género Pneumovirus incluyen los virus sincitiales respiratorios bovino y
ovino, y el virus de la neumonia de ratones (PVM).

El pneumovirus aviar (APV) también conocido como virus de rinotraqueitis del pavo (TRTV), el agente etioldgico de
la rinotraqueitis aviar, una infeccién del aparato respiratorio superior de los pavosS, es el unico miembro del género
Metapneumovirus recientemente asignado, que, como se afirmo, hasta ahora no estaba asociado con infecciones, o
lo que es mas, con enfermedad de mamiferos. Los subgrupos serologicos de APV se pueden diferenciar basandose
en las secuencias nucleotidicas o de aminoacidos de la glucoproteina G y ensayos de neutralizacion que usan
anticuerpos monoclonales que también reconocen la glucoproteina G. Dentro de los subgrupos A, B y D, la proteina
G muestra una identidad de secuencia de aminoacidos del 98,5 a 99,7% dentro de subgrupos, mientras que entre
los subgrupos, so6lo se observa una identidad de aminoacidos de 31,2-38%. Véanse, por ejemplo, Collins, M.S.,
Gough, R.E. y Alexander, D.J., Antigenic differentiation of avian pneumovirus isolates using polyclonal antisera and
mouse monoclonal antibodies. Avian Pathology, 1993. 22: p. 469-479.; Cook, J.K.A., Jones, B.V., Ellis, M.M.,
Antigenic differentiation of strains of turkey rhinotracheitis virus using monoclonal antibodies. Avian Pathology, 1993.
22: p. 257-273; Bayon-Auboyer, M.H., et al., Nucleotide sequences of the F, L and G protein genes of two non-
A/non-B avian pneumoviruses (APV) reveal a novel APV subgroup. J Gen Virol, 2000. 81(Pt 11): p. 2723-33; Seal,
B.S., Matrix protein gene nucleotide and predicted amino acid sequence demonstrate that the first US avian
pneumovirus isolate is distinct from European strains. Virus Res, 1998. 58(1-2): p. 45-52; Bayon-Auboyer, M.H., et
al., Comparison of F-, G- and N-based RT-PCR protocols with conventional virological procedures for the detection
and typing of turkey rhinotracheitis virus. Arch Virol, 1999. 144(6): p. 1091-109; Juhasz, K. y A.J. Easton, Extensive
sequence variation in the attachment (G) protein gene of avian pneumovirus: evidence for two distinct subgroups. J
Gen Virol, 1994. 75(Pt 11): p. 2873-80.

Un serotipo adicional de APV se proporciona en el documento WO 00/20600, que describe el aislado de Colorado de
APV, y lo compara con cepas conocidas de APV o TRT con ensayos de neutralizacion de suero in vitro. En primer
lugar, el aislado de Colorado se ensay6 frente a antisueros policlonales monoespecificos contra aislados de TRT
reconocidos. El aislado de Colorado no se neutralizé por antisueros monoespecificos contra ninguna de las cepas de
TRT. Sin embargo, se neutralizé mediante un antisuero hiperinmune producido contra la cepa del subgrupo A. Este
antisuero neutralizé el virus homélogo hasta un titulo de 1:400, y el aislado de Colorado hasta un titulo de 1:80.
Usando el método anterior, el aislado de Colorado se ensay6 entonces frente a anticuerpos monoclonales anti-TRT.
En cada caso, el titulo de neutralizacion reciproca fue < 10. El antisuero monoespecifico provocado contra el aislado
de Colorado se ensayd también contra cepas de TRT de ambos subgrupos. Ninguna de las cepas de TRT
ensayadas fue neutralizada por el antisuero contra el aislado de Colorado.

La cepa de colorado de APV no protege a los pollitos SPF frente a la exposicion con una cepa del subgrupo A o una
cepa del subgrupo B del virus de TRT. Estos resultados sugieren que el aislado de Colorado puede ser el primer
ejemplo de un serotipo adicional de pneumovirus aviar, como también lo sugieren Bayon-Auboyer et al (J. Gen. Vir.
81:2723-2733 (2000).

En una realizacién preferida, la invencién proporciona un MPV aislado que corresponde taxonémicamente a un
metapneumovirus (mamifero desconocido a tal efecto) que comprende un orden génico distinto del de los
pneumovirus en la subfamilia Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae. La clasificacion de los dos géneros se
basa principalmente en su constelacion génica; los metapneumovirus carecen generalmente de proteinas no
estructurales tales como NS1 o NS2 (véase también Randhawa et al., J. Vir. 71:9849-9854 (1997), y el orden génico
es diferente del de los pneumovirus (RSV: ‘3-NS1-NS2-N-PM-SH-G-F-M2-L-5", APV: ‘3-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5')*>°.
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El MPV como se proporciona mediante la invencién, o un aislado virico que corresponde taxonémicamente con él,
es revelado, con el analisis de EM, mediante particulas similares a paramixovirus. Consistente con la clasificacion, el
MPV o los aislados viricos que corresponden filogenéticamente o que corresponden taxonémicamente con él son
sensibles al tratamiento con cloroformo; se cultivan optimamente sobre células tMK o células funcionalmente
equivalentes a ellas, y dependen esencialmente de tripsina en la mayoria de los cultivos celulares. Ademas, el CPE
tipico y la falta de actividad hemoaglutinante con las células de glébulos rojos muy usadas clasicamente sugieren
que un virus como se proporciona aqui esta relacionado, aunque sélo de forma distante, con pneumovirus clasicos
tales como RSV. Aunque la mayoria de los paramixovirus tienen actividad hemoaglutinante, la mayoria de los
pneumovirus no la tienen'. Un MPV segun la invencion también contiene un segundo ORF solapante (M2-2) en el
fragmento de acido nucleico que codifica la proteina M2, como en general la mayoria de los otros pneumovirus, tal
como, por ejemplo, también se demuestra en Ahmadian et al., J. Gen. Vir. 80:2011-2016 (1999).

Para encontrar otros aislados viricos como se proporcionan mediante la invencién, es suficiente ensayar una
muestra, obtenida opcionalmente a partir de un animal o ser humano enfermo, en busca de la presencia de un virus
de la subfamilia Pneumovirinae, y ensayar un virus asi obtenido en busca de la presencia de genes que codifican
NS1 o NS2 (funcionales) o demuestran esencialmente un orden génico que es diferente del de los pneumovirus,
tales como RSV, como ya se expuso anteriormente. Ademas, un aislado virico que corresponde filogenéticamente y
que corresponde de este modo taxondmicamente a MPV se puede encontrar mediante experimentos de hibridaciéon
cruzada usando acido nucleico a partir de un aislado de MPV proporcionado aqui, o en experimentos clasicos de
serologia cruzada usando anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra y/o antigenos y/o
inmunogenos derivados especificamente de un aislado de MPV.

Los virus recientemente aislados corresponden filogenéticamente a, y corresponden de este modo taxonédmicamente
a, MPV cuando comprenden un orden génico y/o una secuencia de aminoacidos suficientemente similar a nuestro
aislado o aislados de MPV prototipicos, o corresponden estructuralmente con aquellos, y muestran una relacion
estrecha con el género Metapneumovirus dentro de la subfamilia Pneumovirinae. La mayor homologia de
secuencias de aminoacidos, y que define la correspondencia estructural a nivel de las proteinas individuales, entre
MPV vy cualquiera de los otros virus conocidos de la misma familia hasta la fecha (APV subtipo C) es para la matriz
87%, para nucleoproteina 88%, para fosfoproteina 68%, para proteina de fusién 81%, y para partes de la proteina
de polimerasa 56-64%, como se puede deducir cuando se comparan las secuencias dadas en la figura 6 con las
secuencias de otros virus, en particular de APV-C. Las proteinas individuales o los aislados viricos completos con,
respectivamente, mayor homologia con estos valores maximos mencionados son considerados filogenéticamente
correspondientes y de este modo taxondmicamente correspondientes a MPV, y comprenden una secuencia de acido
nucleico que corresponde estructuralmente a una secuencia como se muestra en la figura 6. Aqui, la invencion
proporciona un virus filogenéticamente que corresponde al virus depositado.

Se deberia observar que, al igual que otros virus, se encuentra cierto grado de variacion entre diferentes aislados de
virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado, como se proporciona aqui. En
arboles filogenéticos, se han identificado al menos 2 grupos genéticos de aislados viricos basandose en analisis de
secuencia comparativos de partes de los genes L, M, N y F. Basandose en diferencias nucleotidicas y de
aminoacidos en las secuencias viricas de aminoacidos o de acidos nucleicos (las secuencias viricas), y en analogia
con otros pneumovirus tales como RSV, estos genotipos de MPV representan subtipos de MPV. Dentro de cada uno
de los agrupamientos genéticos de aislados de MPV, se encontré que el porcentaje de identidad a nivel nucleotidico
es 94-100 para L, 91-100 para M, 90-100 para N y 93-100 para F y, a nivel de aminoacidos, se encontré que el
porcentaje de identidad es 91-100 para L, 98-100 para M, 96-100 para N y 98-100 para F. En las figuras 18 a 28 se
puede encontrar una comparacion adicional. El porcentaje de identidad minimo a nivel nucleotidico para todo el
grupo de virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado como se proporciona
aqui (aislados de MPV) identificado hasta ahora fue 81 para L y M, 83 para N y 82 para F. A nivel de aminoacidos,
este porcentaje fue 91 para L y N, 94 para M, y 95 para F. La secuencia virica de un aislado de MPV o un gen F de
MPV aislado, como se proporciona aqui, muestra por ejemplo menos de 81% de identidad de secuencia
nucleotidica, o menos de 82% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia nucleotidica o de
aminoacidos respectiva de un gen de fusion de APV-C (F) como se proporciona, por ejemplo, por Seal et al., Vir.
Res. 66:139147 (2000).

También, la secuencia virica de un aislado de MPV o un gen L de MPV aislado como se proporciona aqui, por
ejemplo, muestra menos de 61% de identidad de secuencia nucleotidica, o menos de 63% de identidad de
secuencia de aminoacidos, con la secuencia nucleotidica o de aminoacidos respectiva de un gen de APV-A
polimerasa como se proporciona, por ejemplo, por Randhawa et al., J. Gen. Vir. 77:3047-3051 (1996).

La divergencia de secuencias de las cepas de MPV alrededor del mundo puede ser en cierto modo mayor, en
analogia con otros virus. En consecuencia, se identifican dos agrupamientos genéticos potenciales mediante analisis
de las secuencias nucleotidicas parciales en los ORFs de N, M, F y L de 9 aislados viricos. Se observo un 90-100%
de identidad nucleotidica dentro de un agrupamiento, y se observé una identidad de 81-88% entre los
agrupamientos. La informacion de secuencia obtenida en mas aislados viricos confirmo la existencia de dos
genotipos. El aislado virico ned/00/01 como prototipo del agrupamiento A, y el aislado virico ned/99/01 como
prototipo del agrupamiento B, se han usado en ensayo de neutralizacion cruzada para ensayar si los genotipos
estan relacionados con diferentes serotipos o subgrupos. A partir de estos datos, se concluye que los aislados
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viricos esencialmente de mamifero que presentan un porcentaje de homologia de aminoacidos mayor que 64 para L,
87 para M, 88 para N, 68 para P, 81 para F, 84 para M2-1 6 58 para M2-2 para el aislado 1-2614 se pueden clasificar
como un virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de mamifero aislado como se proporciona
aqui. En particular, aquellos aislados viricos que tienen en general un porcentaje de identidad minimo a nivel de la
secuencia nucleotidica con un aislado de MPV prototipo como se proporciona aqui de 81 para L y M, 83 para N y/o
82 para F son miembros del grupo de aislados de MPV como se proporciona aqui. A nivel de aminoacidos, este
porcentaje es 91 para L y N, 94 para M, y/o 95 para F. Cuando el porcentaje de homologia de secuencia de
aminoacidos para un aislado virico dado es mayor que 90 para L y N, 93 para M, o 94 para F, el aislado virico es
similar al grupo de aislados de MPV presentados en la figura 5. Cuando el porcentaje de homologia de secuencia de
aminoacidos para un aislado virico dado es mayor que 94 para L, 95 para N 0 97 para M y F, el aislado virico puede
identificarse como perteneciente a uno de los agrupamientos genotipicos representados en la figura 5. Se deberia
sefialar que estos porcentajes de homologia, mediante los cuales se definen los agrupamientos genéticos, son
similares al grado de homologia encontrado entre agrupamientos genéticos en los genes correspondientes de RSV.

De forma breve, la invencion proporciona un virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de
mamifero aislado (MPV) que pertenece a la subfamilia Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae e identificable
como correspondiente filogenéticamente al género Metapneumovirus determinando una secuencia de acido nucleico
de un fragmento adecuado del genoma de dicho virus y ensayandolo en analisis de arboles filogenéticos en los que
se generan arboles de verosimilitud maxima usando 100 bootstraps y 3 salteados, y encontrando que corresponde
filogenéticamente de forma mas préxima a un aislado virico depositado como 1-2614 con CNCM, Paris, que el que
corresponde a un aislado virico de pneumovirus aviar (APV) también conocido como virus de rinotraqueitis del pavo
(TRTV), el agente etioldgico de la rinotraqueitis aviar.

Los fragmentos gendémicos de acido nucleico adecuados, utiles cada uno para tales analisis de arboles filogenéticos,
son, por ejemplo, cualquiera de los fragmentos de RAP-PCR 1 a 10 como se describen aqui en la descripcion
detallada, que conducen a los diversos analisis de arboles filogenéticos como se describen aqui en las figuras 4 6 5.
Los analisis de arboles filogenéticos de los genes de nucleoproteina (N), fosforoproteina (P), proteina de la matriz
(M) y proteina de fusién (F) de MPV revelaron el grado mas elevado de homologia de secuencia con APV serotipo
C, el pneumovirus aviar encontrado principalmente en los pajaros en los Estados Unidos de América.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona un virus de ARN monocatenario de sentido negativo
esencialmente de mamifero aislado (MPV) que pertenece a la subfamilia Pneumovirinae de la familia
Paramyxoviridae e identificable como correspondiente filogenéticamente al género Metapneumovirus determinando
una secuencia de acido nucleico de un fragmento adecuado del genoma de dicho virus y ensayandola en analisis de
arboles filogenéticos en los que se generan arboles de verosimilitud maxima usando 100 bootstraps y 3 salteados, y
encontrando que corresponde filogenéticamente de forma mas préxima a un aislado virico depositado como 1-2614
con CNCM, Paris, que el que corresponde a un aislado virico de pneumovirus aviar (APV), también conocido como
virus de rinotraqueitis del pavo (TRTV), el agente etiolégico de la rinotraqueitis aviar, en el que dicho fragmento
comprende un marco de lectura abierto que codifica una proteina virica de dicho virus.

Un marco de lectura abierto (ORF) adecuado comprende el ORF que codifica la proteina N. Cuando se encuentra
una identidad de aminoacidos global de al menos 91%, preferiblemente de al menos 95% de la proteina N analizada
con la proteina N del aislado 1-2614, el aislado virico analizado comprende un aislado de MPV preferido segun la
invencion. Como se muestra, el primer gen en el mapa genémico de MPV codifica una proteina de 394 aminoacidos
(aa), y muestra una amplia homologia con la proteina N de otros pneumovirus. La longitud del ORF de N es idéntica
a la longitud del ORF de N de APV-C (Tabla 5), y es mas pequeiia que aquella de otros paramixovirus (Barr et al.,
1991). El analisis de la secuencia de aminoacidos revel6 la homologia mas elevada con APV-C (88%), y solo 7-11%
con otros paramixovirus (Tabla 6).

Barr et al (1991) identificaron 3 regiones de similitud entre virus que pertenecen al orden Mononegavirales: A, By C
(Figura 8). Aunque las similitudes son las mas elevadas dentro de la familia virica, estas regiones estan muy
conservadas entre familias viricas. En las tres regiones, MPV revel6 una identidad de secuencia de aa de 97% con
APV-C, 89% con APV-B, 92 con APV-A, y 66-73% con RSV y PVM. La region entre los restos de aa 160 y 340
parece que esta muy conservada entre los metapneumovirus y en cierto modo en menor grado los Pneumovirinae
(Miyahara et al.,, 1992; Li et al.,, 1996; Barr et al., 1991). Esto estd de acuerdo con que MPV sea un
metapneumovirus, mostrando esta region particular una similitud de 99% con APV C.

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que codifica la
proteina P. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 70%, preferiblemente de al
menos 85% de la proteina P analizada con la proteina P del aislado |-2614, el aislado virico analizado comprende un
aislado de MPV preferido segun la invencion. El segundo ORF en el mapa gendmico codifica una proteina de 294
aa, que comparte una homologia de secuencia de aa de 68% con la proteina P de APV-C, y sélo 22-26% con la
proteina P de RSV (Tabla 6). El gen P de MPV contiene un ORF sustancial, y a este respecto es similar a P
procedente de muchos otros paramixovirus (revisado en Lamb y Kolakofsky, 1996; Sedimeier et al., 1998). En
contraste con APV Ay B y PVM, y similar a RSV y APV-C, el ORF de P de MPV carece de restos de cisteina. Ling
(1995) sugirid6 que una region de elevada similitud entre todos los pneumovirus (aa 185-241) desempefia un papel
en el proceso de sintesis del ARN o en el mantenimiento de la integridad estructural del complejo de la
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nucleocapside. Esta region de similitud elevada también se encuentra en MPV (Figura 9) especificamente cuando se
tienen en cuenta las sustituciones conservativas, mostrando una similitud de 100% con APV-C, 93% con APV-Ay B,
y aproximadamente 81% con RSV. El término C de la proteina P de MPV es rico en restos de glutamato, como se ha
descrito para los APVs (Ling et al., 1995).

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que codifica la
proteina M. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 94%, preferiblemente de al
menos 97% de la proteina M analizada con la proteina M del aislado 1-2614, el aislado virico analizado comprende
un aislado de MPV preferido segun la invencion. El tercer ORF del genoma de MPV codifica una proteina de 254 aa,
que se asemeja a los ORFs de M de otros pneumovirus. El ORF de M de MPV tiene exactamente el mismo tamafio
que los ORFs de M de otros metapneumovirus (Tabla 5), y muestra una elevada homologia de secuencia de aa con
las proteinas de la matriz de APV (76-87%), menor homologia con las de RSV y PVM (37-38%) y 10% o menos de
homologia con las de otros paramixovirus (Tabla 6). Easton (1997) comparo las secuencias de las proteinas de la
matriz de todos los pneumovirus y encontré un hexapéptido conservado en el resto 14 a 19 que también esta
conservado en MPV (Figura 10). Para RSV, PVM y APV, se han identificado ORFs secundarios pequefios dentro o
que solapan con el ORF principal de M (52 aa 'y 51 aa en bRSV, 75 aa en RSV, 46 aa en PVM y 51 aa en APV) (Yu
et al., 1992; Easton et al., 1997; Samal et al., 1991; Satake et al., 1984). Se observaron dos ORFs pequefios en el
ORF de M de MPV. Se encontré un ORF pequefio de 54 restos de aa dentro del ORF de M principal, comenzando
en el nucleotido 2281, y se encontré6 un ORF pequefio de 33 restos de aa que solapa con el ORF principal de M,
comenzando en el nucledtido 2893 (datos no mostrados). Similar a los ORFs secundarios de RSV y APV, no hay
homologia significativa entre estos ORFs secundarios y los ORFs secundarios de los otros pneumovirus, y faltan las
sefiales de comienzo y de parada aparentes. Ademas, no se han dado a conocer pruebas de la sintesis de proteinas
correspondiente a estos ORFs secundarios de APV y RSV.

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que codifica la
proteina F. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 95%, preferiblemente de al
menos 97% de la proteina F analizada con la proteina F del aislado 1-2614, el aislado virico analizado comprende un
aislado de MPV preferido segun la invencion. EI ORF de F de MPV esta situado adyacente al ORF de M, que es
caracteristico para los miembros del género Metapneumovirus. El gen F de MPV codifica una proteina de 539 aa,
que es dos restos de aa mas larga que F de APV-C (Tabla 5). El analisis de la secuencia de aa reveld una
homologia de 81% con APV-C, 67% con APV-A y B, 33-39% con las proteinas F de pneumovirus, y solo 10-18%
con otros paramixovirus (Tabla 6). Uno de los rasgos conservados entre proteinas F de paramixovirus, y también
observado en MPV, es la distribucion de los restos de cisteina (Morrison, 1988; Yu et al., 1991). Los
metapneumovirus comparten 12 restos de cisteina en F1 (7 estan conservados entre todos los paramixovirus), y dos
en F2 (1 esta conservado entre todos los paramixovirus). De los 3 sitios de glucosilacion enlazados mediante N
potenciales presentes en el ORF de F de MPV, ninguno esta compartido con RSV, y dos (posicién 66 y 389) estan
compartidos con APV. El tercer sitio de glucosilacion enlazado mediante N potencial, Unico, para MPV esta situado
en la posicion 206 (Figura 11). A pesar de la baja homologia de secuencia con otros paramixovirus, la proteina F de
MPV reveld caracteristicas de proteina de fusion tipicas consistentes con las descritas para las proteinas F y otros
miembros de la familia Paramyxoviridae (Morrison, 1988). Las proteinas F de los miembros de Paramyxoviridae se
sintetizan como precursores inactivos (FO) que se escinden mediante proteasas de células hospedantes que
generan subunidades F2 aminoterminales y grandes subunidades F1 carboxiterminales. El sitio de escision
propuesto (Collins et al., 1996) esta conservado entre todos los miembros de la familia Paramyxoviridae. El sitio de
escision de MPV contiene los restos RQSR. Ambos restos de arginina (R) estan compartidos con APV y RSV, pero
los restos de glutamina (Q) y serina (S) estan compartidos con otros paramixovirus tales como el virus de la
parainfluenza humana tipo 1, el virus de Sendai y los morbilivirus (datos no mostrados). Se piensa que la region
hidréfoba en el término amino de F1 funciona como el dominio de fusién de membrana, y muestra una elevada
similitud de secuencia entre paramixovirus y morbilivirus, y en menor grado los pneumovirus (Morrison, 1988). Estos
26 restos (posicion 137-163, Figura 11) estan conservados entre MPV y APV-C, lo que esta de acuerdo con que
esta region esté muy conservada entre los metapneumovirus (Naylor et al., 1998; Seal et al., 2000).

Como se observa para las subunidades F2 de APV y otros paramixovirus, MPV revel6 una supresion de 22 restos
de aa en comparaciéon con RSV (posicion 107-128, Figura 11). Ademas, para RSV y APV, se encontré que el
péptido sefial y el dominio de anclaje estan conservados dentro de los subtipos y presentaron una elevada
variabilidad entre los subtipos (Plows et al., 1995; Naylor et al., 1998). El péptido sefial de MPV (aa 10-35, Figura 11)
en el término amino de F2 presenta cierta similitud de secuencia con APV-C (18 de 26 restos de aa son similares) y
menor conservacion con otros APVs o RSV. Se observa mucha mas variabilidad en el dominio de anclaje de la
membrana en el término carboxi de F1, aunque todavia se observa cierta homologia con APV-C.

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que codifica la
proteina M2. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 85%, preferiblemente de al
menos 90% de la proteina M2 analizada con la proteina M2 del aislado 1-2614, el aislado virico analizado comprende
un aislado de MPV preferido segun la invencion. El gen M2 es Unico para los Pneumovirinae, y se han observado
dos ORFs solapantes en todos los pneumovirus. El primer ORF principal representa la proteina M2-1, que potencia
la procesabilidad de la polimerasa virica (Collins et al., 1995; Collins, 1996) y su lectura de las regiones intergénicas
(Hardy et al., 1998; Fearns et al., 1999). El gen M2-1 para MPV, situado adyacente al gen F, codifica una proteina de
187 aa (Tabla 5), y revela la homologia mas elevada (84%) con M2-1 de APV-C (Tabla 6). La comparacion de todas
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las proteinas M2-1 pneumoviricas revelo la mayor conservacion en la mitad aminoterminal de la proteina (Collins et
al., 1990; Zamora et al., 1992; Ahmadian et al., 1999), lo que esta de acuerdo con la observacién de que MPV
presenta una similitud de 100% con APV-C en los primeros 80 restos de aa de la proteina (Figura 12A). La proteina
M2-1 de MPV contiene 3 restos de cisteina situados en los primeros 30 restos de aa que estan conservados entre
todos los pneumovirus. Tal concentracion de cisteinas se encuentra frecuentemente en proteinas de unién a cinc
(Ahmadian et al., 1991; Cuesta et al., 2000).

Los ORFs secundarios (M2-2) que solapan con los ORFs de M2-1 de los pneumovirus estan conservados en
localizacion pero no en secuencia, y se piensa que estan implicados en el control del intercambio entre la replicacion
y la transcripcion del ARN virico (Collins et al., 1985; Elango et al., 1985; Baybutt et al., 1987; Collins et al., 1990;
Ling et al., 1992; Zamora et al., 1992; Alansari et al., 1994; Ahmadian et al., 1999; Bermingham et al., 1999). Para
MPV, el ORF de M2-2 comienza en el nucledtido 512 en el ORF de M2-1 (Figura 7), que es exactamente la misma
posicién de partida que para APV-C. La longitud de los ORFs de M2-2 es la misma para APV-C y MPV. 71 restos de
aa (Tabla 5). La comparacion de secuencias del ORF de M2-2 (Figura 12B) revelé una homologia de secuencia de
aa de 56% entre MPV y APV-C, y sélo una homologia de secuencia de aa de 26-27% entre MPV y APV-A y B (Tabla
6).

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que codifica la
proteina L. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 91%, preferiblemente de al
menos 95% de la proteina L analizada con la proteina L del aislado 1-2614, el aislado virico analizado comprende un
aislado de MPV preferido segun la invencién. En analogia con otros virus de hebra negativa, el ultimo ORF del
genoma de MPV es un componente de ARN polimerasa dependiente de ARN de los complejos de replicacion y
transcripcion. El gen L de MPV codifica una proteina de 2005 aa, que es 1 resto mas larga que la proteina de APV-A
(Tabla 5). La proteina L de MPV comparte una homologia de 64% con APV-A, 42-44% con RSV, y
aproximadamente 13% con otros paramixovirus (Tabla 6). Poch et al. (1989; 1990) identificaron seis dominios
conservados dentro de las proteinas L de virus de ARN de hebra negativa no segmentados, a partir de los cuales el
dominio Il contenia los cuatro motivos de polimerasa nuclear que se piensa que son esenciales para la funcion de la
polimerasa. Estos motivos (A, B, C y D) estan bien conservados en la proteina L de MPV: en los motivos A, By C:
MPV comparte una similitud de 100% con todos los pneumovirus, y en el motivo D: MPV comparte una similitud de
100% con APV y 92% con los RSVs. Para todo el dominio Il (aa 625-847 en el ORF de L), MPV comparte una
identidad de 83% con APV, 67-68% con RSV, y 26-30% con otros paramixovirus (Figura 15). Ademas de los motivos
de polimerasa, las proteinas L de pneumovirus contienen una secuencia que se conforma a un motivo de unién de
ATP de consenso K(X)21GEGAGN(X)2K (Stec, 1991). EI ORF de L de MPV contiene un motivo similar como APV,
en el que el espaciamiento de los restos intermedios esta apagado por uno: K(X)22GEGAGN(X)19 K.

Un marco de lectura abierto (ORF) adecuado muy preferido, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que
codifica la proteina SH. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 30%,
preferiblemente de al menos 50%, mas preferiblemente de al menos 75% de la proteina SH analizada con la
proteina SH de aislado [-2614, el aislado virico analizado comprende un aislado de MPV preferido segun la
invencion. El gen situado adyacente a M2 de MPV codifica una proteina de 183 aa (Figura 7). El analisis de la
secuencia nucleotidica y su secuencia de aminoacidos deducida no revel6 homologia deducible con otros genes o
productos génicos de virus de ARN. El ORF de SH de MPV es el ORF de SH mas largo conocido hasta la fecha
(Tabla 5). La composicion de los restos de aa del ORF de SH es relativamente similar a la de APV, RSV y PVM, con
un porcentaje elevado de treonina y serina (22%, 18%, 19%, 20,0%, 21% y 28% de contenido de serina/treonina
para MPV, APV, RSV A, RSV B, bRSV y PVM respectivamente). EIl ORF de SH de MPV contiene 10 restos de
cisteina, mientras que SH de APV contiene 16 restos de cisteina. Todos los pneumovirus tienen nimeros similares
de sitios potenciales de N-glucosilacion (MPV 2, APV 1, RSV 2, bRSV 3, PVM 4).

Los perfiles de hidrofobia de la proteina SH de MPV y SH de APV y RSV revelaron caracteristicas estructurales
similares (Figura 13B). Los ORFs de SH de APV y MPV tienen un término N hidrdéfilo (aa 1-30), un dominio hidréfobo
central (aa 30-53) que puede servir como un dominio de expansion de membrana potencial, un segundo dominio
hidréfobo alrededor del resto 160, y un término C hidrofilo. Por el contrario, SH de RSV parece que carece de la
mitad C-terminal de los ORFs de APV y MPV. En todas las proteinas SH de los pneumovirus, el dominio hidréfobo
esta flanqueado por aminoacidos basicos, que también se encuentran en el ORF de SH para MPV (aa 29 y 54).

Otro marco de lectura abierto (ORF) adecuado muy preferido, util en analisis filogenéticos, comprende el ORF que
codifica la proteina G. Cuando se encuentra una identidad de aminoacidos global de al menos 30%, preferiblemente
de al menos 50%, mas preferiblemente de al menos 75% de la proteina G analizada con la proteina G del aislado I-
2614, el aislado virico analizado comprende un aislado de MPV preferido segun la invencion. El ORF de G de MPV
esta situado adyacente al gen SH, y codifica una proteina de 236 aminoacidos. Se encuentra un pequefio ORF
secundario inmediatamente después de este ORF, que codifica potencialmente 68 restos de aa (pos. 6973-7179),
pero que carece de un codoén de partida. Un tercer ORF principal, en un marco de lectura diferente, de 194 restos de
aa (fragmento 4, Figura 7) solapa con ambos de estos ORFs, pero también carece de un coddén de partida
(nucleotido 6416-7000). Este ORF principal es seguido de un cuarto ORF en el mismo marco de lectura (nt 7001-
7198), que codifica posiblemente 65 restos de aa pero que nuevamente carece de un codén de partida. Finalmente,
se encuentra un ORF potencial de 97 restos de aa (pero que carece de un coddn de partida) en el tercer marco de
lectura (nt 6444-6737, Figura 1). A diferencia del primer ORF, los otros ORFs no tienen secuencias aparentes de
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comienzo génico o de terminacion génica (véase mas abajo). Aunque el ORF de G de 236 restos de aa representa
probablemente al menos una parte de la proteina de unién de MPV, no se puede excluir que las secuencias
codificantes adicionales se expresen como proteinas separadas o como parte de la proteina de unién a través de
algun suceso de edicion del ARN. Se deberia observar que para APV y RSV, no se han identificado ORFs
secundarios después del ORF de G primario, sino que tanto APV como RSV tienen ORFs secundarios dentro del
OREF principal de G. Sin embargo, faltan pruebas para la expresion de estos ORFs, y no hay homologia entre las
secuencias de aa predichas para diferentes virus (Ling et al., 1992). Los ORFs secundarios en G de MPV no revelan
caracteristicas de otras proteinas G, y el hecho de que se expresen los ORFs adicionales necesita una investigacion
adicional. Los analisis de BLAST con los cuatro ORFs no revel6 homologia discernible a nivel de la secuencia
nucleotidica o de aa con otros genes o productos génicos viricos conocidos. Esto esta de acuerdo con las bajas
homologias de secuencia encontradas para otras proteinas G tales como hRSV Ay B (53%) (Johnson et al., 1987) y
APV Ay B (38%) (Juhasz et al., 1994). Mientras que la mayoria de los ORFs de MPV se asemejan a los de APV
tanto en longitud como en secuencia, el ORF de G de MPV es considerablemente mas pequefio que el ORF de G de
APV (Tabla 5). La secuencia de aa reveld un contenido de serina y treonina de 34%, que es incluso mayor que el
32% para RSV y 24% para APV. El ORF de G también contiene 8,5% de restos de prolina, que es mayor que el 8%
para RSV y 7% para APV. La abundancia inusual de restos de prolina en las proteinas G de APV, RSV y MPV
también se ha observado en glucoproteinas de origen mucinoso, en las que es un determinante principal de la
estructura tridimensional de las proteinas (Collins et al., 1983; Wertz et al., 1985; Jentoft, 1990).

El nimero de sitios potenciales de glucosilacion enlazados mediante N en G de MPV es similar a otros pneumovirus:
MPV tiene 5, mientras que hRSV tiene 7, bRSV tiene 5, y APV tiene 3 a 5.

El perfil de hidrofobia predicho de G de MPV reveld caracteristicas similares a los otros pneumovirus. El término
amino contiene una region hidréfila seguida de un area hidrofoba corta (aa 33-53) y un término carboxi
principalmente hidréfilo (Figura 14B). Esta organizacion global es consistente con la de una proteina
transmembranica tipo Il anclada, y corresponde bien con estas regiones en la proteina G de APV y RSV. El ORF de
G de MPV contiene solo 1 resto de cisteina, en contraste con RSV y APV (5 y 20, respectivamente).

Segun los analisis seroldgicos clasicos como por ejemplo conocidos de Francki, R.I.B., Fauquet, C.M., Knudson,
D.L., y Brown, F., Classification and nomenclature of viruses. Fifth report of the international Committee on
Taxonomy of Viruses. Arch Virol, 1991. Suplemento 2: p. 140-144, un aislado de MPV es también identificable como
perteneciente a un serotipo como se proporciona aqui, definiéndose en base a su peculiaridad inmunoldgica, segin
se determina mediante neutralizacién cuantitativa con antisueros de animal (obtenidos, por ejemplo, de hurones o
cobayas como se proporciona en la descripcion detallada). Tal serotipo no tiene reaccion cruzada con otros, o
muestra una relaciéon de titulo homdlogo a heterélogo >16 en ambas direcciones. Si la neutralizacion muestra un
cierto grado de reaccion cruzada entre dos virus en una de las dos direcciones o en ambas direcciones (relacion de
titulo homologo a heterdlogo de ocho o 16), se supone una cualidad distintiva del serotipo si existen diferencias
biofisicas/bioquimicas de los ADN. Si la neutralizacion muestra un grado distinto de reaccion cruzada entre dos virus
en una o ambas direcciones (relacion de titulo homdlogo a heterélogo menor que ocho), se supone identidad de
serotipo de los aislados bajo estudio. Como se afirma, se proporcionan aqui aislados prototipicos utiles, tales como
el aislado 1-2614, también conocido aqui como aislado 00-1 de MPV.

Una clasificacion adicional de un virus como un virus de ARN monocatenario de sentido negativo esencialmente de
mamifero aislado como se proporciona aqui se puede hacer en base a la homologia de las proteinas G y/o SH.
Cuando en general la identidad de secuencia de aminoacidos global entre los ORFs de N, P, M, F, M2 y L de APV
(aislado de pajaros) y de MPV (aislado de seres humanos) fue 64 a 88%, y también se encontré6 homologia de
secuencia nucleotidica entre las regiones no codificantes de los genomas de APV y MPV, no se encontrd
esencialmente ninguna homologia de secuencia de aminoacidos discernible entre dos de los ORFs del aislado
humano (MPV) y cualquiera de los ORFs de otros paramixovirus. El contenido de aminoacidos, los perfiles de
hidrofobia y la localizacion de estos ORFs en el genoma virico muestran que representan analogos de proteinas G y
SH. La homologia de secuencia entre APV y MPV, su organizacién genémica similar (3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L,5’), asi
como los analisis filogenéticos, proporcionan pruebas adicionales para la clasificacion propuesta de MPV como el
primer metapneumovirus de mamifero. De este modo, por ejemplo, se identifican nuevos aislados de MPV como
tales mediante aislamiento y caracterizacion virica en células tMK u otras células, mediante RT-PCR y/o analisis de
secuencia seguido de analisis de arboles filogenéticos, y mediante técnicas serolégicas tales como ensayos de
neutralizacion de virus, ensayos de inmunofluorescencia indirecta, ensayos de inmunofluorescencia directa, analisis
de FACs u ofras técnicas inmunolégicas. Preferiblemente, estas técnicas estan dirigidas a los analogos de las
proteinas SH y/o G.

Por ejemplo, la invenciéon proporciona aqui un método para identificar aislados adicionales de MPV como se
proporcionan aqui, comprendiendo el método inocular un cobaya o hurén esencialmente no infectado con MPV o
libre de patégenos especificos (en la descripcion detallada, también es posible que el animal se inocule
intranasalmente mediante otras vias de inoculacion tales como la inoculacién intramuscular o intradérmica, y usando
algun otro animal experimental) con el aislado prototipico 1-2614 o aislados relacionados. Los sueros se recogen del
animal en el dia cero, dos semanas y tres semanas después de la inoculacion. El animal especificamente
seroconvertido se mide en el ensayo de neutralizacion virica (VN) e IFA indirecto contra el aislado respectivo |-2614,
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y los sueros procedentes del animal seroconvertido se usan en la deteccién inmunoldgica de dichos aislados
adicionales.

Como ejemplo, la invencion proporciona la caracterizacion de un nuevo miembro en la familia de Paramyxoviridae,
un metapneumovirus humano o virus semejante a metapneumovirus (puesto que su taxonomia final espera
discusion mediante un comité de taxonomia virica, el MPV se describe aqui por ejemplo como correspondiente
taxonémicamente a APV) (MPV) que puede provocar RTI grave en seres humanos. Los signos clinicos de la
enfermedad provocada por MPV son esencialmente similares a los provocados por hRSV, tal como tos, mialgia,
vomitos, fiebre, bronquiolitis 0 neumonia, posible conjuntivitis, o combinaciones de los mismos. Como se observa
con nifios infectados por hRSV, especificamente los nifilos muy jovenes pueden requerir hospitalizacion. Como
ejemplo, se proporciona aqui un MPV que se depositd el 19 de enero de 2001 como 1-2614 con CNCM, Institute
Pasteur, Paris, o un aislado virico que corresponde filogenéticamente con él. De este modo, la invencion
proporciona un virus que comprende un acido nucleico o fragmento funcional filogenéticamente correspondiente a
una secuencia de acido nucleico mostrada en las figuras 6a, 6b, 6¢c, o estructuralmente correspondiente con él. En
particular, la invencién proporciona un virus caracterizado porque, después de ensayarlo en andlisis de arboles
filogenéticos en los que se generan arboles de verosimilitud maxima usando 100 bootstraps y 3 salteados, se
encuentra que es filogenéticamente correspondiente de forma mas préxima a un aislado virico depositado como I-
2614 con CNCM, Paris, que su relaciéon con un aislado virico de pneumovirus aviar (APV) también conocido como
virus de rinotraqueitis del pavo (TRTV), el agente etioldgico de la rinotraqueitis aviar. Es particularmente Gtil usar un
aislado virico de AVP-C como grupo externo en dichos analisis de arboles filogenéticos, siendo el virus relacionado
mas proximo, aunque es un virus esencialmente no de mamifero.

Se propone que el nuevo virus humano se denomine metapneumovirus humano o virus semejante a
metapneumovirus (MPV) basado en varias observaciones. El andlisis de EM revel6 particulas semejantes a
paramixovirus. Consistente con la clasificacion, MPV parecié ser sensible al tratamiento con cloroformo. MPV se
cultiva 6ptimamente en células tMK, y depende de tripsina. Los sintomas clinicos causados por MPV, asi como el
CPE tipico y la falta de actividad hemoaglutinante, sugieren que este virus esta estrechamente relacionado con
hRSV. A%nque la mayoria de los paramixovirus tienen actividad hemoaglutinante, la mayoria de los pneumovirus no
la tienen .

Como ejemplo, la invencion proporciona un paramixovirus previamente no identificado procedente de muestras de
aspirado nasofaringeo tomadas de 28 nifios que sufren RTI grave. Los sintomas clinicos de estos nifios fueron muy
similares a los provocados por hRSV. Veintisiete de los pacientes fueron nifios por debajo de la edad de cinco afios,
y la mitad de estos tuvieron entre 1 y 12 meses de edad. El otro paciente tuvo 18 afios de edad. Todos los individuos
sufrieron RTI superior, con los sintomas oscilando desde tos, mialgia, vomito y fiebre hasta bronquiolitis y neumonia
grave. La mayoria de estos pacientes fueron hospitalizados durante una a dos semanas.

Los aislados viricos de estos pacientes tuvieron la morfologia paramixovirica en microscopia electronica de
contraste negativo, pero no reaccionaron con antisueros especificos contra paramixovirus humanos y animales
conocidos. Todos estuvieron estrechamente relacionados entre si, segin se determina mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) con sueros provocados contra dos de los aislados. Los analisis de secuencia de
nuevo de estos aislados revelaron que el virus esta relacionado en cierto modo con APV. Basandose en los datos
viroldgicos, la homologia de secuencia asi como la organizacion genémica propuesta es que el virus es un miembro
del género Metapneumovirus. Los estudios serolégicos mostraron que este virus es un patogeno relativamente
comun, puesto que la seroprevalencia en los Paises Bajos se aproxima al 100% de seres humanos hacia la edad de
cinco afos. Ademas, se encontré que la seroprevalencia fue igualmente elevada en sueros recogidos de seres
humanos en 1958, indicando que este virus ha estado circulando en la poblacién humana durante mas de 40 ainos.
La identificacion de este nuevo miembro propuesto del género Metapneumovirus también proporciona ahora el
desarrollo de medios y métodos para ensayos de diagndstico o kits de ensayo y vacunas o composiciones séricas o
de anticuerpos para infecciones viricas del aparato respiratorio, y para métodos para ensayar o cribar agentes
antiviricos utiles en el tratamiento de infecciones por MPV.

Hasta aqui, la invencién proporciona, entre otros, un acido nucleico aislado o recombinante, o fragmento funcional
especifico de virus del mismo, obtenible de un virus segun la invencién. En particular, la invencion proporciona
cebadores y/o sondas adecuados para identificar un acido nucleico de MPV.

Ademas, la invencion proporciona un vector que comprende un acido nucleico segun la invencion. Para empezar, se
proporcionan vectores tales como vectores plasmidicos que contienen (partes de) el genoma de MPV, vectores
viricos que contienen (partes de) el genoma de MPV (por ejemplo, pero sin limitarse a otros paramixovirus, virus de
la vacuna, retrovirus, baculovirus), o MPV que contiene (partes de) el genoma de otros virus u otros patégenos.
Ademas, se ha descrito un nimero de técnicas genéticas inversas para la generacion de virus de hebra negativa
recombinantes, basandose en dos parametros criticos. En primer lugar, la produccién de tal virus se basa en la
replicacion de una copia parcial o de longitud completa del genoma de ARN virico (VRNA) de sentido negativo o una
copia complementaria del mismo (cCRNA). Este vVRNA o cRNA se puede aislar de virus infeccioso, producido con la
transcripcion in vitro, o producido en células con la transfeccion de acidos nucleicos. En segundo lugar, la
produccion de virus de hebra negativa recombinante se basa en un complejo de polimerasa funcional. Tipicamente,
el complejo de polimerasa de los pneumovirus consiste en las proteinas N, P, L y posiblemente M2, pero no esta
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necesariamente limitado a ello. Los complejos de polimerasa o sus componentes se pueden aislar de particulas
viricas, se pueden aislar de células que expresan uno o mas de los componentes, o se pueden producir con la
transfeccion de vectores de expresion especificos.

Se pueden obtener copias infecciosas de MPV cuando el vVRNA, cRNA, o los vectores que expresan estos RNAs
mencionados  anteriormente  se replican mediante el complejo de polimerasa mencionado
anteriormente'®'"1819202122 parg |g generacion de minireplicones o un sistema genético inverso para generar una
copia de longitud completa que comprende la mayoria o todo el genoma de MPV, es suficiente usar secuencias de
acido nucleico de extremo 3’ y/o extremo 5 obtenibles, por ejemplo, de APV (Randhawa et al., 1997) o del propio
MPV.

También, la invencion proporciona una célula hospedante que comprende un acido nucleico o un vector segun la
invencion. Los vectores plasmidicos o viricos que contienen los componentes de polimerasa de MPV
(presumiblemente N, P, L y M2, pero no necesariamente limitado a ellos) se generan en células procariotas para la
expresion de los componentes en tipos celulares relevantes (bacterias, células de insectos, células eucariotas). Los
vectores plasmidicos o viricos que contienen copias de longitud completa o parciales del genoma de MPV se
generaran en células procariotas para la expresion in vitro o in vivo de acidos nucleicos viricos. Estos ultimos
vectores pueden contener otras secuencias viricas para la generacion de virus quiméricos o proteinas viricas
quiméricas, pueden carecer de partes del genoma virico para la generacion de virus defectuosos para la replicacion,
y pueden contener mutaciones, supresiones o inserciones para la generacion de virus atenuados.

Las copias infecciosas de MPV (sean de tipo salvaje, atenuada, defectuosa para la replicacién o quimérica) se
pueden producir con la coexpresion de los componentes de polimerasa segun tecnologias del estado de la técnica
descritas anteriormente.

Ademas, se pueden usar células eucariotas, que expresan transitoria o establemente una o mas proteinas de MPV
parciales o de longitud completa. Tales células se pueden obtener mediante transfeccion (proteinas o vectores de
acido nucleico), infeccidon (vectores viricos) o transduccién (vectores viricos), y pueden ser utiles para la
complementacion de virus mencionados de tipo salvaje, atenuados, defectuosos para la replicacion, o quiméricos.

Un virus quimérico puede ser de uso particular para la generacion de vacunas recombinantes que protegen frente a
dos o mas virus®>?*?®, Por ejemplo, se puede prever que un vector virico de MPV que expresa una o mas proteinas
de RSV, o un vector de RSV que expresa una o mas proteinas de MPV, protegera a individuos vacunados con tal
vector frente a ambas infecciones viricas. Un enfoque similar se puede prever para PI3 u otros paramixovirus. Los
virus atenuados y defectuosos para la replicacion pueden ser de uso para fines de vacunacion con vacunas vivas,
como se ha sugerido para otros virus®2®.

En una realizacién preferida, la invenciéon proporciona una molécula proteinosa o proteina virica especifica de
metapneumovirus o fragmento funcional de la misma codificada por un acido nucleico segun la invencion. Las
moléculas proteinosas utiles derivan, por ejemplo, de cualquiera de los genes o fragmentos genémicos derivables de
un virus segun la invencion. Tales moléculas, o fragmentos antigénicos de ellas, como se proporcionan aqui, son
utiles por ejemplo en métodos o kits de diagndstico y en composiciones farmacéuticas tales como vacunas
subunitarias. Son particularmente utiles la proteina F, SH y/o G, o sus fragmentos antigénicos, para la inclusion
como antigeno o inmunoégeno subunitario, pero también se pueden usar virus completos inactivados. También son
particularmente Utiles aquellas sustancias proteinosas que estan codificadas por fragmentos de acido nucleico
recombinante que se identifican para analisis filogenéticos, y por supuesto son preferidos aquellos que estan dentro
de los limites preferidos o metas de ORFs utiles en analisis filogenéticos, en particular para provocar anticuerpos
especificos de MPV, ya sea in vivo (por ejemplo con fines protectores o para proporcionar anticuerpos de
diagndstico) o in vitro (por ejemplo mediante tecnologia de presentacion de fagos u otra técnica util para generar
anticuerpos sintéticos).

También se proporcionan aqui anticuerpos, ya sea naturales policlonales o monoclonales, o anticuerpos sintéticos
(por ejemplo moléculas de union derivadas de librerias (fagicas)) que reaccionan especificamente con un antigeno
que comprende una molécula proteinosa o fragmento funcional especifico de MPV de la misma segun la invencién.
Tales anticuerpos son utiles en un método para identificar un aislado virico como un MPV, que comprende hacer
reaccionar dicho aislado virico o un componente del mismo con un anticuerpo como se proporciona aqui. Esto se
puede lograr, por ejemplo, usando MPV purificado o no purificado, o partes del mismo (proteinas, péptidos), usando
ELISA, RIA, FACS o formatos similares de ensayos de deteccion de antigenos (Current Protocols in Immunology).
Como alternativa, se pueden usar células infectadas o cultivos celulares para identificar antigenos viricos usando
técnicas clasicas de inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.

Otros métodos para identificar un aislado virico tal como MPV comprende hacer reaccionar dicho aislado virico o un
componente del mismo con un acido nucleico especifico de virus segun la invencion, en particular cuando dicho
virus de mamifero comprenden un virus humano.

De esta manera, la invencion proporciona un aislado virico identificable con un método segun la invenciéon como un
virus de mamifero que corresponde taxondmicamente a un virus de ARN monocatenario de sentido negativo
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identificable como perteneciente probablemente al género Metapneumovirus en la subfamilia Pneumovirinae de la
familia Paramyxoviridae.

El método es util en un método para diagnosticar virolégicamente una infeccion por MPV de un mamifero,
comprendiendo dicho método determinar por ejemplo en una muestra de dicho mamifero la presencia de un aislado
virico o componente del mismo haciendo reaccionar dicha muestra con un acido nucleico o un anticuerpo segun la
invencion. Adicionalmente se dan ejemplos en la descripcion detallada, tal como el uso de PCR (u otras técnicas de
amplificacion o hibridacion bien conocidas en la técnica), o el uso de deteccion mediante inmunofluorescencia (u
otras técnicas inmunoldgicas conocidas en la técnica).

La invencién también proporciona un método para diagnosticar serolégicamente una infeccién por MPV de un
mamifero, que comprende determinar en una muestra de dicho mamifero la presencia de un anticuerpo dirigido
especificamente contra un MPV o componente del mismo, haciendo reaccionar dicha muestra con una molécula
proteinosa o fragmento de la misma o un antigeno segun la invencion.

Los métodos y medios proporcionados aqui son particularmente utiles en un kit de diagnoéstico para diagnosticar una
infeccion por MPV, ya sea mediante diagndstico virolégico o serolégico. Tales kits o ensayos pueden comprender
por ejemplo un virus, un acido nucleico, una molécula proteinosa o fragmento de la misma, un antigeno y/o un
anticuerpo segun la invenciéon. También se proporciona el uso de un virus, un acido nucleico, una molécula
proteinosa o fragmento de la misma, un antigeno y/o un anticuerpo segun la invencion, para la produccion de una
composicion farmacéutica, por ejemplo para el tratamiento o prevencion de infecciones por MPV y/o para el
tratamiento o prevencion de enfermedades del aparato respiratorio, en particular en seres humanos. La atenuacion
del virus se puede lograr mediante métodos consolidados desarrollados para este fin, incluyendo, pero sin limitarse
a, el uso de virus relacionados de otras especies, pasadas en serie a través de animales de laboratorio o/y cultivos
tisulares/celulares, mutagénesis dirigida al sitio de clones moleculares, e intercambio de genes o fragmentos génicos
entre virus relacionados.

Una composicién farmacéutica que comprende un virus, un acido nucleico, una molécula proteinosa o fragmento de
la misma, un antigeno y/o un anticuerpo segun la invencién se puede usar por ejemplo en un método para el
tratamiento o prevencion de una infeccion por MPV y/o una enfermedad respiratoria, que comprende proporcionar a
un individuo con una composicion farmacéutica segun la invencion. Esto es lo mas util cuando dicho individuo
comprende un ser humano, especificamente cuando dicho ser humano esta por debajo de los 5 afios de edad,
puesto que los infantes y los nifios seran infectados muy probablemente por un MPV humano como se proporciona
aqui. Generalmente, en la fase aguda, los pacientes sufriran sintomas respiratorios superiores que predisponen a
otras enfermedades respiratorias y a otras enfermedades. También se puede producir una enfermedad respiratoria
inferior, predisponiendo a mas condiciones u otras condiciones mas serias.

La invencién también proporciona un método para obtener un agente antivirico Util en el tratamiento de enfermedad
del aparato respiratorio, que comprende establecer un cultivo celular o animal experimental que comprende un virus
segun la invencidn, tratar dicho cultivo o animal con un agente antivirico candidato, y determinar el efecto de dicho
agente sobre dicho virus o su infeccion de dicho cultivo o animal. Un ejemplo de tal agente antivirico comprende un
anticuerpo neutralizante de MPV, o componente funcional del mismo, como se proporciona aqui, pero igualmente se
obtienen agentes antiviricos de otra naturaleza. La invencién también proporciona el uso de un agente antivirico
segun la invencioén para la preparacion de una composicion farmacéutica, en particular para la preparacion de una
composiciéon farmacéutica para el tratamiento de enfermedad del aparato respiratorio, especificamente cuando esta
provocada por infeccion por MPV, y proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente antivirico
segun la invencion, util en un método para el tratamiento o prevencion de una infeccion por MPV o enfermedad
respiratoria, comprendiendo dicho método proporcionar a un individuo con tal composicién farmacéutica.

La invencion se explica adicionalmente en la descripcion detallada sin limitarse a ella.
Leyendas de las figuras

La figura 1A comprende la tabla 1: Porcentaje de homologia encontrado entre la secuencia de aminoacidos
del aislado 00-1 y otros miembros de los Pneumovirinae. Los porcentajes (x100) se dan para las secuencias
de aminoacidos de N, P, M, F y los fragmentos de RAP-PCR en L (8 y 9/10). Los nimeros de acceso usados
para los analisis se describen en la seccidon de materiales y métodos.

La figura 1B comprende la tabla 2: Seroprevalencia de MPV en seres humanos categorizados mediante
grupo de edad usando ensayos de inmunofluorescencia y de neutralizacion virica.

Fig. 2: Representacion esquematica del genoma de APV con la localizaciéon y sitio de los fragmentos
obtenidos con RAP-PCR y RT-PCR en el aislado virico 00-1. Los fragmentos 1 a 10 se obtuvieron usando
RAP-PCR. El fragmento A se obtuvo con un cebador en el fragmento 1 y 2 de RAP-PCR, y un cebador
disefiado basandose en el alineamiento de las secuencias lider y rastreadora de APV y RSVE. El fragmento B
se obtuvo usando cebadores disefiados en el fragmento 1 y 2 de RAP-PCR y el fragmento 3 de RAP-PCR. El
fragmento C se obtuvo con los cebadores disefiados en el fragmento 3 de RAP-PCR y el fragmento 4, 5,6 y
7 de RAP-PCR.
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Para todos los arboles filogenéticos, (figuras 3-5) las secuencias de ADN se alinearon usando el paquete de
software ClustalW y se generaron los arboles de verosimilitud maxima usando el paquete de software DNA-
ML del programa Phylip 3.5 usando 100 bootstraps y 3 salteados'®. Las secuencias previamente publicadas
que se usaron para la generacion de arboles filogenéticos estuvieron disponibles de Genbank con los
numeros de acceso: para todos los ORFs: hRSV: NC001781; bRSV: NC001989; para el ORF de F: PVM,
D11128; APV-A, D00850; APV-B, Y14292; APV-C, AF187152; para el ORF de N: PVM, D10331; APV-A,
U39295; APV-B, U39296; APV-C, AF176590; para el ORF de M: PMV,U66893; APV-A, X58639; APV-B,
U37586; APV-C, AF262571; para el ORF de P: PVM, 09649; APV-A, U22110, APV-C, AF176591. Los
analisis filogenéticos para los nueve aislados viricos diferentes de MPV se llevaron a cabo con la cepa C de
APV como grupo externo.

Abreviaturas usadas en las figuras: hRSV: RSV humano; bRSV: RSV bovino; PVM: virus de la neumonia de
ratones; APV-A, B, y C: pneumovirus aviar tipo A, By C.

Fig. 3: Comparacion de los ORFs de N, P, My F de miembros de la subfamilia Pneumovirinae y aislado virico
00-1. El alineamiento muestra la secuencia de aminoacidos de las proteinas completas N, P, My F, y las
proteinas L parciales del aislado virico 00-1. Se muestran los aminoacidos que difieren entre el aislado 00-1 'y
los otros virus, los aminoacidos idénticos se representan mediante puntos, los saltos se representan mediante
lineas discontinuas. Los numeros corresponden a las posiciones de aminoacidos en las proteinas. Los
numeros de acceso usados para los analisis se describen en la seccidon de materiales y métodos. APV-A, B o
C: pneumovirus aviar tipo A, B o C, b- o h-RSV: virus sincitial respiratorio bovino o humano, PVM: virus de la
neumonia de ratones. L8: fragmento 8 obtenido con RAP-PCR localizado en L, L9/10: consenso de fragmento
9 y 10 obtenido con RAP-PCR, situado en L. Para el alineamiento de P, no hubo secuencia de APV-B
disponible del Genebank, para el alineamiento de L, sélo estuvieron disponibles las secuencias de bRSV,
hRSV y APV-A.

Fig. 4: Analisis filogenéticos de los ORFs de N, P, M y F de miembros del género Pneumovirinae y aislado
virico 00-1. El analisis filogenético se llevd a cabo sobre secuencias viricas a partir de los siguientes genes: F
(panel A), N (panel B), M (panel C), y P (panel D). Los arboles filogenéticos se basan en analisis de
verosimilitud maxima usando 100 bootstraps y 3 salteados. La escala que representa el niumero de cambios
nucleotidicos se muestra para cada arbol.

Fig. 5: Relacion filogenética para partes de los ORFs de F (panel A), N (panel B), M (panel C) y L (panel D)
de nueve de los aislados de MPV primarios con APV-C, su pariente genéticamente mas préximo. Los arboles
filogenéticos se basan en analisis de verosimilitud maxima. La escala que representa el nimero de cambios
nucleotidicos se muestra para cada arbol. Nimeros de acceso para APV-C: panel A: D00850; panel B:
U39295; panel C: X58639; y panel D: U65312.

Fig. 6A: Informacion de secuencia nucleotidica y de aminoacidos a partir del extremo 3’ del genoma de
aislado 00-1 de MPV. Se dan los ORFs. N: ORF para nucleoproteina; P: ORF para fosfoproteina; M: ORF
para proteina de la matriz; F: ORF para proteina de fusion; GE: extremo del gen; GS: comienzo del gen.

Fig. 6B y C: Informacién de secuencia nucleotidica y de aminoacidos a partir de fragmentos obtenidos en el
gen de polimerasa (L) de aislados 00-1 de MPV. La colocacion de los fragmentos en L se basa en
homologias de proteina con APV-C (nimero de acceso U65312). El fragmento 8 traducido (Fig. 6B) esta
situado en el numero de aminoacidos 8 a 243, y el consenso de los fragmentos 9 y 10 (Fig. 6C) esta situado
en el numero de aminoacidos 1358 a 1464 del ORF de L de APV-C.

Figura 7:

Mapa gendmico del aislado 00-1 de MPV. Las posiciones nucleotidicas de los codones de partida y de
parada se indican bajo cada ORF. Las lineas dobles que cruzan el ORF de L indican la representacion
acortada del gen L. Los tres marcos de lectura debajo del mapa indican el ORF de G primario (nt 6262-6972)
y los ORFs secundarios potenciales solapantes.

Figura 8:

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos predicha de la nucleoproteina de MPV con aquellos de otros
pneumovirus. Las regiones conservadas identificadas por Barr (1991) se representan mediante cajasy A, By
C marcados. La region conservada entre pneumovirus (Li, 1996) se muestra en sombra gris. Los saltos se
representan mediante lineas discontinuas, los puntos indican las posiciones de restos de aminoacidos
idénticos en comparaciéon con MPV.

Figura 9:

Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la fosfoproteina de MPV con aquellas de otros
pneumovirus. La region de similitud elevada (Ling, 1995) esta metida en cajas, y la region rica en glutamato
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esta sombreada en gris. Los saltos se representan mediante lineas discontinuas, y los puntos indican la
posicion de los restos de aminoacidos idénticos en comparacién con MPV.

Figura 10:

Comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina de la matriz de MPV con aquellas de
otros pneumovirus. La secuencia hexapeptidica conservada (Easton, 1997) esta sombreada en gris. Los
saltos se representan mediante lineas discontinuas, y los puntos indican la posicion de los restos de
aminoacidos con respecto a MPV.

Figura 11:

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos predicha de la proteina de fusién de MPV con aquellas de otros
pneumovirus. Los restos de cisteina conservados estan encerrados en cajas, los sitios de glucosilacion
enlazados mediante N estan subrayados, el sitio de escision de FO esta doblemente subrayado, el péptido de
fusion, el péptido sefial y el dominio de anclaje de la membrana se muestran sombreados en gris. Los saltos
se representan mediante lineas discontinuas, y los puntos indican la posicion de los aminoacidos idénticos
con respecto a MPV.

Figura 12

Comparacién de la secuencia de aminoacidos de los ORFs de M2 de MPV con las de otros pneumovirus. El
alineamiento de los ORFs de M2-1 se muestra en el panel A, con el término amino conservado (Collins, 1990;
Zamora, 1999) mostrado de forma sombreada en gris. Los tres restos de cisteina conservados estan
impresos en negrita e indicados mediante #. El alineamiento de los ORFs de M2-2 se muestra en el panel B.
Los saltos se representan mediante lineas discontinuas, y los puntos indican la posicion de aminoacidos
idénticos con respecto a MPV.

Figura 13

Andlisis de las secuencias de aminoacidos del ORF de SH de MPV. (A) Secuencia de aminoacidos del ORF
de SH de MPV, estando los restos de serina y trionina sombreados en gris, los restos de cisteina en negrita, y
la region hidréfoba doblemente subrayada. Los sitios de glucosilacion enlazados mediante N potenciales
estan subrayados una sola vez. Los numeros indican las posiciones de los aminoacidos basicos que
flanquean el dominio hidréfobo. (B) Alineamiento de las graficas de hidrofobia de las proteinas SH de MPV,
APV-A y hRSV-B. Se uso6 el procedimiento de Kyte y Doolittle (1982) con una ventana de 17 aminoacidos.
Las flechas indican un fuerte dominio hidréfobo. Las posiciones en el ORF se dan en el gje X.

Figura 14

Analisis de las secuencias de aminoacidos del ORF de G de MPV. (A) Secuencia de aminoacidos del ORF de
G de MPV, estando los restos de serina, trionina y prolina sombreados en gris, el resto de cisteina esta en
negrita, y la regiéon hidréfoba esta doblemente subrayada. Los sitios de glucosilacion enlazados mediante N
potenciales estan subrayados una sola vez. (B) Alineamiento de las graficas de hidrofobia de las proteinas G
de MPV, APV-A y hRSV-B. Se us6 el procedimiento de Kyte y Doolittle (1982) con una ventana de 17
aminoacidos. Las flechas indican la region hidréfoba, y las posiciones en el ORF se dan en el gje X.

Figura 15

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de un dominio conservado del gen de polimerasa de MPV y
otros para mixovirus. El dominio Il se muestra con los cuatro motivos de polimerasa conservados (A, B, C, D)
en el dominio 1l (Poch 1998, 1999) metido en caja.

Los saltos se representan mediante lineas discontinuas, y los puntos indican la posicion de los restos de
aminoacidos idénticos con respecto a MPV. hPIV3: virus de parainfluenza humana tipo 3; SV: virus sendai;
hPIV-2: virus de parainfluenza humana tipo 2; NDV: virus de enfermedad de new castle; MV: virus del
sarampion; nipah: virus nipah.

Figura 16:

Andlisis filogenéticos de los ORFs de M2-1 y L de MPV y paramixovirus seleccionados. El ORF de M2-1 se
alined con los ORFs de M2-1 de otros miembros del género Pneumovirinae (A), y el ORF de L se aline6 con
los ORFs de L de los miembros del género pneumovirinae y otros paramixovirus seleccionados como se
describe en las leyendas de la figura 15 (B). Los arboles filogenéticos se generaron mediante analisis de
verosimilitud maxima usando 100 bootstraps y 3 salteados. La escala que representa el niumero de cambios
nucleotidicos se muestra para cada arbol. Los nimeros en los arboles representan los valores de bootstrap
basandose en los arboles de consenso.

Figura 17:
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Secuencias no codificantes del aislado 00-1 de hMPV. (A) Las secuencias no codificantes entre los ORFs y
en los términos gendémicos se muestran en el sentido positivo. De izquierda a derecha, se muestran los
codones de parada de los ORFs indicados, seguido de las secuencias no codificantes las sefiales de partida
del gen y codones de parada de los ORFs subsiguientes indicados. Los niumeros indican la primera posicion
de los codones de partida y de parada en el mapa de hMPV. Las secuencias que presentan similitud con las
sefiales de terminacion del gen publicadas estan subrayadas, y las secuencias que presentan similitud con
UAAAAAU/A/C se representan con una linea encima de la secuencia. (B) Secuencias nucleotidicas de los
términos genémicos de hMPV. Los términos gendmicos de hMPV estan alineados entre si y con aquellos de
APV. Las regiones subrayadas representan las secuencias de cebadores usadas en ensayos de RT-PCR que
se basan en las secuencias de los extremos 3’y 5’ de APV y RSV (Randhawa et al., 1997; Mink et al., 1991).
Los nucledtidos en cursiva y en negrita son parte de la sefial de partida del gen del gen N. Le: lider, Tr:
rastreador.

Figura 18:

Comparacion de dos aislados de hMPV prototipicos con APV-A y APV-C; matrices de similitud de ADN para
acidos nucleicos que codifican las diversas proteinas viricas.

Figura 19:

Comparacion dos aislados de hMPV prototipicos con APV-A y APV-C; matrices de similitud de proteinas para
las diversas proteinas viricas.

Figura 20:

Alineamiento de aminoacidos de la nucleoproteina de dos aislados de hMPV prototipicos

Figura 21:

Alineamiento de aminoacidos de la fosfoproteina de dos aislados de hMPV prototipicos

Figura 22:

Alineamiento de aminoacidos de la proteina de la matriz de dos aislados de hMPV prototipicos
Figura 23:

Alineamiento de aminoacidos de la proteina de fusion de dos aislados de hMPV prototipicos
Figura 24:

Alineamiento de aminoacidos de la proteina M2-1 de dos aislados de hMPV prototipicos

Figura 25:

Alineamiento de aminoacidos de la proteina M2-2 de dos aislados de hMPV prototipicos

Figura 26:

Alineamiento de aminoacidos de la proteina hidréfoba corta de dos aislados de hMPV prototipicos
Figura 27:

Alineamiento de aminoacidos de la glucoproteina de union de dos aislados de hMPV prototipicos
Figura 28:

Alineamiento de aminoacidos del término N de la proteina de polimerasa de dos aislados de hMPV
prototipicos

Figura 29: Resultados de los ensayos RT-PCR sobre torundas de garganta y nariz de 12 cobayas inoculados
con ned/00/01 y/o ned/99/01.

Figura 30A: Respuesta de IgG frente a ned/00/01 y ned/99/01 para cobayas infectados con ned/00/01 y
reinfectados con ned/00/01 (GP 4, 5y 6) o ned/99/01 (GP 1y 3).

Figura 30B: Respuesta de IgG frente a ned/00/01 y ned/99/01 para cobayas infectados con ned/99/01 y
reinfectados con ned/00/01 (GP 8 y 9) o con ned/99/01 (GP 10, 11, 12).

Figura 31: Especificidad del ELISA de ned/00/01 y ned/99/01 ELISA sobre sueros tomados de cobayas
infectados con ned/00/01 o ned/99/01.
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Figura 32: Respuesta de IgG media frente a ELISA de ned/00/01 y ned/99/01 de 3 cobayas infectados
homologos (00-1/00-1), 2 cobayas infectados homadlogos (99-1/99-1), 2 cobayas infectados heterélogos (99-
1/00-1) y 2 cobayas infectados heterélogos (00-1/99-1).

Figura 33: Porcentaje medio de inhibicion de APV de cobayas infectados con hMPV.

Figura 34: Titulos de neutralizacion virica de cobayas infectados con ned/00/01 y ned/99/01 frente a
ned/00/01, ned/99/01 y APV-C.

Figura 35: Resultados de ensayos de RT-PCR sobre tarugos de garganta de macacos cinomolgos inoculados
(dos veces) con ned/00/01.

Figura 36A (los dos paneles superiores):

Respuesta IgA, IgM e IgG frente a ned/00/01 de 2 macacos cinomolgos (re)infectados con ned/00/01.
Figura 36B (paneles inferiores).

Respuesta de IgG frente a APV de 2 macacos cinomolgos infectados con ned/00/01.

Figura 37: Comparacion del uso de ELISA de hMPV y el ELISA de la inhibicién de APV para la deteccion de
anticuerpos IgG en sueros humanos.

Descripcion detallada
Aislamiento y caracterizacion del virus

Desde 1980 hasta 2000 se encontraron 28 aislados viricos sin identificar procedentes de pacientes con enfermedad
respiratoria grave. Estos 28 aislados viricos sin identificar crecieron lentamente en células tMK, pobremente en
células VERO vy células A549, y no se pudieron propagar, o se propagaron muy poco, en células de fibroblastos
embrionarios de pollo o MDCK. La mayoria de estos aislados viricos indujo CPE después de tres pasadas sobre
células tMK, entre el décimo dia y el décimo cuarto. El CPE fue virtualmente indistinguible del provocado por hRSV o
hPIV en cultivos de células tMK u otras células, caracterizado por formaciéon de sincitio, después de lo cual las
células mostraron una interrupcion interna rapida, seguido de la separacion de las células de la monocapa. Las
células presentaron habitualmente (algunas veces mas tarde) CPE después de tres pasadas de virus de material
original, en el dia 10 a 14 después de la inoculacién, en cierto modo mas tarde que el CPE provocado por otros virus
tales como hRSV o hPIV.

Se usaron los sobrenadantes de células tMK infectadas para el analisis de EM, que revelé la presencia de particulas
viricas semejantes a paramixovirus que oscilan desde 150 a 600 nanometros, con proyecciones de cubierta cortas
que oscilan de 13 a 17 nanometros. ConS|stente con las propiedades bioquimicas de los virus con cubierta, tales
como los Paramyxowr/dae el tratamiento® con cloroformo o éter estandar dio como resultado una reduccion de
TCID50 >10* de la infectividad para células tMK. Los sobrenadantes de cultivos de células tMK infectados con virus
no presentaron actividad hemoaglutinante con eritrocitos de pavo, pollo y cobaya. Durante el cultivo, la replicacion
del virus parecié depender de tripsina en las células ensayadas. Estos datos viroldgicos combinados permitieron que
el nuevo virus identificado se clasificase taxonédmicamente como un miembro de la familia Paramyxoviridae.

Se aislé ARN de células tMK infectadas con 15 de los aislados viricos sin identificar para los analisis de transcripcion
inversa y reaCC|on en cadena de la polimerasa (RT-PCR) usando conjuntos de cebadores especificos para
Paramyxowrlnae hPIV 1-4, virus sedai, virus de simio tipo 5, virus de la enfermedad de New-Castle, hRSV,
morbilivirus, paperas, virus de Nipah, Hendra, Tupaia y Mapuera. Los ensayos de RT-PCR se llevaron a cabo a baja
restriccion, a fin de detectar virus potencialmente relacionados, y se usaron como controles ARN aislado de lotes
viricos homologos. Mientras que los controles disponibles reaccionaron positivamente con los cebadores especificos
de virus respectivos, los aislados viricos recientemente identificados no reaccionaron con ninguin conjunto de
cebadores, indicando que el virus no estaba estrechamente relacionado con los virus ensayados.

Se usaron dos de los sobrenadantes de cultivos de células tMK infectadas con virus para inocular cobayas y
hurones intranasalmente. Los sueros se recogieron de estos animales en el dia cero, dos semanas y tres semanas
después de la inoculacion. Los animales no presentaron sintomas clinicos, pero todos se seroconvirtieron segun se
midid en ensayos de neutralizacion virica (VN) e IFA indirecto contra los virus homodlogos. Los sueros no
reaccionaron en |IFA indirecto con ninguno de los paramixovirus conocidos descritos anteriormente ni con PVM. A
continuacion, se cribaron los aislados viricos sin identificar hasta ahora usando los sueros pre- y post infeccion de
cobayas y hurones, de los cuales 28 fueron claramente positivos mediante IFA indirecto con los sueros post
infeccion, sugiriendo que estaban serolégicamente relacionados de forma estrecha, o eran idénticos.

RAP PCR

Para obtener la informacién de secuencias en los alslados viricos desconocidos, se usé una estrategia de
amplificacién mediante PCR al azar conocida como RAP-PCR'’. Para este fin, las células tMK se infectaron con uno
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de los aislados viricos (aislado 00-1) asi como hPIV-1, que sirvi6 como control. Después de que ambos cultivos
presentaron niveles similares de CPE, el virus en los sobrenadantes de cultivo se purificaron en gradientes continuos
de sacarosa de 20-60%. Las fracciones de los gradientes se inspeccionaron en busca de particulas de tipo virico
mediante EM, y se aisl6 ARN de la fraccion que contiene aproximadamente 50% de sacarosa, en la que se
observaron nucleocapsides. Se usaron cantidades equivalentes de ARN aislado de ambas fracciones viricas para la
RAP-PCR, después de lo cual las muestras se hicieron pasar lado a lado en un gel de agarosa NuSieve al 3%.
Subsiguientemente se purificaron del gel veinte bandas presentadas diferencialmente, especificas para el virus sin
identificar, se cloraron en el plasmido pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenciaron con cebadores especificos de vectores.
Cuando se usaron estas secuencias para buscar homologias frente a secuencias en la base de datos Genbank
usando el software BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), 10 de 20 fragmentos presentaron semejanza con las
secuencias de APV/TRTV.

Estos 10 fragmentos se localizaron en los genes que codifican la nucleoproteina (N; fragmento 1y 2), la proteina de
la matriz (M; fragmento 3), la proteina de fusién (F; fragmento 4, 5, 6, 7) y la proteina de la polimerasa (L; fragmento
8, 9, 10) (Fig.2). A continuacion se disefiaron cebadores de PCR para completar la informacién de secuencia para el
extremo 3’ del genoma virico basado en nuestros fragmentos de RAP PCR asi como las secuencias lider y
trazadoras publicadas para los Pneumovirinae®. Se amplificaron tres fragmentos, de los cuales el fragmento A
abarco el extremo 3’ del marco de lectura abierto (ORF) de N, el fragmento B abarcé el ORF de la fosfoproteina (P),
y el fragmento C cerr¢ el salto entre los ORFs de M y F (Fig. 2). Los analisis de secuencias de estos tres fragmentos
reveld la ausencia de ORFs de NS1 y NS2 en el extremo 3’ del genoma virico y la colocacion del ORF de F
inmediatamente adyacente al ORF de M. Esta organizacion genémica se asemeja a la del metapneumovirus APV,
que es también consistente con la homologia de secuencia. En conjunto, las secuencias traducidas para los ORFs
de N, P, My F mostraron una media de 30-33% de homologia con los miembros del género Pneumovirus, y 66-68%
con los miembros del género Metapneumovirus. Para los ORFs de SH y G no se encontré homologia discernible con
los miembros de ninguno de los géneros. Las homologias de aminoacidos encontradas para N mostré alrededor de
40% de homologia con hRSV y 88% con APV-C, su pariente genéticamente mas proximo, como se puede deducir
por ejemplo comparando la secuencia de aminoacidos de la figura 3 con la secuencia de aminoacidos de las
proteinas N respectivas de otros virus. La secuencia de aminoacidos para P mostré una homologia de alrededor de
25% con hRSV y alrededor de 66-68% con APV-C, M mostr6 alrededor de 36-39% con hRSV y alrededor de 87-89%
con APV-C, F mostré alrededor de 40% de homologia con hRSV y alrededor de 81% con APV-C, M2-1 mostré
alrededor de 34-36% de homologia con pneumovirus y 84-86 % con APV-C, M2-2 mostré 15-17% de homologia con
pneumovirus y 56% con APV-C, y los fragmentos obtenidos en L mostraron una media de 44% con pneumovirus y
64% con APV-C.

Filogenia

Aunque las busquedas de BLAST usando secuencias nucleotidicas obtenidas del aislado virico sin identificar
revelaron homologias principalmente con miembros de Pneumovirinae, las homologias basadas en secuencias
proteicas revelaron cierta semejanza con otros paramixovirus igualmente (datos no mostrados). Como indicacion
para la relacién entre el aislado virico recientemente identificado y los miembros de la Pneumovirinae, se
construyeron arboles filogenéticos basandose en los ORFs de N, P, M y F de estos virus. En los cuatro arboles
filogenéticos, el aislado virico recientemente identificado estaba muy estrechamente relacionado con APV (Fig. 4).
De los cuatro serotipos de APV que se han descrito"!, APV serotipo C, el metapneumovirus encontrado
principalmente en pajaros en los Estados Unidos de Ameérica, mostré la semejanza mas estrecha con el virus
recientemente identificado. Sin embargo, se deberia sefialar que soélo esta disponible la informacién de secuencia
parcial para el serotipo D de APV.

Para determinar la relacion de nuestros diversos aislados viricos recientemente identificados, se construyeron
arboles filogenéticos basandose en la informacion de secuencia obtenida a partir de ocho a nueve aislados (8 para
F, 9 paraN, My L). Para este fin, se us6 RT-PCR con cebadores disefiados para amplificar fragmentos cortos en los
ORFs de N, M, F y L, que subsiguientemente se secuenciaron directamente. Los nueve aislados viricos que se
encontraron previamente que estaban relacionados en términos serolégicos (véase anteriormente) también se
encontraron genéticamente relacionados de forma muy estrecha. De hecho, los nueve aislados estaban mas
estrechamente relacionados entre si que con APV. Aunque la informacién de secuencia usada para estos arboles
filogenéticos fue limitada, parece que los nueve aislados se pueden dividir en dos grupos, agrupandose el aislado
94-1, 99-1 y 99-2 en un grupo y los otros seis aislados (94-2; 93-1; 93-2; 93-3; 93-4; 00-1) en el otro (Fig.5).

Seroprevalencia

Para estudiar la seroprevalencia de este virus en la poblacién humana, se ensayaron sueros de seres humanos en
diferentes categorias de edad mediante IFA indirecto usando células tMK infectadas con uno de los aislados viricos
sin identificar. Este analisis revel6 que el 25% de los nifios entre seis y doce meses tuvieron anticuerpos frente al
virus, y hacia la edad de cinco, casi el 100% de los nifios fueron seropositivos. En total, 56 muestras de suero
ensayadas mediante IFA indirecto se ensayaron mediante ensayo de VN. Para 51 (91%) de las muestras, los
resultados del ensayo de VN (titulo >8) coincidieron con los resultados obtenidos con IFA indirecto (titulo >32).
Cuatro muestras que se encontraron positivas en IFA fueron negativas mediante el ensayo de VN (titulo <8),
mientras que un suero reacciond negativamente en IFA (titulo <32) y positivo en el ensayo de VN (titulo 16) (tabla 2).
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IFA conducido con 72 sueros tomados de seres humanos en 1958 (oscilando las edades de 8-99 aﬁos)12'27 revelo

una prevalencia de 100%, indicando que el virus ha estado circulando en la poblacién humana durante mas de 40
afos. Ademas, se usé un numero de estos sueros en los ensayos de VN para confirmar los datos de IFA (tabla 2).

Los analisis genéticos de los genes N, M, P y F revelaron que MPV tiene una mayor homologia de secuencia con el
género recientemente propuesto Metapneumovirinae (media de 63 %) en comparacién con el género Pneumovirinae
(media de 30 %), y de este modo demuestran una organizacién gendémica similar a y que se asemeja a la de
APV/TRTV. En contraste con la organizaciéon gendmica de los RSVs (3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’), los
metapneumovirus carecen de los genes NS1 y NS2, y tienen una colocacion diferente de los genes entre My L (3’-
N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’). La falta de los ORFs entre los genes M y F en nuestros aislados viricos, y la falta de NS1y
NS2 adyacentes a N, y la elevada homologia de las secuencias de aminoacidos encontrada con APV son las
razones para proponer la clasificacion de MPV aislado de seres humanos como un primer miembro del género
Metapneumovirus de mamifero, en particular de origen humano.

Los analisis filogenéticos revelaron que los nueve aislados de MPV a partir de los cuales se obtuvo la informacion de
secuencia estaban estrechamente relacionados. Aunque la informacion de secuencia estaba limitado, estaban de
hecho mas estrechamente relacionados entre si que con cualquiera de los metapneumovirus aviares. De los cuatro
serotipos de APV que se han descrito, el serotipo C fue el mas estrechamente relacionado con MPV basado en los
genes N, P, M y F. Sin embargo, se deberia observar que, para el serotipo D, sélo estuvieron disponibles las
secuencias parciales para el gen F a partir de Genbank, y para el serotipo B solo estuvieron disponibles las
secuencias de M, N, y F. Nuestros aislados de MPV formaron dos agrupamientos en los arboles filogenéticos. Tanto
para hRSV como para APV se han descrito diferentes subtipos genéticos y serolégicos. Actualmente sigue siendo
desconocido si los dos grupos genéticos de aislados de MPV representan subgrupos serolégicos que también son
funcionalmente diferentes. Nuestros estudios seroldgicos mostraron que MPV es un patdégeno humano habitual. El
aislamiento repetido de este virus a partir de muestras clinicas de nifios con RTI grave indica que el impacto clinico y
econémico de MPV puede ser elevado. Nuevos ensayos de diagndstico basados en la deteccion virica y en la
serologia permitiran un analisis mas detallado de la incidencia e impacto clinico y econémico de este patégeno
virico.

Las ligeras diferencias entre los resultados de IFA y de VN (5 muestras) pueden ser debidas al hecho de que, en el
IFA, sélo se detectaron anticuerpos séricos IgG, mientras que el ensayo de VN detecta tanto las clases como
subclases de anticuerpos, o las diferencias pueden ser debidas a las diferencias en la sensibilidad entre ambos
ensayos. Para IFA, se usa un valor de corte de 16, mientras que para VN se usa un valor de corte de 8.

Por otro lado, las diferencias entre el ensayo de IFA frente al de VN también pueden indicar posibles diferencias
entre serotipos diferentes de este virus recientemente identificado. Puesto que MPV parece relacionado muy
estrechamente con APV, se teoriza de que el virus humano se puede haber originado a partir de pajaros. El analisis
de muestras de suero tomadas de seres humanos en 1958 revelé que MPV ha estado extendido ampliamente en la
poblacién humana durante mas de 40 afios, indicando que ha debido de producirse un suceso de zoonosis tentativo
antes de 1958.

Materiales y métodos
Recogida de muestras

Durante las ultimas décadas, nuestro laboratorio ha recogido aspirados nasofaringeos de nifios que sufren RTI, que
se ensayan de manera habitual para determinar la presencia de virus. Todos los aspirados nasofaringeos se
ensayaron mediante ensayos de inmunofluorescencia directa (DIF) usando anticuerpos marcados con fluorescencia
frente a los tipos A y B del virus de la gripe, hRSV, y los tipos 1 a 3 del virus de parainfluenza humano (hPIV). Los
aspirados nasofaringeos también se procesaron para el aislamiento de virus usando técnicas' de viales de corteza
rapidas sobre diversas extirpes, incluyendo células VERO, células de rifidn de mono cinomolgo terciarias (tMK),
células de pulmon endotelial humano (HEL) y células de rifion de marbin dock (MDCK). Las muestras que muestran
efectos citopaticos (CPE) después de dos a tres pasadas, que fueron negativas en DIF, se ensayaron mediante
ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFA) usando anticuerpos especificos de virus frente a los tipos A, By C
del virus de la gripe, a los tipos A y B de hRSV, al virus del sarampion, al virus de las paperas, a los tipos 1y 4 del
virus de parainfluenza humano (hPIV), al virus sendai, al virus de simio tipo 5, y al virus de la enfermedad de New-
Castle. Aunque para muchos casos se pudo identificar el agente etioldgico, algunas muestras fueron negativas para
todos estos virus ensayados.

Ensayo de inmunofluorescencia directa (DIF)

Se usaron muestras de aspirados nasofaringeos procedentes de pacientes que sufren RTI para el DIF y el
aislamiento virico como se describe'®. Las muestras se almacenaron a -70°C. De forma breve, los aspirados
nasofaringeos se diluyeron con 5 ml de MEM de Dulbecco (BioWhittaker, Walkersville, MD) y se mezclaron a
conciencia en una mezcladora de remolino durante un minuto. La suspension se centrifugdé de este modo durante
diez minutos a 840 x g. El sedimento se extendié sobre un portaobjetos de multiples puntos (Nutacon, Leimuiden,
Paises Bajos), y el sobrenadante se uso6 para el aislamiento virico. Después de secar, las células se fijaron en
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acetona durante 1 minuto a temperatura ambiente. Después de lavar, los portaobjetos se lavaron durante 15 minutos
a 37°C con antisueros especificos de virus marcados con FITC comercialmente disponible, tales como gripe A y B,
hRSV y hPIV 1 a 3 (Dako, Glostrup, Dinamarca). Después de tres lavados en PBS y un lavado en agua del grifo, los
portaobjetos se incluyeron en una disolucion de glicerol/PBS (Citifluor, UKC, Canterbury, UK), y se cubrieron. Los
portaobjetos se analizaron usando un microscopio de fluorescencia Axioscop (Carl Zeiss B.V, Weesp, Paises Bajos).

Aislamiento virico

Para el aislamiento virico, se cultivaron células tMK (RIVM, Bilthoven, Paises Bajos) en placas de 24 pocillos que
contienen portaobjetos de vidrio (Costar, Cambridge, UK), con el medio descrito mas abajo suplementado con 10%
de suero fetal bovino (BioWhittaker, Vervier, Bélgica). Antes de la inoculacion, las placas se lavaron con PBS y se
suministraron con MEM de Eagle con sal de Hank (ICN, Costa mesa, CA), cuya mitad de litro se suplementd con
0,26 gramos de HaHCOs, 0,025 M de Hepes (Biowhittaker), 2 mM de L-glutamina (Biowhittaker), 100 unidades de
penicilina, 100 pg de estreptomicina (Biowhittaker), 0,5 gramos de lactalbumina (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises
Bajos), 1,0 gramos de D-glucosa (Merck, Amsterdam, Paises Bajos), 5,0 gramos de peptona (Oxoid, Haarlem,
Paises Bajos) y 0,02% de tripsina (Life Technologies, Bethesda, MD). Las placas se inocularon con sobrenadante de
las muestras de aspirado nasofaringeo, 0,2 ml por pocillo por triplicado, seguido de la centrifugacion a 840 x g
durante una hora. Tras la inoculacion, las placas se incubaron a 37°C durante un maximo de 14 dias, cambiando el
medio una vez a la semana, y los cultivos se comprobaron diariamente en busca de CPE. Después 14 dias, las
células se rasparon de la segunda pasada y se incubaron 14 dias. Esta etapa se repitio para la tercera pasada. Los
portaobjetos de vidrio se usaron para demostrar la presencia del virus mediante IFA indirecta como se describe mas
abajo.

Inmunizacioén animal

Se generaron antisueros especificos de hurones y de cobayas para el virus recientemente descubierto mediante
infeccion intranasal experimental de dos hurones libres de patdégenos especificos y dos cobayas, enjaulados en
cajas de guantes a presion separadas. Dos a tres semanas mas tarde, los animales se sangraron mediante puncién
cardiaca, y sus sueros se usaron como sueros de referencia. Los sueros se ensayaron para todos los virus descritos
previamente con IFA indirecta como se describe mas abajo.

Deteccion de antigeno mediante IFA indirecta

Se llevé a cabo IFA indirecta sobre portaobjetos que contienen células tMK infectadas. Después de lavar con PBS,
los portaobjetos se incubaron durante 30 minutos a 37°C con antisueros especificos de virus. Se usaron anticuerpos
monoclonales en DIF frente a gripe A, By C, hPIV tipo 1 a 3 y hRSV como se describe anteriormente. Para hPIV tipo
4, se usaron anticuerpos policlonales contra el virus de las paperas, virus del sarampion, virus de sendai, virus de
simio tipo 5, virus de la enfermedad de New-Castle (RIVM) y sueros de referencia de cobayas y de hurones.
Después de tres lavados con PBS y un lavado con agua corriente, los portaobjetos se tifieron con anticuerpos
secundarios dirigidos contra los sueros usados en la primera incubacion. Los anticuerpos secundarios para los
antisueros policlonales fueron antihurén de cabra (KPL, Guilford, UK, diluido 40 veces), anticonejo de raton (Dako,
Glostrup, Denmark, diluido 20 veces), antipollo de conejo KPL, dilucién de 20 veces) y anticobaya de ratén (Dako,
diluido 20 veces). Los portaobjetos se procesaron como se describe para DIF.

Deteccion de anticuerpos en seres humanos mediante IFA indirecta

Para la deteccion de anticuerpos especificos de virus, se fijaron células tMK infectadas con acetona fria sobre
cubreobjetos, se lavaron con PBS y se tifieron con muestras de suero a una diluciéon 1 a 16. Subsiguientemente, las
muestras se tifieron con anticuerpos anti-humano de conejo marcados con FITC, diluidos 80 veces en PBS (Dako).
Los portaobjetos se procesaron como se describe anteriormente.

Cultivo virico de MPV

Monocapas subconfluentes de células tMK en medios como se describe anteriormente se inocularon con
sobrenadantes de muestras que presentaron CPE después de dos o tres pasadas en las placas de 24 pocillos. Los
cultivos se comprobaron diariamente en busca de CPE, y el medio se cambié una vez a la semana. Puesto que CPE
difirié para cada aislado, todos los cultivos se ensayaron en el dia 12 a 14 con IFA indirecta usando anticuerpos de
hurén frente al nuevo aislado virico. Los cultivos positivos se congelaron y descongelaron tres veces, después de lo
cual los sobrenadantes se aclararon mediante centrifugacion a baja velocidad, se distribuyeron en alicuotas y se
almacenaron congelados a -70°C. Las dosis infecciosas de cultivo tisular del 50% (TCID50) de virus en los
sobrenadantes de cultivo se determinaron como se describe®.

Ensayo de neutralizacion virica.

Los ensayos de VN se llevaron a cabo con diluciones de dos veces en serie de sueros humanos y animales
partiendo a una diluciéon de ocho veces. Los sueros diluidos se incubaron durante una hora con 100 TCID50 de virus
antes de la inoculacion de las células tMK que se hicieron crecer en placas de 96 pocillos, después de lo cual las
placas se centrifugaron a 840 x g. El medio se cambi6 después de tres y seis dias, y el IFA se llevé a cabo con
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anticuerpos de hurén contra MPV 8 dias después de la inoculacién. El titulo de VN se definié como la dilucién mas
baja de la muestra de suero que da como resultado IFA negativo y una inhibicion de CPE en cultivos celulares.

Caracterizacion virica

Se llevaron a cabo ensayos de hemoaglutinacién y ensayos de sensibilidad al cloroformo como se describe®'. Para

los analisis de EM, el virus se concentr6 a partir de sobrenadantes de cultivo celular infectados en una
microcentrifuga a 4°C a 17000 x g, después de lo cual el pelete se resuspendié en PBS y se inspeccion mediante
EM de contraste negativo. Para RAP-PCR, el virus se concentré a partir de sobrenadantes de células tMK infectados
mediante ultracentrifugacion en 60% de disolucion de sacarosa (2 horas a 150000 x g, 4°C). La interfase de
sacarosa del 60% se diluyé subsiguientemente con PBS y se estratificé sobre la parte superior de un gradiente de
sacarosa continuo de 20-60%, que se centrifugd durante 16 horas a 275000 x g a 4°C. Las fracciones de los
gradientes de sacarosa se inspeccionaron en busca de la presencia de particulas similares a virus mediante EM y
electroforesis en gel de poliacrilamida seguido de tincién con plata. Las fracciones de sacarosa de aproximadamente
50% que parecieron contener nucleocapsides se usaron para el aislamiento de ARN y para RAP-PCR.

Aislamiento de ARN

Se aisl6 ARN a partir del sobrenadante de cultivos de células infectadas o fracciones de gradientes de sacarosa
usando un kit de aislamiento de ARN muy puro segun las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Aimere,
Paises Bajos).

RT-PCR

Las secuencias oligonucleotidicas especificas de virus para ensayos de RT-PCR sobre paramixovirus conocidos se
describen en la adenda 1. Se llevé a cabo una RT-PCR de una etapa en reacciones de 50 pul que contienen 50 mM
de Tris.HCI pH 8,5, 50 mM de NaCl, 4 mM de MgCl,, 2 mM ditiotreitol, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de
ARNSsin recombinante (Promega, Leiden, Paises Bajos), 10 unidades de AMV RT (Promega, Leiden, Paises Bajos),
5 unidades de Amplitaq Gold DNA polymerase (PE Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, Paises Bajos) y 5 ul de
ARN. Las condiciones de ciclacion 45 min. a 42°C y 7 min. a 95°C una vez, 1 min. a 95°C, 2 min. a 42°C y 3 min. a
72°C repetido 40 veces, y 10 min. a 72°C una vez.

RAP-PCR

Se llevé a cabo RAP-PCR esencialmente como se describe'’. Las secuencias oligonucleotidicas se describen en la
adenda 2. Para la reaccion de RT, se usaron 2 ul de ARN en una reaccion de 10 pl que contiene 10 ng/ul de
oligonucledtido, 10 mM de ditiotreitol, 500 um de cada ANTP, 25 mM de Tris-HCI pH 8,3, 75 mM de KCl y 3 mM
MgCl,. La mezcla de reaccién se incubé durante 5 min. a 70°C y 5 min. a 37°C, después de lo cual se afiadieron 200
unidades de enzima Superscript RT (LifeTechnologies). La incubacién a 37°C se continué durante 55 min., y la
reaccion se termind mediante una incubaciéon durante 5 min. a 72°C. La mezcla de RT se diluy6é para dar una
reaccion de PCR de 50 pl que contiene 8 ng/ul de oligonucleétido, 300 um de cada dNTP, 15 mM de Tris-HCI pH
8,3, 65 mM de KCI, 3,0 mM de MgCl, y 5 unidades de Taq DNA polymerase (PE Biosystems). Las condiciones de
ciclacién fueron 5 min. a 94°C, 5 min. a 40°C y 1 min. a 72°C una vez, seguido de 1 min. a 94°C, 2 min. a 56°C y 1
min. a 72°C repetido 40 veces, y 5 min. a 72°C una vez. Después de RAP-PCR, se hicieron pasar lado a lado 15 pl
de los productos de RT-PCR sobre un gel de agarosa NuSieve al 3% (FMC BioProducts, Heerhugowaard, Paises
Bajos). Los fragmentos presentados diferencialmente especificos para MPV se purificaron a partir del gel con
Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen, Leusden, Paises Bajos) y se clonaron en el vector pCR2.1 (Invitrogen,
Groningen, Paises Bajos) segun las instrucciones del fabricante.

Analisis de secuencia

Los productos de RAP-PCR clonados en el vector pCR2.1 (Invitrogen) se secuenciaron con oligonucledtidos
especificos de M13. Los fragmentos de ADN obtenidos mediante RT-PCR se purificaron a partir de geles de agarosa
usando Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen, Leusden, Paises Bajos), y se secuenciaron directamente con los
mismos oligonucledtidos usados para PCR. Los analisis de secuencia se llevaron a cabo usando un kit de
secuenciacion Dyenamic ET terminator sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, Paises Bajos) y
un secuenciador de ADN automatico ABI 373 (PE Biosystem). Todas las técnicas se llevaron a cabo segun las
instrucciones del fabricante.

Generacion de fragmentos genémicos de MPV mediante RT-PCR

Para generar fragmentos de PCR que abarcan los saltos A, B y C entre los fragmentos de RAP-PCR (Fig.2) se
usaron los ensayos de RT-PCR como se describe anteriormente sobre ARN aislado de aislado virico 00-1. Se
usaron los siguientes cebadores:

Para el fragmento A: TR1 disefiado en el lider: (5-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3’) y N1 disefiado
en el extremo 3’ de los fragmentos RAP-PCR obtenidos en N (5'-CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3’)
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Para el fragmento B: N2 disefiado en el extremo 5’ de los fragmentos de RAP-PCR obtenidos en N: (5-
CATGCAAGCTTATGGGGC-3’) y M1 disefiado en el extremo 3’ de los fragmentos de RAP-PCR obtenido
en M: (5-CAGAGTGGTTATTGTCAGGGT-3’).

Para el fragmento C: M2 disefiado en el extremo 5 del fragmento de RAP-PCR obtenido en M: (5'-
GTAGAACTAGGAGCATATG-3") y F1 disefiado en el extremo 3’ de los fragmentos de RAP-PCR obtenidos
en F: (5-TCCCCAATGTAGATACTGCTTC-3).

Los fragmentos se purificaron a partir del gel, se clonaron y se secuenciaron como se describe anteriormente.
RT-PCR para diagnosticar MPV.

Para la amplificacion y secuenciacion de partes de los ORFs de N, M, F y L de nueve de los aislados de MPV, se
usaron los cebadores N3 (5-GCACTCAAGAGATACCCTAG -3’) y N4 (5-AGACTTTCTGCTTTGCTGCCTG-3),
amplificando un fragmento de 151 nucledtidos, M3 (5-CCCTGACAATAACCACTCTG-3) y M4 (5-
GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3') amplificando un  fragmento de 252 nucledtidos, F7 (5-
TGCACTATCTCCTCTTGGGGCTTTG-3) y F8 (5-TCAAAGCTGCTTGACACTGGCC-3’) amplificando un fragmento
de 221 nucledtidos, y L6 (5-CATGCCCACTATAAAAGGTCAG-3) y L7 (5-CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3’)
amplificando un fragmento de 173 nucledtidos, respectivamente. La RT-PCR, la purificacion en gel y la
secuenciacion directa se llevaron a cabo como se describe anteriormente. Ademas, las sondas usadas fueron:

Sonda usada en M: 5-TGC TTG TAC TTC CCA AAG-3’

Sonda usada en N: 5-TAT TTG AAC AAA AAG TGT-3'

Sonda usada en L: 5-TGGTGTGGGATATTAACAG-3’
Analisis filogenéticos

Para todos los arboles filogenéticos, las secuencias de ADN se alinearon usando el paquete de software ClustalW y
se generaron arboles de verosimilitud maxima usando el paquete de software DNA-ML del programa Phylip 3.5
usando 100 bootstraps y 3 salteados'®. Las secuencias previamente publicadas que se usaron para la generacion de
arboles filogenéticos estuvieron disponibles de Genbank con los niumeros de acceso: Para todos los ORFs: hRSV:
NCO001781; bRSV: NC001989; Para el ORF de F: PVM, D11128; APV-A, D00850; APV-B, Y14292; APV-C,
AF187152; Para el ORF de N: PVM, D10331; APV-A, U39295; APV-B, U39296; APV-C, AF176590; Para el ORF de
M: PMV,U66893; APV-A, X58639; APV-B, U37586; APV-C, AF262571; Para el ORF de P: PVM, 09649; APV-A,
U22110, APV-C, AF176591. Los analisis filogenéticos para los nueve aislados viricos diferentes de MPV se llevaron
a cabo con la cepa C de APV como grupo externo.

Abreviaturas usadas en las figuras: hRSV: RSV humano; bRSV: RSV bovino; PVM: virus de la neumonia de ratones;
APV-A, B, y C: pneumovirus aviar tipo A, By C.

Ejemplos de métodos para identificar MPV
Recogida de muestras

A fin de encontrar aislados viricos, se deberian examinar aspirados nasofaringeos, por ondas de garganta y nasales,
lavados broncoalveolares preferiblemente de mamiferos tales como humanos, carnivoros (perros, gatos, mustélidos,
focas, etc.), caballos, rumiantes (ganado vacuno, ovejas, cabras, etc.), cerdos, conejos, pajaros (aves de corral,
avestruces, etc.). De los pajaros se pueden examinar igualmente torundas de cloacas y goteos. Los sueros se
deberian de recoger de ensayos inmunoldgicos, tales como ELISA y ensayos de neutralizacion virica.

Las muestras viricas recogidas se diluyeron con 5 ml de medio MEM de Dulbecco (BioWhittaker, Walkersville, MD) y
se mezclaron a conciencia en una mezcladora de remolino durante un minuto. La suspensién se centrifugé asi
durante diez minutos a 840 x g. El sedimento se extendi6 sobre un portaobjetos de multiples puntos (Nutacon,
Leimuiden, Paises Bajos) para técnicas de inmunofluorescencia, y el sobrenadante se usoé para el aislamiento virico.

Aislamiento virico

Para el aislamiento virico, se cultivaron células tMK (RIVM, Bilthoven, Paises Bajos) en placas de 24 pocillos que
contienen portaobjetos de vidrio (Costar, Cambridge, UK), con el medio descrito mas abajo suplementado con 10%
de suero fetal bovino (BioWhittaker, Vervier, Bélgica). Antes de la inoculacion, las placas se lavaron con PBS y se
suministraron con MEM de Eagle con sal de Hank (ICN, Costa mesa, CA) suplementado con 0,52 gramosl/litro de
NaHCOs3;, 0,025 M de Hepes (Biowhittaker), 2 mM de L-glutamina (Biowhittaker), 200 unidades/litro de penicilina, 200
ug/litro de estreptomicina (Biowhittaker), 1 gramo/litro de lactalbimina (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos),
2,0 gramos/litro de D-glucosa (Merck, Amsterdam, Paises Bajos), 10 gramos/litro de peptona (Oxoid, Haarlem,
Paises Bajos) y 0,02% de tripsina (Life Technologies, Bethesda, MD). Las placas se inocularon con sobrenadante de
las muestras de aspirados nasofaringeos, 0,2 ml por pocillo por triplicado, seguido de la centrifugacion a 840 x g
durante una hora. Tras la inoculacién, las placas se incubaron a 37°C durante un maximo de 14, cambiando el medio
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una vez a la semana, y los cultivos se comprobaron diariamente en busca de CPE. Después de 14 dias, las células
se rasparon a partir de la segunda pasada y se incubaron durante otros 14 dias. Esta etapa se repiti6 para la tercera
pasada. Los portaobjetos de vidrio se usaron para demostrar la presencia del virus mediante IFA indirecta como se
describe mas abajo.

Se observo generalmente CPE después de la tercera pasada, en el dia 8 a 14 dependiendo del aislado. EI CPE fue
virtualmente indistinguible del provocado por hRSV o hPIV en tMK u otros cultivos celulares. Sin embargo, hRSV
induce CPE a partir de alrededor de dia 4. EI CPE se caracteriza por formacioén de sincitios, después de lo cual las
células muestran una interrupcion interna rapida, seguido de la desunién de las células de la monocapa. Para
algunos aislados, el CPE fue dificil de observar, y se uso IFA para confirmar la presencia del virus en estos cultivos.

Cultivo virico de MPV

Monocapas subconfluentes de células tMK en medios como se describe anteriormente se inocularon con
sobrenadantes de muestras que presentaron CPE después de dos o tres pasadas en las placas de 24 pocillos. Los
cultivos se comprobaron en busca de CPE diariamente, y el medio se cambié una vez a la semana. Puesto que CPE
fue diferente para cada aislado, todos los cultivos se ensayaron en el dia 12 a 14 con IFA indirecta usando
anticuerpos de hurdn frente al nuevo aislado virico. Los cultivos positivos se congelaron y descongelaron tres veces,
después de lo cual los sobrenadantes se aclararon mediante centrifugacion de baja velocidad se distribuyeron en
alicuotas y se almacenaron congelados a -70°C. Las dosis infecciones de cultivo tisular de 50% (TCID50) de virus en
los sobrenadantes de cultivo se determinaron siguiendo técnicas establecidas usadas en el campo16.

Caracterizacion virica

Se llevaron a cabo ensayos de hemoaglutinacion y ensayos de sensibilidad al cloroformo siguiendo técnicas bien
establecidas y descritas usadas en el campo”. para los analisis de EM, el virus se concentré a partir de
sobrenadantes de cultivos celulares infectados en una microcentrifuga a 4°C a 17000 x g, después de lo cual el
pelete se resuspendié en PBS y se inspeccioné mediante EM de contraste negativo.

Deteccion de antigeno mediante IFA indirecta.

Las muestras recogidas se procesaron como se describe, y el sedimento de las muestras se extiende sobre un
portaobjetos de multiples puntos. Después de secar, las células se fijaron en acetona durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

Como alternativa, el virus se cultivd en células tMK en portaobjetos de 24 pocillos que contienen portaobjetos de
vidrio. Estos portaobjetos de vidrio se lavaron con PBS y se fijaron en acetona durante 1 minuto a temperatura
ambiente.

Tras lavar con PBS, los portaobjetos se incubaron durante 30 minutos a 37°C con anticuerpos policlonales a una
dilucion de 1:50 a 1:100 en PBS, se usaron hurones y cobayas inmunizados para obtener anticuerpos policlonales,
pero estos anticuerpos se pueden provocar en diversos animales, y la dilucion de trabajo del anticuerpo policlonal
puede variar para cada inmunizacion. Después de tres lavados con PBS y un lavado con agua del grifo, los
portaobjetos se incubaron a 37°C durante 30 minutos con anticuerpos anti-hurén de cabra marcados con FITC (KPL,
Guilford, UK, diluido 40 veces). Después de tres lavados en PBS y un lavado en agua corriente, los portaobjetos se
incluyeron en una disolucion de glicerol/PBS (Citifluor, UKC, Canterbury, UK) y se cubrieron. Los portaobjetos se
analizaron usando un microscopio de fluorescencia Axioscop (Carl Zeiss B.V., Weesp, Paises Bajos).

Deteccion de anticuerpos en seres humanos, mamiferos, rumiantes u otros animales mediante IFA indirecta

Para la deteccién de anticuerpos especificos de virus, células tMK infectadas con MPV se fijaron con acetona sobre
cubreobjetos (como se describe anteriormente), se lavaron con PBS y se incubaron durante 30 minutos a 37°C con
muestras de suero a una dilucién 1 a 16. Después de dos lavados con PBS y un lavado con agua del grifo, los
portaobjetos se incubaron 30 minutos a 37°C con anticuerpos secundarios marcados con FITC para las especies
usadas (Dako). Los portaobjetos se procesaron como se describe anteriormente.

Los anticuerpos se pueden marcar directamente con un colorante fluorescente, que dara como resultado un ensayo
de fluorescencia inmune directa. El FITC se puede sustituir por cualquier colorante fluorescente.

Inmunizacién de animales

Se generaron antisueros especificos de hurones y de cobayas para el virus recientemente descubierto mediante
infeccion intranasal experimental de dos hurones libres de patdégenos especificos y dos cobayas, enjaulados en
cajas de guantes a presion separadas. Dos a tres semanas mas tarde, los animales se sangraron mediante puncién
cardiaca, y sus sueros se usaron como sueros de referencia. Los sueros se ensayaron para todos los virus descritos
previos con IFA indirecta como se describe mas abajo. También son posibles otras especies de animales para la
generacion de preparaciones de anticuerpos especificos, y se pueden usar otras preparaciones antigénicas.

Ensayo de neutralizacion virica (ensayo VN)
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Se llevaron a cabo ensayos de VN con diluciones de dos veces en serie de sueros humanos y animales partiendo de
una dilucién de ocho veces. Los sueros diluidos se incubaron durante una hora con 100 TCID50 de virus antes de la
inoculacion de células tMK que se hicieron crecer en placas de 96 pocillos, después de lo cual las placas se
centrifugaron a 840 x g. Se us6 el mismo medio de cultivo como se describe anteriormente. El medio se cambid
después de tres y seis dias, y se llevo a cabo IFA después de 8 dias (véase anteriormente). El titulo de VN se
definié como la dilucién mas baja de la muestra sérica que da como resultado un IFA negativo y la inhibicion de CPE
en cultivos celulares.

Aislamiento de ARN

Se aislé ARN del sobrenadante de cultivos celulares infectados o fracciones de gradientes de sacarosa usando un
kit High Pure RNA Isolation segun las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Almere, Paises Bajos). El
ARN también se puede aislar siguiendo otros procedimientos conocidos en el campo (Current Protocols in Molecular
Biology).

RT-PCR

Se llevé a cabo una RT-PCR de una etapa en reacciones de 50 pl que contienen 50 mM de Tris.HCI ph 8,5, 50 mM
NaCl, 4 mM de MgCl,, 2 mM ditiotreitol, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de RNAsin recombinante (Promega,
Leiden, Paises Bajos), 10 unidades de AMV RT (Promega, Leiden, Paises Bajos), 5 unidades de Amplitag Gold DNA
polymerase (PE Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, Paises Bajos) y 5 ul de ARN. Las condiciones de ciclacion
fueron 45 min. a 42°C y 7 min. a 95°C una vez, 1 min a 95°C, 2 min. a 42°C y 3 min. a 72°C repetido 40 veces, y 10
min. a 72°C una vez.

Los cebadores usados para el PCR de diagnéstico:

En la nucleoproteina: N3 (5-GCACTCAAGAGATACCCTAG -3’) y N4 (5-AGACTTTCTGCTTTGCTGCCTG-
3’), que amplifica un fragmento de 151 nucleoétidos.

En la matiz de la proteina: M3 (5-CCCTGACAATAACCACTCTG-3) y M4 (5-
GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3'), que amplifica un fragmento de 252 nucledtidos.

En la proteina de polimerasa: L6 (5-CATGCCCACTATAAAAGGTCAG-3) y L7 (5-
CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3), que amplifica un fragmento de 173 nucledtidos.

Se pueden disefar otros cebadores basandose en las secuencias de MPV, y se pueden usar para fines
especificos diferentes tampones y condiciones de ensayo.

Analisis de secuencia

Los analisis de secuencia se llevaron a cabo usando un kit de secuenciacion terminador Dyenamic ET (Amersham
Pharmacia Biotech, Roosendaal, Paises Bajos) y un secuenciador de ADN automatico ABI 373 (PE Biosystem).
Todas las técnicas se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de PCR se
secuenciaron directamente con los mismos oligonucleétidos usados para PCR, o los fragmentos se purificaron a
partir del gel con Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen, Leusden, Paises Bajos) y se clonaron en el vector pCR2.1
(Invitrogen, Groningen, Paises Bajos) segun las instrucciones del fabricante, y se secuenciaron subsiguientemente
con oligonucledtidos especificos de M13.

Oligonucledtidos usados para analizar el extremo 3’ del genoma (ausencia de NS1 /NS2).

Se disefid el cebador TR1 (5-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3') basado en las secuencias publicadas del
rastreador y lider para hRSV y APV, publicadas por Randhawa (1997), y se disefid el cebador N1 (5-
CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3’) basandose en las secuencias obtenidas en la proteina N. El ensayo de RT-
PCR vy la secuenciacion se llevaron a cabo como se describié anteriormente.

La RT-PCR dio un producto de aproximadamente 500 pares de bases, que es demasiado pequefio para contener
informacion para dos ORFS, y la traduccion de estas secuencias no revel6 un ORF.

Deteccion de anticuerpos en seres humanos, mamiferos, rumiantes u otros animales mediante ELISA

En Paramyxoviridae, la proteina N es la proteina mas abundante, y la respuesta inmunitaria a esta proteina se
produce tempranamente en la infeccidon. Por estas razones, se usa preferiblemente una fuente recombinante de las
proteinas N para desarrollar un ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos frente a MPV. Los antigenos
adecuados para la deteccion de anticuerpos incluyen cualquier proteina de MPV que se combina con cualquier
anticuerpo especifico de MPV de un paciente expuesto a o infectado con el virus MPV. Los antigenos preferidos de
la invencion incluyen aquellos que engendran predominantemente la respuesta inmunitaria en pacientes expuestos a
MPV, que por lo tanto son reconocidos tipicamente de forma mas facil por los anticuerpos de un paciente. Los
antigenos particularmente preferidos incluyen las proteinas N, F y G de MPV.
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Los antigenos usados para técnicas inmunolégicas pueden ser antigenos nativos, o pueden ser versiones
modificadas de los mismos. Se pueden usar técnicas bien conocidas de biologia molecular para alterar la secuencia
de aminoacidos de un antigeno de MPV para producir versiones modificadas del antigeno que se pueden usar en
técnicas inmunoldgicas.

Los métodos para la clonacion de genes, para manipular los genes para y a partir de vectores de expresion, y para
expresar la proteina codificada por el gen en un hospedante heterélogo son conocidos, y estas técnicas se pueden
usar para proporcionar los vectores de expresion, células hospedantes, y para expresar los genes clonados que
codifican antigenos en un hospedante para producir antigenos recombinantes para uso en ensayos de diagndstico.
Véase, por ejemplo: Molecular cloning, A laboratory manual y Current Protocols in Molecular Biology.

Se puede usar una variedad de sistemas de expresion para producir antigenos de MPV. Por ejemplo, se ha descrito
una variedad de vectores de expresion adecuados para producir en E. Coli, B. subtilis, levadura, células de insectos
y células de mamiferos, cualquiera de los cuales se puede usar para producir un antigeno de MPV adecuado para
detectar anticuerpos anti-MPYV en pacientes expuestos.

El sistema de expresion baculovirico tiene la ventaja de proporcionar el procesamiento necesario de las proteinas, y
por lo tanto es preferido. El sistema utiliza el promotor de polihedrina para dirigir la expresion de antigenos de MPV
(Matsuura et al. 1987, J.Gen.Virol. 68: 1233-1250).

Los antigenos producidos mediante baculovirus recombinantes se pueden usar en una variedad de ensayos
inmunoloégicos para detectar anticuerpos anti-MPV en un paciente. Esta bien establecido que los antigenos
recombinantes se pueden usar en lugar de virus naturales en practicamente cualquier ensayo inmunolégico para la
deteccién de anticuerpos especificos de virus.

Los ensayos incluyen ensayos directos e indirectos, ensayos de sandwich, ensayos en fase soélida tales como
aquellos que usan placas o perlas entre otros, y ensayos en fase liquida. Los ensayos adecuados incluyen aquellos
que usan anticuerpos primarios y secundarios, y aquellos que usan reactivos de unién a anticuerpos tales como la
proteina A. Ademas, en la invencion se puede usar una variedad de métodos de deteccion, incluyendo métodos
colorimétricos, fluorescentes, fosforescentes, quimioluminiscentes, luminiscentes y radioactivos.

Ejemplo 1 de EIA IgG anti-MPV indirecto usando proteina N recombinante

Se puede llevar a cabo un EIA de IgG indirecto usando una proteina N recombinante (producida con baculovirus
recombinante en células de insecto (Sf9)). Para la preparacion antigénica, se infectan células Sf9 con el baculovirus
recombinante y se cosechan 3-7 dias después de la infeccion. La suspension celular se lava dos veces en PBS, pH
7,2, se ajusta hasta una densidad celular de 5,0 x 10° células/ml, y se congela y descongela tres veces. El deshecho
celular grande se peletiza mediante centrifugacion a baja velocidad (500 x g durante 15 min.), y el sobrenadante se
recoge y se almacena a -70°C hasta el uso. Las células no infectadas se procesan de forma similar para el antigeno
de control negativo.

Se usan 100 pl de un lisado congelado-descongelado para revestir placas de microtitulacion, a diluciones que
oscilan de 1:50 a 1:1000. Se experimenta un lisado celular no infectado en pocillos duplicados y sirve como control
negativo. Tras la incubacion toda la noche, las placas se lavan dos veces con PBS/0,05% de Tween. Los sueros de
ensayo se diluyen 1:50 a 1:200 en tampo6n de ELISA (PBS, suplementado hasta 2% con suero de cabra normal, y
con 0,5% de seroalbumina bovina y 0,1% de leche), seguido de la incubacién de pocillos durante 1 hora a 37°C.

Las placas se lavan dos veces con PBS/0,05% de Tween. IgG anti-humano (o frente a otra especie) de cabra
marcado con peroxidasa de rabano picante, diluido 1:3000 a 1:5000 en tampdn de ELISA, afiadido a pocillos e
incubado durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavan entonces dos veces con PBS/0,05% de Tween y una vez con
agua corriente, se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente con el sustrato enzimatico TMB, 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina, tal como el obtenido de Sigma, y la reaccion se detiene con 100 pl de acido fosférico 2M. Las
lecturas colorimétricas se miden a 450 nm usando un lector de placas de microtitulaciéon automatizada.

Ejemplo 2: EIA de IgM anti-MPV de captura usando una nucleoproteina recombinante.

Un EIA de IgM de captura que usa la nucleoproteina recombinante o cualquier otra proteina recombinante como
antigeno se puede llevar a cabo mediante modificacion de ensayos como se describen previamente por Erdman et
al (1990) J.Clin.Microb. 29: 1466-1471.

Se afiade anticuerpo de captura IgM anti-humano purificado por afinidad (o frente a otra especie), tal como el
obtenido de Dako, a pocillos de una placa de microtitulacion en una concentracién de 250 ng por pocillo en tampon
de carbonato 0,1 M pH 9,6. Después de la incubacién toda la noche a temperatura ambiente, las placas se lavan dos
veces con PBS/0,05% de Tween. Se afiaden 100 pul de suero de ensayo diluido 1:200 a 1:1000 en tampén de ELISA
a pocillos triplicados, y se incuba durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavan entonces dos veces en PBS/0,05% de
Tween.
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El lisado de células Sf21 congelado-descongelado (infectado con virus recombinante) se diluye 1:100 a 1:500 en
tampon de ELISA y se afade a los pocillos y se incuba durante 2 horas a 37°C. El lisado celular no infectado sirve
como control negativo y se usa en pocillos duplicados.

Las placas se lavan entonces tres veces en PBS/0,05% de Tween y se incuban durante 1 hora a 37°C con 100 pl de
anticuerpo policlonal frente a MPV en una dilucién o6ptima en tampén de ELISA. Después de 2 lavados con
PBS/0,05% de Tween, las placas se incuban con anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de rabano picante
(tal como anti-hurén de conejo), y las placas se incuban 20 minutos a 37°C.

Las placas se lavan entonces cinco veces en PBS/0,05% de Tween, se incuban durante 15 minutos a temperatura
ambiente con el sustrato enzimatico TMB, 3,3',5,5 tetrametilbencidina, como se obtiene por ejemplo de “Sigma”, y la
reaccion se detiene con 100 pl de acido fosférico 2M. Las lecturas colorimétricas se miden a 450 nm usando un
lector de placas de microtitulacion automatizado.

Las sensibilidades de los ElIAs de IgM de captura que usan la nucleoproteina recombinante (u otra proteina
recombinante) y el virus completo de MPV se comparan usando pares de suero de fase aguda y covalescente
procedentes de personas con infeccion clinica con el virus de MPV. La especificidad del EIA de captura de la
nucleoproteina recombinante se determina ensayando especimenes de suero de personas sanas y personas con
otras infecciones con paramixovirus.

Potencial para ElAs para usar proteinas de fusion de MPV recombinantes y de glucoproteinas producidas por la
expresion de baculovirus.

Las glucoproteinas G y F son las dos glucoproteinas de cubierta transmembranosas del virion de MPV, vy
representan los antigenos de neutralizacion y protectores principales. La expresion de estas glucoproteinas en un
sistema virico de vector tal como un sistema de baculovirus proporciona una fuente de antigenos recombinantes
para uso en ensayos para la deteccion de anticuerpos especificos de MPV. Ademas, su uso en combinacién con la
nucleoproteina, por ejemplo, potencia ademas la sensibilidad de los inmunoensayos enzimaticos en la deteccion de
anticuerpos contra MPV.

Como métodos alternativos a los descritos aqui, se puede usar una variedad de otros ensayos inmunoldgicos
(Current Protocols in Immunology).

A fin de encontrar aislados viricos, se pueden examinar aspirados nasofaringeos, torundas de garganta y nasales,
lavados broncoalveolares y torundas de garganta, preferiblemente, pero sin limitarse a, seres humanos, carnivoros
(perros, gatos, focas, etc.), caballos, rumiantes (ganado vacuno, ovejas, cabras, etc.), cerdos, conejos, pajaros (aves
de corral, avestruces, etc.). De los pajaros, igualmente se pueden examinar las torundas de cloacas e intestinales y
las gotas. Para todas las muestras, se puede llevar a cabo para la deteccion del virus técnicas de serologia
(deteccion de anticuerpos y de antigenos, etc.), de aislamiento de virus y de deteccion de acidos nucleicos.

Los anticuerpos monoclonales se pueden generar inmunizando ratones (y otros animales) con MPV purificado o
partes del mismo (proteinas, péptidos), y usando subsiguientemente tecnologia de hibridoma establecida (Current
protocols in Immunology). Como alternativa, para este fin se puede usar tecnologia de presentacion de fagos
(Currentprotocols in Immunology). De forma similar, se pueden obtener anticuerpos policlonales a partir de seres
humanos o animales infectados, o a partir de seres humanos o animales inmunizados (Current protocols in
Immunology).

La deteccion de la presencia o ausencia de las proteinas NS1 y NS2 se puede llevar a cabo usando transferencia
western, IFA, técnicas de inmunoprecipitaciéon usando una variedad de preparaciones de anticuerpos. La deteccion
de la presencia o ausencia de gentes NS1 y NS2 o sus homologos en aislados viricos se puede llevar a cabo
usando PCR con los conjuntos de cebadores disefiados en base a los genes conocidos NS1 y/o NS2, asi como con
una variedad de técnicas de hibridacion de acidos nucleicos.

Para determinar si los genes NS1 y NS2 estan presentes en el extremo 3’ del genoma virico, se puede llevar a cabo
una PCR con cebadores especificos para este extremo 3’ del genoma. En nuestro caso, se usé un cebador
especifico para la regién no traducida de 3’ del genoma virico, y un cebador en el ORF de N. Se pueden disefar
otros cebadores para el mismo fin. La ausencia de los genes NS1/NS2 se revela mediante la longitud y/o secuencia
nucleotidica del producto de la PCR. Se pueden usar cebadores especificos para los genes NS1 y/o NS2 en
combinacion con cebadores especificos para las otras partes del extremo 3’ del genoma virico (tales como la regiéon
no traducida o ORFs de N, M o F) para permitir una identificacion positiva de la presencia de gentes NS1 o NS2.
Ademas de la PCR, se pueden usar para el mismo fin una variedad de técnicas tales como clonacién molecular,
hibridacion de acido nucleico.

Ejemplo 3: Diferentes serotipos/subgrupos de MPV

Se identifican dos agrupamientos genéticos potenciales mediante analisis de las secuencias nucleotidicas parciales
en los ORFs de N, M, F y L de 9 aislados viricos. Se observé una identidad nucleotidica de 90 - 100% en un
agrupamiento, y se observd una identidad de 81-88% entre los agrupamientos. La informacién de secuencia

26



10

15

20

25

30

ES 2393 468 T3

obtenida en mas aislados viricos confirmo la existencia de dos genotipos. El aislado virico ned/00/01 como prototipo
del agrupamiento A, y el aislado virico ned/99/01 como prototipo del agrupamiento B se han usado en ensayos de
neutralizacion cruzada para ensayar si los genotipos estan relacionados con diferentes serotipos o subgrupos.

Resultados

Usando ensayos de RT-PCR con cebadores situados en el gen de polimerasa, se identificaron 30 aislados viricos
adicionales a partir de muestras de aspirados nasofaringeos. La informacién de secuencia de partes de los genes de
polimerasa y de la matriz de estos nuevos aislados, junto con aquella de los 9 aislados previos, se usé para construir
arboles filogenéticos (Figura 16). Los analisis de estos arboles confirmé la presencia de dos agrupamientos
genéticos, con el aislado virico ned/00/00-1 como el virus prototipico en el grupo A, y el aislado virico ned/99/01
como el virus prototipo en el grupo B. La identidad de secuencia nucleotidica dentro de un grupo fue mas de 92%,
mientras que entre los agrupamientos la identidad fue 81-85%.

Se han usado aislados viricos ned/00/01 y ned/99/01 para inocular hurones para provocar antisueros especificos de
virus. Estos antisueros se usaron en ensayos de neutralizacién virica con ambos virus.

Tabla 3:

Titulos de neutralizacion virica

Aislado 00-1 | Aislado 99-1
Presuero huréon A (00-1) 02 02
Hurdén A 22 dpi (00-1) 64 o2
Presuero huréon B (99-1) 02 02
Hurén B 22 dpi (99-1) 4 64

Para el aislado 00-1 el titulo difiere 32 (64/2) veces
Para el aislado 99-1 el titulo difiere 16 (64/4) veces

Ademas, se han inoculado 6 cobayas con uno de los virus (ned/00/01 y ned/99/01). Los ensayos de RT-PCR en
muestras de aspirados nasofaringeos mostraron replicacion virica desde el dia 2 hasta el dia 10 después de la
infeccion. En el dia 70 después de la infeccion, los cobayas se expusieron al virus homélogo o al virus heterdlogo, y
para los cuatro casos se observo replicacion virica.

Tabla 4

Infeccion primaria |Replicacion virica| Infeccion secundaria | Replicacion virica

Cobaya 1-3 00-1 2de3 99-1 1de2
Cobaya 4-6 00-1 3de3 00-1 1de3
Cobaya 7-9 99-1 3de3 00-1 2de?2
Cobaya 10-12 99-1 3de3 99-1 1de3

nota: para la infeccion secundaria, los cobayas 2 y 9 ya no estaban alli.

Los ensayos de neutralizacion virica con antisueros tras la primera exposicién mostraron esencialmente los mismos
resultados que en los ensayos de VN llevados a cabo con los hurones (diferencia de > 16 veces en el titulo de VN).

Los resultados presentados en este ejemplo confirman la existencia de dos genotipos, que corresponden a dos
serotipos de MPV, y muestran la posibilidad de infeccién repetida con virus heterélogo y homadlogo.

Ejemplo 4: Determinacién de secuencia adicional.
Este ejemplo describe el analisis posterior de las secuencias de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de MPV y las

secuencias intergénicas, asi como las secuencias parciales de los términos genémicos.
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Los analisis de secuencia de los genes de MPV de la nucleoproteina (N), de la fosfoproteina (P), de la proteina de la
matriz (M) y de la proteina de fusion (F) revelaron el grado mas elevado de homologia de secuencia con APV
serotipo C, el pneumovirus aviar encontrado principalmente en pajaros en los Estados Unidos de América. Estos
analisis también revelaron la ausencia de proteinas no estructurales NS1 y NS2 en el extremo 3’ del genoma virico y
la colocacion de la proteina de fusién inmediatamente adyacente a la proteina de la matriz. Aqui se presentan las
secuencias de los genes de la proteina 22K (M2), la pequefia proteina hidréfoba (SH), la proteina de uniéon (G) y la
proteina de la polimerasa (L), las regiones intergénicas y la secuencia rastreadora. En combinacion con las
secuencias descritas previamente, las secuencias presentadas aqui completan la secuencia genémica de MPV, con
la excepcion de los 12-15 nucledtidos extremos de los términos gendmicos, y establecen la organizacion gendémica
de MPV. Las comparaciones lado a lado de las secuencias del genoma de MPV con las de APV subtipo A, By C,
RSV subtipo A y B, PVM y otros paramixovirus, proporciona unas potentes pruebas para la clasificacion de MPV en
el género Metapneumovirus.

Resultados
Estrategia de secuencias

Se propago el aislado 00-1 de MPV (van den Hoogen et al., 2001) en células de rifion de mono terciarias (tMK) y el
ARN aislado del sobrenadante 3 semanas después de la inoculacién se us6 como molde para los analisis de RT-
PCR. Los cebadores se disefiaron en base a la informacién de secuencia parcial disponible para MPV 00-1 (van den
Hoogen et al., 2001) asi como las secuencias lider y rastreadora de APV y RSV (Randhawa et al., 1997; Mink et al.,
1991). Inicialmente, los fragmentos entre los productos obtenidos previamente, que oscilan en tamafio desde 500 pb
a 5 Kb en longitud, se generaron mediante amplificacion por RT-PCR y se secuenciaron directamente. Esta
secuencia gendémica se confirmo subsiguientemente generando una serie de fragmentos de RT-PCR solapantes que
oscilan en tamafo desde 500 hasta 800 pb que representan todo el genoma de MPV. Para todos los fragmentos de
PCR, ambas hebras se secuenciaron directamente para minimizar los errores de amplificacion y de secuenciacion.
Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se usaron para buscar homologias con secuencias en la base de
datos de Genbank usando el software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.govBLAST). Los nombres de las proteinas se
asignaron a marcos de lectura abiertos (ORFs) basandose en la homologia con genes viricos conocidos asi como su
localizacion en el genoma. Basandose en esta informacion, se construyé un mapa genémico para MPV (Figura 7). El
genoma de MPV tiene una longitud de 13378 nucledtidos, y su organizacion es similar a la organizaciéon genémica
de APV. A continuacién se presenta una comparacion entre los ORFs y las secuencias no codificantes de MPV y
aquellas de otros paramixovirus, y discuten las similitudes y diferencias importantes.

El gen de nucleoproteina (N)

Como se muestra, el primer gen en el mapa genémico de MPV codifica una proteina de 394 aminoacidos (aa) y
muestra una amplia homologia con la proteina N de otros pneumovirus. La longitud del ORF de N es idéntica a la
longitud del ORF de N de APV-C (Tabla 5), y es mas pequefia que la de otros paramixovirus (Barr et al., 1991). El
andlisis de la secuencia de aminoacidos reveld la homologia mas elevada con APV-C (88%), y sélo 7-11% con otros
paramixovirus (Tabla 6).

Barr et al (1991) identificaron 3 regiones de similitud entre los virus que pertenecen al orden Mononegavirales: A, B y
C (Figura 8). Aunque las similitudes son las mas elevadas dentro de la familia virica, estas regiones estan muy
conservadas entre las familias viricas. En las tres regiones, MPV revel6 un 97% de identidad de secuencias de aa
con APV-C, 89% con APV-B, 92% con APV-A, y 66-73% con RSV y PVM. La region entre los restos de aa 160 y 340
parece estar muy conservada entre metapneumovirus y en cierto modo en menor grado los Pneumovirinae
(Miyahara et al.,, 1992; Li et al.,, 1996; Barr et al., 1991). Esto estd de acuerdo con que MPV sea un
metapneumovirus, mostrando una similitud del 100% con APV C.

El gen de fosfoproteina (P)

El segundo ORF en el mapa gendémico codifica una proteina de 294 aa que comparte una homologia de secuencia
de aa de 68% con la proteina P de APV-C, y sélo 22-26% con la proteina P de RSV (Tabla 6). El gen P de MPV
contiene un ORF sustancial, y a ese respecto es similar a P de muchos otros paramixovirus (Revisado en Lamb y
Kolakofsky, 1996; Sedimeier et al., 1998).

En contraste APV Ay B y PVM y similar a RSV y APV-C, el ORF de MPV P carece de restos de cisteina. Ling (1995)
sugirid que una region de elevada similitud entre todos los pneumovirus (aa 185-241) desempefia un papel en el
proceso de sintesis del ARN o en el mantenimiento de la integridad estructural del complejo de nucleocapside. Esta
region de similitud elevada también se encuentra en MPV (Figura 9) especificamente cuando se tienen en cuenta las
sustituciones conservativas, mostrando una similitud de 100% con APV-C, 93% con APV-A y B, y aproximadamente
81% con RSV. El término C de la proteina P de MPV es rico en resto de glutamato, como se ha descrito para APVs
(Ling et al., 1995).

El gen de la proteina de la matriz (M)
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El tercer ORF del genoma de MPV codifica una proteina de 254 aa, que se asemeja a los ORFs de M de otros
pneumovirus. EIl ORF de M de MPV tiene exactamente el mismo tamafio que los ORFs de M de otros
metapneumovirus (Tabla 5), y muestra una elevada homologia de secuencia de aa con las proteinas de la matriz de
APV (78-87%), menor homologia con las de RSV y PVM (37-38%), y 10% o menos de homologia con las de otros
paramixovirus (Tabla 6).

Easton (1997) compar6 las secuencias de las proteinas de la matriz de todos los pneumovirus y encontré6 un
heptadpéptido conservado en el resto 14 a 19 que también esta conservado en MPV (Figura 10). Para RSV, PVM y
APV, se han identificado pequefios ORFs secundarios dentro o que solapan con el ORF principal de M (52 aa y 51
aa en bRSV, 75 aa en RSV, 46 aa en PVM y 51 aa en APV) (Yu et al., 1992; Easton et al., 1997; Samal et al., 1991;
Satake et al., 1984). Se observaron dos pequefios ORFs en el ORF de M de MPV. Se encontré un pequefio ORF de
54 restos de aa dentro del ORF de M principal (fragmento 1, Figura 7), comenzando en el nucleétido 2281, y un
pequefio ORF de 33 restos de aa que se encontré solapando con el ORF de M comenzando en el nucleétido 2893
(fragmento 2, Figura 7). Similar a los ORFs secundarios de RSV y APV, no hay homologia significativa entre estos
ORFs secundarios y los ORFs secundarios de otros pneumovirus, las sefiales de comienzo o parada aparentes
estan ausentes. Ademas, no se ha dado a conocer pruebas para la sintesis de proteinas que corresponden a estos
ORFs secundarios de APV y RSV.

El gen de la proteina de fusion (F)

El ORF de F de MPV esta situado adyacente al ORF de M, que es caracteristico para miembros del género
Metapneumovirus. El gen F de MPV codifica una proteina de 539 aa, que es dos restos de aa mas larga que F de
APV-C (Tabla 5). El analisis de la secuencia de aa revel6 una homologia de 81% con APV-C, 67% con APV-Ay B,
33-39% con las proteinas F de pneumovirus, y sélo 10-18% con otros paramixovirus (Tabla 6). Uno de los rasgos
conservados entre proteinas F de paramixovirus, y también observado en MPV, es la distribucion de restos de
cisteina (Morrison, 1988; Yu et al., 1991). Los metapneumovirus comparten 12 restos de cisteina en F1 (7 estan
conservados entre todos los paramixovirus), y dos en F2 (1 esta conservado entre todos los paramixovirus). De los 3
sitios de glucosilacién enlazados mediante N potenciales presentes en el ORF de F de MPV, no se comparte
ninguno con RSV, y se comparten dos (posicion 74 y 389) con APV. El tercer y Unico sitio potencial de glucosilacion
enlazado mediante N para MPV esta situado en la posicion 206 (Figura 11).

A pesar de la baja homologia de secuencia con otros paramixovirus, la proteina F de MPV reveld caracteristicas de
proteina de fusion tipicas consistentes con las descritas para las proteinas F de otros miembros de la familia
Paramyxoviridae (Morrison, 1988). Las proteinas F de los miembros de Paramyxoviridae se sintetizan como
precursores inactivos (FO) que son escindidos por proteasas de células hospedantes que generan subunidades F2
aminoterminales y grandes subunidades F1 carboxi terminales. El sitio de escision propuesto (Collins et al., 1996)
esta conservado entre todos los miembros de la familia de Paramyxoviridae. El sitio de escisién de MPV contiene los
restos RQSR. Ambos restos de arginina (R) estan compartidos con APV y RSV, pero los restos de glutamina (Q) y
serina (S) estan compartidos con otros paramixovirus tales como el virus de la parainfluenza humano tipo 1, el virus
Sendai y morbilivirus (datos no mostrados).

Se piensa que la regién hidrofoba en el término amino de F1 funciona como el dominio de fusibn membranico, y
muestra una elevada similitud de secuencia entre paramixovirus y morbilivirus y, en menor grado, los pneumovirus
(Morrison, 1988). Estos 26 restos (posicion 137-163, Figura 11) estan conservados entre MPV y APV-C, lo que esta
de acuerdo con que esta region esté muy conservada entre los metapneumovirus (Naylor et al., 1998; Seal et al.,
2000).

Como se puede observar para las subunidades F2 de APV y otros paramixovirus, MPV reveld una supresion de 22
restos de aa en comparacion con RSV (posicion 107-128, Figura 11). Ademas, para RSV y APV, se encontré que el
péptido sefial y el dominio de anclaje estaban conservados dentro de los subtipos y presentaron una elevada
variabilidad entre los subtipos (Plows et al., 1995; Naylor et al., 1998). El péptido sefial de MPV (aa 10-35, Figura 11)
en el término amino de F2 muestra cierta similitud de secuencia con APV-C (18 de 26 restos de aa son similares) y
una menor conservacion con otros APVs o RSV. Se observa mucha mayor variabilidad en el dominio de anclaje de
membrana en el término carboxi de F1, aunque todavia se observa cierta homologia con APV-C.

La proteina 22K (M2)

El gen M2 es unico para los Pneumovirinae, y se han conservado dos ORFs solapantes en todos los pneumovirus.
El primer ORF principal representa la proteina M2-1, que potencia la procesabilidad de la polimerasa virica (Collins
et al., 1995; Collins, 1996) y su lectura de regiones intergénicas (Hardy et al., 1998; Fearns et al., 1999). El gen M2-1
para MPV, situado adyacente al gen F, codifica una proteina de 187 aa (Tabla 5), y revela la homologia mas elevada
(84%) con M2-1 de APV-C (Tabla 6). La comparacion de las proteinas M2-1 de todos los pneumovirus revel6 la
mayor conservacion en la mitad aminoterminal de la proteina (Collins et al., 1990; Zamora et al., 1992; Ahmadian et
al., 1999), lo que esta de acuerdo con la observacion de que MPV presenta 100% de similitud con APV-C en los
primeros 80 restos de aa de la proteina (Figura 12A). La proteina M2-1 de MPV contiene 3 restos de cisteina
situados en los primeros 30 restos de aa que estan conservados entre todos los pneumovirus. Tal concentracion de
cisteinas se encuentra frecuentemente en proteinas de unién de zinc (Ahmadian et al, 1991; Cuesta et al., 2000).
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Los ORFs secundarios (M2-2) que solapan con los ORFs de M2-1 de los pneumovirus estan conservados en
localizacion pero no en secuencia, y se piensa que estan involucrados en el control del intercambio entre la
replicacion de ARN virico y la transcripcion (Collins et al., 1985; Elango et al., 1985; Baybutt et al., 1987; Collins et
al., 1990; Ling et al., 1992; Zamora et al., 1992; Alansari et al., 1994; Ahmadian et al., 1999; Bermingham et al.,
1999). Para MPV, el ORF de M2-2 comienza en el nucleétido 512 en el ORF de M2-1 (Figura 7), que es
exactamente la misma posicion de comienzo que para APV-C. La longitud de los ORFs de M2-2 es la misma para
APV-C y MPV, 71 restos de aa (Tabla 5). La comparacion de secuencias del ORF de M2-2 (Figura 12B) reveld un
64% de homologia de secuencia de aa entre MPV y APV-C, y sélo 44-48% de homologia de secuencia de aa entre
MPV y APV-A y B (Tabla 6).

El ORF de la proteina hidréfoba pequefia (SH)

El gen situado adyacente a M2 de hMPV codifica probablemente una proteina SH de 183 aa (Fig. 1 y 7). No hay
identidad de secuencia discernible entre este ORF y otros genes de virus de ARN o productos génicos. Esto no es
sorprendente puesto que la similitud de secuencias entre proteinas SH de pneumovirus es generalmente baja. El
ORF de SH putativo de hMPV es el ORF de SH mas largo conocido hasta la fecha (Tabla1). La composicion de aa
del ORF de SH es relativamente similar a la de APV, RSV y PVM, con un porcentaje elevado de restos de treonina y
serina (22%, 18%, 19%, 20,0%, 21% y 28% para hMPV, APV, RSV A, RSV B, bRSV y PVM respectivamente). El
ORF de SH de hMPV contiene 10 restos de cisteina, mientras que SH de APV contiene 16 restos de cisteina. El
ORF de SH de hMPV contiene dos sitios potenciales de glucosilacion enlazados mediante N (aa 76 y 121), mientras
que APV tiene uno, RSV tiene dos o tres y PVM tiene cuatro.

Los perfiles de hidrofilia para la proteina SH de hMPV putativa y SH de APV y RSV revelaron caracteristicas
similares (Fig. 7B). Los ORFs de SH de APV y hMPV tienen un término N hidréfilo, un dominio hidréfobo central que
puede servir como dominio de expansién de membrana potencial (aa 30-53 para hMPV), un segundo dominio
hidréfobo (aa 155-170) y un término C hidrdfilo. Por el contrario, SH de RSV parece crecer de la parte C-terminal de
los ORFs de APV y hMPV. En todas las proteinas SH de los pneumovirus, el dominio hidréfobo esta flanqueado por
restos de aa basicos, que también se encuentra en el ORF de SH para hMPV (aa 29 y 54).

El ORF de la glucoproteina de union (G)

El ORF de G putativo de hMPV esta situado adyacente al gen SH putativo y codifica una proteina de 236 aa (nt
6262-6972, Fig. 1). Se encuentra un pequefio ORF secundario inmediatamente después de este ORF, que codifica
potencialmente 68 restos de aa (nt 6973-7179) pero que carece de un codon de partida. Un tercer ORF potencial en
el segundo marco de lectura de 194 restos de aa solapa con ambos de estos ORFs, pero también carece de un
codon de partida (nt 6416-7000). Este ORF es seguido de un cuarto ORF potencial de 65 restos de aa en el mismo
marco de lectura (nt 7001-7198), que carece nuevamente de un codoén de partida. Finalmente, se encuentra un ORF
potencial de 97 restos de aa (pero que carece de un coddn de partida) en el tercer marco de lectura (nt 6444-6737,
Fig. 1). A diferencia del primer ORF, los otros ORFs no tienen secuencias aparentes de comienzo génico o de
terminacion génica (véase mas abajo). Aunque el ORF de G de 236 aa representa probablemente al menos una
parte de la proteina de unién de hMPV, no se puede excluir que las secuencias codificantes adicionales se expresen
como proteinas separadas o como parte de la proteina de unioén a través de algun suceso de edicion de ARN. Se
deberia observar que para APV y RSV, no se han identificado ORFs secundarios tras el ORF de G primario, pero
que tanto APV como RSV tienen ORFs secundarios dentro del ORF principal de G. Sin embargo, no hay pruebas de
la expresion de estos ORFs, y no hay identidad de secuencia entre las secuencias de aa predichas para diferentes
virus (Ling et al., 1992). Los ORFs secundarios en G de hMPV no revelan caracteristicas de otras proteinas G, y si
se expresan ORFs adicionales se necesita una mayor investigacion.

Los analisis de BLAST con todos los ORFS revelaron que no hay identidad de secuencia discernible a nivel de
secuencia nucleotidica o de aa con otros genes viricos o productos génicos conocidos. Esto esta de acuerdo con el
bajo porcentaje de identidad de secuencia encontrado para otras proteinas G, tales como los de hRSV Ay B (53%)
(Johnson et al., 1987) y APV Ay B (38%) (Juhasz y Easton, 1994).

Mientras que la mayoria de los ORFs de hMPV se asemejan a los de APV tanto en longitud como en secuencia, el
ORF de G putativo de 236 restos de aa de hMPV es considerablemente mas pequefio que el ORF de G de APV
(Tabla 1). La secuencia de aa reveld un contenido de serina y trionina de 34%, que es incluso mayor que el 32%
para RSV y 24% para APV. El ORF de G putativo también contiene 8,5% de restos de prolina, que es mayor que el
8% para RSV y 7% para APV. La abundancia inusual de restos de prolina en las proteinas G de APV, RSV y hMPV
también se ha observado en glucoproteinas de origen mucinoso, en las que es un determinante principal de la
estructura tridimensional de las proteinas (Collins, y Wertz, 1983; Wertz et al., 1985; Jentoft, 1990). El ORF de G de
hMPV contiene cinco sitios potenciales de glucosilacion enlazados mediante N, mientras que hRSV tiene siete,
bRSV tiene cinco y APV tiene tres a cinco.

El perfil de hidrofilia predicho de G de hMPV revelé caracteristicas similares a los otros pneumovirus. El término N
contiene una region hidréfila seguida de un area hidréfoba corta (aa 33-53 para hMPV) y un término C
principalmente hidrdéfilo (Fig. 8B). Esta organizacion global es consistente con la de una proteina transmembranica
tipo Il anclada, y corresponde bien con estas regiones en la proteina G de APV y RSV. El ORF de G putativo de
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hMPV contiene solamente 1 resto de cisteina, en contraste con RSV y APV (5 y 20 respectivamente). De sefalar,
so6lo dos de los cuatro ORFs secundarios en el gen G contenian un resto de cisteina adicional, y estos cuatro ORFs
potenciales revelaron 12-20% de restos de serina y trionina y 6-11% de restos de prolina.

El gen de polimerasa (L)

En analogia con otros virus de hebra negativa, el ultimo ORF del genoma de MPV es un componente de ARN
polimerasa dependiente de ARN de los complejos de replicacion y transcripcion. El gen L de MPV codifica una
proteina de 2005 aa, que es 1 resto mas larga que la proteina APV-A (Tabla 5). La proteina L de MPV comparte un
64% de homologia con APV-A, 42-44% con RSV, y aproximadamente 13% con otros paramixovirus (Tabla 6). Poch
et al. (1989; 1990) identificaron seis dominios conservados dentro de las proteinas L de virus de ARN de hebra
negativa no segmentados, de los cuales el dominio Ill contenia los cuatro motivos de polimerasa central que se
piensa que son esenciales para la funcion de la polimerasa. Estos motivos (A, B, C y D) estan bien conservados en
la proteina L de MPV: en los motivos A, B y C: MPV comparte un 100% de similitud con todos los pneumovirus, y en
el motivo D, MPV comparte un 100% de similitud con APV y 92% con los RSVs. Para todo el dominio en (aa 627-
903 en el ORF de L), MPV comparte una identidad de 77% con APV, 61-62% con RSV y 23-27% con otros
paramixovirus (Figura 15). Ademas de los motivos de polimerasa, las proteinas L de pneumovirus contienen una
secuencia que se conforma a un motivo de union de ATP de consenso K(X)21GEGAGN(X)K (Stec, 1991). El ORF
de L de MPV contiene un motivo similar a APV, en el que el espaciamiento de los restos intermedios esta apagado
por uno: K(x)22GEGAGN(X)19 K.

Analisis filogenéticos

Como indicador para la relacion entre MPV y los miembros de los Pneumovirinae, se han construido previamente
arboles filogenéticos basandose en los ORFs de N, P, My F (van den Hoogen et al., 2001), y revelaron una relacion
estrecha entre MPV y APV-C. Debido a la baja homologia de los genes SH y G de MPV con los de otros
paramixovirus, no se pueden construir arboles filogenéticos fiables para estos genes. Ademas, la organizacién
gendmica distinta entre miembros de los géneros Pneumovirus y Metapneumovirus hace imposible generar arboles
filogenéticos basados en toda la secuencia gendmica. Por lo tanto, solamente se construyeron arboles filogenéticos
para los genes M2 y L, ademas de los previamente publicados. Estos dos arboles confirmaron la relacion estrecha
entre APV y MPV dentro de la subfamilia de Pneumovirinae (Figura 16).

Secuencias no codificantes de MPV

Las uniones génicas e los genomas de paramixovirus contienen secuencias nucleotidicas cortas y muy conservadas
al comienzo y al final de cada gen (sefales de comienzo génico de terminacion génica), que presentan posiblemente
un papel en el inicio y la terminacion de la transcripcion (Curran et al., 1999). Comparando las secuencias
intergénicas entre todos los genes de MPV, se reveld una secuencia de consenso para la sefial de comienzo génica
parael N, P, M, F, M2 y G: GGGACAAGU (Figura 17A), que es idéntica a la sefial de comienzo génico de consenso
de los metapneumovirus (Ling et al., 1992; Yu et al., 1992; Li et al., 1996; Bayon-Auboyer et al., 2000). Se encontré
que las sefiales de comienzo génico para los genes SH y L de MPV son ligeramente diferentes de este consenso
(SH: GGGAUAAAU, L: GAGACAAAU). Para APV, la sefial de comienzo génico de L también se encontré que era
diferente de la del consenso: AGGACCAAT (APV-A) (Randhawa et al., 1996) y GGGACCAGT (APV-D) (Bayon-
Auboyer et al., 2000).

En contraste con las secuencias de comienzo génico similares de MPV y APV, la secuencia de terminacién génica
de consenso de APV, UAGUUAAUU (Randhawa et al., 1996), no se pudo encontrar en las secuencias intergénicas
de MPV. La secuencia repetida encontrada en la mayoria de los genes, excepto la region intergénica G-L fue U
AAAAA U/A/C, que podria actuar posiblemente como sefial de terminacion génica. Sin embargo, puesto que se
secuencio ARN virico en lugar de ARNm, no se pudieron asignar sefiales de terminacién génica definitivas, y de este
modo se requiere una investigacion posterior. Las regiones intergénicas de los pneumovirus varian en tamafio y
secuencia (Curran et al., 1999; Blumberg et al., 1991; Collins, et al., 1983;). Las regiones intergénicas de MPV no
revelaron homologia con las de APV y RSV, y oscilaron en tamafio de 10 a 228 nucledtidos (Figura 17B). La region
intergénica entre los ORFs de M y F de MPV contienen parte de un ORF secundario, que comienza en el ORF de M
primario (véase anteriormente). La region intergénica entre SH y G contiene 192 nucledtidos, y no parece tener
potencial codificante basandose en la presencia de numerosos codones de parada en los tres marcos de lectura.
Las region intergénica entre G y L contiene 241 nucledtidos, que puede incluir ORFs adicionales (véase
anteriormente). De forma interesante, el comienzo del ORF de L esta situado en estos ORFs secundarios. Mientras
que el gen L de APV no comienza en el ORF de G precedente, el ORF de L de RSV también comienza en el gen M2
precedente. En las extremidades 3’ y 5 del genoma de paramixovirus, la region extragénica corta se denomina
como las secuencias lider y de rastreo, y aproximadamente los primeros 12 nucledtidos del lider y los ultimos 12
nucledtidos del rastreador son complementarios, probablemente debido a que cada uno contiene elementos basicos
del promotor virico (Curran et al., 1999; Blumberg et al., 1991; Mink et al., 1986), El lider de 3' de MPV y APV tienen
41 nucleodtidos de longitud, y se observa cierta homologia entre el nucleétido 16 y 41 de ambos virus (18 de 26
nucleédtidos) (Figura 17B). Como se menciona anteriormente, los primeros 15 nucleétidos del mapa gendmico de
MPV se basan en una secuencia cebadora basada en el genoma de APV. La longitud del rastreador de 5° de MPV
(188 nucleodtidos) se asemeja al tamario del rastreador de 5 de RSV (155 nucledtidos), que es considerablemente
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mas largo que el de APV (40 nucledtidos). Los alineamientos de los 40 nucleétidos de los extremos del rastreador de
MPV vy del rastreador de APV revel6 homologia de 21 de 32 nucledtidos, aparte de los 12 nucleétidos del extremo
que representan secuencias cebadoras basadas en la secuencia gendmica de APV. Nuestros andlisis de secuencia
reveld la ausencia de los genes NS1 y NS2 en el extremo 3’ del genoma, y una organizacion gendmica que se
asemeja a la organizacion de los metapneumovirus (3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’). La elevada homologia de secuencia
encontrada entre los genes de MPV y APV enfatiza adicionalmente la estrecha relacion entre estos dos virus. Para
los genes N, P, M, F, M2-1 y M2-2 de MPV, se encuentra una homologia de aminoacidos global de 79% de APV-C.
De hecho, para estos genes, APV-C y MPV revelaron homologias de secuencia que estan en el mismo intervalo que
las homologias de secuencia encontradas entre subgrupos de otros géneros, tales como RSV-A'y B o APV-A y B.
Esta estrecha relacion entre APV-C y MPV también se ve en los analisis filogenéticos, que revelaron a MPV y a
APV-C siempre en la misma rama, separada de la rama que contiene APV-A y B. La organizacion genomica
idéntica, las homologias de secuencia y los analisis filogenéticos estan todos a favor de la clasificacion de MPV
como el primer miembro del género Metapneumovirus que es aislable de mamiferos. Deberia observarse que la
variacion de secuencia encontrada entre diferentes aislados viricos de MPV en los genes N, M, F y L revel6 la
posible existencia de diferentes genotipos (van den Hoogen et al., 2001). La estrecha relacion entre MPV y APV-C
no se ve reflejada en el intervalo de hospedante, puesto que APV infecta pajaros en contraste con MPV (van den
Hoogen et al., 2001). Esta diferencia en el intervalo de hospedante se puede determinar por las diferencias entre las
proteinas SH y G de ambos virus que son muy divergentes. Las proteinas SH y G de MPV no revelaron homologia
de secuencia de aa significativa con las proteinas SH y G de cualquier otro virus. Aunque el contenido de
aminoacidos y las graficas de hidrofobia estan a favor de definir estos ORFs como SH y G, se requieren datos
experimentales para evaluar su funcién. Tales analisis también arrojaran luz al papel de los ORF solapantes
adicionales en estos genes SH y G. Ademas, los analisis de secuencia en los genes SH y G de APV-C pueden
proporcionar mas comprension en la funcion de las proteinas SH y G de MPV y su relacién con las de APV-C. Se
encontré que las regiones no codificantes de MPV son bastante similares a las de APV. Las secuencias lider de 3’y
rastreadora de 5’ de APV y MPV presentaron un grado elevado de homologia. Aunque las longitudes de las regiones
intergénicas no fueron siempre las mismas para APV y MPV, se encontré que las sefales de comienzo génico de
consenso de la mayoria de los ORFs eran idénticas. Por el contrario, las sefiales de terminacion génica de APV no
se encontraron en el genoma de MPV. Aunque se encontré una secuencia repetitiva (U AAAAA U/A/C) en la
mayoria de las regiones intergénicas, se requiere analisis de secuencia de los ARNm viricos para delinear
formalmente esas secuencias de terminacion génica. Se deberia observar que la informacién de secuencia para 15
nucledtidos en el extremo 3’ y 12 nucleétidos en el extremo 5’ se obtiene usando amplificacion rapida modificada de
procedimientos de extremos de ADNc (RACE). Se ha demostrado que esta técnica es exitosa mediante otros para
virus relacionados (Randhawa, J.S. et al., Rescue of synthetic minireplicons establishes the absence of the NS1 and
NS2 genes from avian pneumovirus. J. Virol, 71, 9849-9854 (1997); Mink, M.A., et al. Nucleotide sequences of the 3’
leader and 5’ trailer regions of human respiratory syncytial virus genomic RNA. Virology 185, 615-24 (1991)). Para
determinar la secuencia de la secuencia lider de 3' de ARNv, se afiade una cola de homopolimero A al ARNv
purificado usando poli-A-polimerasa, y la secuencia lider se amplifica subsiguientemente mediante PCR usando un
cebador poli-T y un cebador en el gen N. Para determinar la secuencia de la secuencia rastreadora de 5’ de ARNyv,
se realiza una copia de ADNc de la secuencia rastreadora usando transcriptasa inversa y un cebador en el gen L,
seguido de una cola de homopolimero dG del ADNc con transferasa terminal. Subsiguientemente, la region
rastreadora se amplifica usando un cebador poli-C y un cebador en el gen L. Como estrategia alternativa, ARNv se
liga a si mismo o a ligadores sintéticos, después de lo cual las regiones lider y rastreadora se amplifican usando
cebadores en los genes L y N y cebadores especificos de ligadores. Para la secuencia rastreadora de 5’, también es
factible la secuenciacion didesoxinucleotidica directa de ARNv purificado (Randhawa, 1997). Usando estos
enfoques, se puede analizar la secuencia exacta de los extremos del genoma de hMPV. La informacion de
secuencia proporcionada aqui es de importancia para la generacién de ensayos de diagnodstico, vacunas y
antivirales para las infecciones por MPV y para MPV.

Materiales y métodos
Analisis de secuencias

El aislado virico 00-1 se propag6 hasta titulos elevados (aproximadamente 10.000 TCID50/ml) en células de rifién de
mono terciarias como se describe previamente (van den Hoogen et al., 2001). EI ARN virico se aisl6 de los
sobrenadantes a partir de células infectadas usando un kit de aislamiento de ARN muy puro, segun las instrucciones
del fabricante (Roch Diagnostics, Almere, Paises Bajos). Los cebadores se disefiaron basandose en secuencias
publicadas previamente (van den Hoogen et al., 2001), ademas de las secuencias publicadas para el lider y
rastreador de APV/RSV (Randhawa et al., 1997; Mink et al., 1991) y estan disponibles segun pedido. Se llevaron a
cabo ensayos de RT-PCR con ARN virico, usando un ensayo de un tubo en un volumen total de 50 ul con 50 mM de
Tris pH 8,5, 50 mM de NacCl, 4,5 mM de MgCl,, 2 mM DTT, 1 uM de cebador directo, 1 uM de cebador inverso, 0,6
mM de dNTP’s, 20 unidades de RNAsin (Promega, Leiden, Paises Bajos), 10 U de transcriptasa inversa AMV
(Promega, Leiden, Paises Bajos), y 5 unidades de Taq Polymerase (PE Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de
IJssel, Paises Bajos). La transcripcion inversa se llevé a cabo a 42°C durante 30 minutos, seguido de inactivacion
durante 8 minutos a 95°C. El ADNc se amplificé durante 40 ciclos de 95°C, 1 min; 42°C, 2 min.72°C, 3 min., con una
extension final a 72°C durante 10 minutos. Tras el examen en gel de agarosa al 1%, los productos de la RT-PCR se
purificaron del gel usando un kit de extraccion en gel Qiaquick (Qiagen, Leusden, Paises Bajos), y se secuenciaron
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directamente usando un kit de secuenciacion terminador Dyenamic ET (Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal,
Paises Bajo) y un secuenciador de ADN automatico ABI 373 (PE Applied Biosystem, Nieuwerkerk aan den IlJssel,
Paises Bajos), segun las instrucciones del fabricante.

Se realizaron alineamientos de secuencia usando el paquete de software Clustal disponible en el paquete de
software de BioEdit version 5.0.6. (http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/Bioedit//bioedit.html; Hall, 1999).

Analisis filogenético

Para construir arboles filogenéticos, se alinearon las secuencias de ADN usando el paquete de software ClustalW y
se generaron los arboles de verosimilitud maxima usando el paquete de software DNA-ML del programa Phylip 3.5
usando 100 bootstraps y 3 salteados. Los valores de bootstrap se computaron para arboles de consenso creados
con el paquete de consenso (Felsenstein, 1989).

La secuencia genémica de MPV esta disponible de Genbank con el numero de acceso AF371337. Todas las otras
secuencias usadas aqui estan disponibles de Genbank con los nimeros de acceso AB046218 (virus de las paperas,
todos los ORFs), NC-001796 (virus de parainfluenza humano tipo 3, todos los ORFs), NC-001552 (virus Sendai,
todos los ORFs), X57559 (virus de parainfluenza humano tipo 2, todos los ORFs), NC-002617 (virus de la
enfermedad de New Castle, todos los ORFs), NC-002728 (virus Nipah, todos los ORFs), NC-001989 (bRSV, todos
los ORFs), M11486 (hRSV A, todos los ORFs excepto L), NC-001803 (hRSV, L ORF), NC-001781 (hRSV B, todos
los ORFs), D10331 (PVM, N ORF), U09649 (PVM, P ORF), U66893 (PVM, M ORF), U66893 (PVM, SH ORF),
D11130 (PVM, G ORF), D11128 (F ORF). El M2 ORF de PVM se tom6 de Ahmadian (1999), AF176590 (APV-C, N
ORF), U39295 (APV-A, N ORF), U39296 (APV-B, N ORF), AF262571 (APV-C, M ORF), U37586 (APV-B, M ORF),
X58639 (APV-A, M ORF), AF176591 (APV-C, P ORF), AF325443 (APV-B, P ORF), U22110 (APV-A, P ORF),
AF187152 (APV-C, F ORF), Y14292 (APV-B, F ORF), D00850 (APV-A, F ORF), AF176592 (APV-C, M2 ORF),
AF35650 (APV-B, M2 ORF), X63408 (APV-A, M2 ORF), U65312 (APV-A, L ORF), S40185 (APV-A, SH ORF).

Tabla 5: Longitudes de los ORFs de MPV y otros paramixovirus.

N’ P M F M2-1 M2-2 SH G L
MPV 394 294 254 539 187 71 183 236 2005
APVA 391 278 254 538 186 73 174 391 2004
APV B 391 279 254 538 186 73 2 414 2
APV C 394 294 254 537 184 71 2 2 2
APV _2 _2 _2 _2 _2 _2 _2 389 _2
hRSV A 391 241 256 574 194 90 64 298 2165
hRSVB 391 241 249 574 195 93 65 299 2166
bRSV 391 241 256 569 186 93 81 257 2162
PVM 393 295 257 537 176 77 92 396 2
otros® 418-542 225-709 335-393 539-565 - A A A4 2183-2262

Notas al pie:
1. longitud en restos de aminoacidos.
2. secuencias no disponibles.

3. otros: virus de parainfluenza humano tipo 2 y 3, virus Sendai, virus del sarampién, virus Nipah, del
moquillo procino, y virus de la enfermedad de New Castle.

4. ORF no presente en el genoma virico
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Tabla 6: Identidad de secuencia de aminoacidos entre los OFRs de MPV y aquellos de otros paramixovirus1.

N P M F M2-1 M2-2 L
APV A 69 55 78 67 72 26 64
APV B 69 51 76 67 71 27 2
APV C 88 68 87 81 84 56 2
hRSV A 42 24 38 34 36 18 42
hRSV B 41 23 37 33 35 19 44
bRSV 42 22 38 34 35 13 44
PVM 45 26 37 39 33 12 2
otros® 7-11 4-9 7-10 10-18 A A 13-14

Notas al pie:

1. No se encontraron homologias de secuencia con las proteinas G y SH conocidas, y de este modo
se excluyeron.

2. Secuencias no disponibles.
3. Véase la lista en la tabla 5, pie de nota 3.

4. ORF ausente en el genoma virico.
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Cebadores usados para la deteccién mediante RT-PCR de paramixovirus conocidos. Los cebadores para hPIV-1 a
4, paperas, sarampion, Tupaia, Mapuera y Hendra se desarrollaron en nuestro laboratorio, y se basaron en
alineamientos de secuencias disponibles. Los cebadores del virus de la enfermedad de New Castle se tomaron de
Seal, J., J. et al; Clin. Microb., 2624-2630, 1995. Los cebadores para Nipah y PCR de paramixovirus en general se
tomaron de: Chua, K.B., et al; Science, 288 26 de mayo de 2000

Virus cebadores situado en la proteina

HPIV-1 fwd 5-TGTTGTCGAGACTATTCCAA-3’ HN
Rev  5-TGTTG(T/A)ACCAGTTGCAGTCT-3'

HPIV-2 Fwd 5-TGCTGCTTCTATTGAGAAACGCC-3’ N
Rev  5-GGTGAC/TTC(T/C)AATAGGGCCA-3’

HPIV-3 Fwd 5-CTCGAGGTTGTCAGGATATAG-3’ HN
Rev  5-CTTTGGGAGTTGAACACAGTT-3

HPIV-4 Fwd 5-TTC(A/G)GTTTTAGCTGCTTACG-3’ N
Rev  5-AGGCAAATCTCTGGATAATGC-3’

Paperas Fwd 5-TCGTAACGTCTCGTGACC-3’ SH
Rev  5-GGAGATCTTTCTAGAGTGAG-3’

NDV Fwd 5-CCTTGGTGAITCTATCCGIAG-3 F
Rev  5-CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATCC-3’

Tupaia Fwd 5-GGGCTTCTAAGCGACCCAGATCTTG-3’ N
Rev  5-GAATTTCCTTATGGACAAGCTCTGTGC-3’
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cebadores

Fwd 5-GGAGCAGGAACTCCAAGACCTGGAG-3’
Rev: 5-GCTCAACCTCATCACATACTAACCC-3

Fwd 5-GAGATGGGCGGGCAAGTGCGGCAACAG-3’
Rev  5-GCCTTTGCAATCAGGATCCAAATTTGGG-3’

Fwd 5-CTGCTGCAGTTCAGGAAACATCAG-3
Rev  5-ACCGGATGTGCTCACAGAACTG-3’

Fwd 5-TTTGTTATAGGCATATCATTG-3’
Rev  5-TTAACCAGCAAAGTGTTA-3

Fwd 5-TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG-3’
Rev  5-TTATAACAATGATGGAGGG-3'

Paramyxoviridae en general:

Fwd 5-CATTAAAAAGGGCACAGACGC-3’
Rev  5-TGGACATTCTCCGCAGT-3

Cebadores para RAP-PCR:

ZF1: 5-CCCACCACCAGAGAGAAA-3’
ZF4: 5-ACCACCAGAGAGAAACCC-3
ZF7: 5-ACCAGAGAGAAACCCACC-3
ZF10: 5-AGAGAGAAACCCACCACC-3’
ZF13: 5-GAGAAACCCACCACCAGA-3’
ZF16: 5-AAACCCACCACCAGAGAG-3’

Cebadores para RAP-PCR:

CS1: 5-GGAGGCAAGCGAACGCAA-3
CS4: 5-GGCAAGCGAACGCAAGGA-3
CS7: 5-AAGCGAACGCAAGGAGGC-3
CS10: 5-CGAACGCAAGGAGGCAAG-3
CS13: 5-ACGCAAGGAGGCAAGCGA-3
CS16: 5-CAAGGAGGCAAGCGAACG-3

20 fragmentos se purificaron y secuenciaron con éxito:

situado en la proteina

N

10 fragmentos encontrados con homologia de secuencia en APV

Fragmento1 ZF 7, 335 pb gen N
Fragmento 2  ZF 10, 235 pb gen N
Fragmento 3  ZF 10, 800 pb gen M
Fragmento4 CS 1, 1250 pb genF
Fragmento 5 CS 10, 400 pb genF

Fragmento 6 CS 13, 1450 pb genF
Fragmento7 CS 13, 750 pb genF

Fragmento 8 ZF 4, 780 pb gen L (nivel proteico)
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Fragmento9  ZF 10, 330 pb gen L (nivel proteico)
Fragmento 10 ZF10, 250 pb gen L (nivel proteico)

Cebadores usados para la amplificacion mediante RAP-PCR de acidos nucleicos a partir del aislado prototipico.
Ejemplo 5
Explotacién adicional de los dos subtipos de hMPV

Basandose en analisis filogenéticos de los diferentes aislados de hMPV obtenidos hasta ahora, se han identificado
dos genotipos, siendo el aislado virico 00-1 el prototipo del genotipo A, y el aislado 99-1 el prototipo del genotipo B.

Se teoriza que los genotipos estan relacionados con subtipos, y que la reinfeccidn con virus de ambos subgrupos se
produce en presencia de inmunidad preexistente, y puede que no se necesite estrictamente la variacion antigénica
para permitir la reinfeccion.

Ademas, parece que hMPV esta estrechamente relacionado con pneumovirus aviar, un virus encontrado
principalmente en aves de corral. Las secuencias nucleotidicas de ambos virus muestran porcentajes elevados de
homologia, con la excepcion de las proteinas SH y G. se muestra aqui que los virus reaccionan de forma cruzada en
los ensayos, que se basan principalmente en la nucleoproteina y en la proteina de la matriz, pero responden de
forma diferente en los ensayos, que se basan en las proteinas de unién. Las diferencias en los titulos de
neutralizacion virica proporcionan una prueba adicional de que los dos genotipos de hMPV son dos serotipos
diferentes de un virus, en el que APV es un virus diferente.

La reaccion cruzada entre los dos serotipos y la reaccion cruzada entre APV y hMPV
Métodos
Protocolo para la deteccidn de anticuerpos IgG, IgA e IgM para hMPV:

El EIA de IgG indirecta para hMPV se llevo a cabo en placas de microtitulacion esencialmente como se describe
previamente (Rothbarth, P.H. et al., 1999; Influenza virus serology-a comparative study. J. of Vir. Methods 78 (1999)
163-169.

De forma breve, se solubilizé hMPV concentrado mediante tratamiento con 1% de Triton X-100 revestido durante 16
h a temperatura ambiente en placas de microtitulacion en PBS tras la determinacion de la dilucién de trabajo 6ptima
mediante valoracion de tipo damero. Subsiguientemente, se afiadieron volimenes de 100 ul de muestras de suero
humano diluidas 1:100 en tampdn de EIA a los pocillos, y se incubd durante 1h a 37°C. La union de IgG humana se
detectd afadiendo un conjugado de IgG antihumano de cabra con peroxidada (Biosource, USA). Afiadiendo TMB
como sustrato, se midié las placas desarrolladas y OD a 450 nm, los resultados se expresaron como la relacion S
(sefal)/N(negativo) de la OD. Un suero se considerd positivo para IgG si la relacion S/N estaba mas alla del control
negativo mas tres veces el estandar.

Los anticuerpos de hMPV de las clases IgM e IgA se detectaron en sueros mediante EIA de captura esencialmente
como se describe previamente (Rothbarth, P.H et al. 1999; Influenza virus serolgy-a comparative study. J. Vir.
methods 78 (1999) 163-169. Para la deteccion de IgA e IgM, se usaron placas de microtitulacion comercialmente
disponibles revestidas con anticuerpos monoclonales especificos de IgM o IgA anti-humanos. Los sueros se
diluyeron 1:100 y, tras la incubacién de 1h a 37C, se afiadié una dilucion de trabajo 6ptima de hMPV en cada pocillo
(100 ul). Se incubd 1h a 37°C. Después de lavar, se afadié anti-hMPV policlonal marcado con peroxidada, la placa
se incubd 1h a 37°C. Anadiendo TMB como placas desarrolladas de sustrato y midiendo OD a 450 nm, los
resultados se expresaron como la relacion S(sefial)/N(negativo) de la OD. Un suero se considero positivo para IgG si
la relacion S/N estaba mas alla del control negativo mas tres veces el estandar.

Los anticuerpos de AVP se detectaron en un ensayo de inhibicion de AVP. El protocolo para el ensayo de inhibicion
de APV esta incluido en el inmunoensayo enzimatico de APV-Ab SVANOVIR ® que esta fabricado por SVANOVA
Biotech AB, Uppsal Science Park Glunten SE-751 83 Uppsala Suecia. Los resultados se expresaron como la
relacion S(sefial)/N(negativo) de la OD. Un suero se considero6 positivo para IgG si la relacion S/N estaba mas alla
del control negativo mas tres veces el estandar.

1. Cobayas
A. (re)infeccion de cobayas con ambos subtipos de hMPV

Se han usado aislados viricos ned/00/01 (subtipo A) y ned/99/01 (subtipo B) para inocular 6 cobayas por subtipo
(intratraqueal, nariz y ojos).
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6 cobayas infectados con hMPV 00-1 (10e6,5 TCID50)
6 cobayas infectados con hMPV 99-1 (10e4,1 TCID50)

54 dias después de la infeccion primaria, los cobayas se inocularon con los subtipos homélogos y heterélogos (10e4
TCID50/ml):

2 cobayas: 12 infeccion 00-1; 22 99-1 (heterdlogo)
3 cobayas: 12 infeccion 00-1; 22 00-1 (homdlogo)
2 cobayas: 12 infeccion 99-1; 22 00-1 (heterdlogo)
3 cobayas: 12 infeccion 99-1; 22 99-1 (homdlogo)

Se recogieron torundas de garganta y nariz durante 12 dias (12 infeccion) u 8 dias (22 infeccion) después de la
infeccion, y se ensayaron para determinar la presencia del virus mediante ensayos de RT-PCR.

Resultados del ensayo de RT-PCR: Figura 29

Sumario de resultados: los cobayas inoculados con aislado virico ned/00/01 muestran infeccion de las vias
respiratorias superiores en el dia 1 a 10 después de la infeccion. Los cobayas inoculados con ned/99/01 muestran
infeccion de las vias respiratorias superiores en el dia 1 a 5 después de la infeccién. Parece que la infeccién con
ned/99/01 es menos severa que la infeccion con ned/00/01. Una segunda inoculacién de los cobayas con el virus
heterélogo da como resultado una reinfeccién en 3 de 4 cobayas, y con el virus homdlogo en 2 de 6 cobayas. No se
observaron sintomas clinicos, o se observaron muy pocos, en aquellos animales que se reinfectaron, y no se
observaron sintomas clinicos en aquellos animales que estuvieron protegidos frente a las reinfecciones,
demostrando que incluso con el virus de tipo salvaje, es evidente un efecto protector de la primera infeccion,
mostrando el uso posible de aislados heterdlogos (y por supuesto homélogos) como una vacuna, incluso en una
forma atenuada.

Ambos subtipos de hMPV son capaces de infectar cobayas, aunque la infeccion con el subtipo B (ned/99/01) parece
menos severa (periodo mas corto de presencia del virus en la nariz y en la garganta) que la infeccién con el subtipo
A (ned/00/01). Esto puede ser debido a la mayor dosis dada para el subtipo A, o a la menor virulencia del subtipo B.

Aunque la presencia de inmunidad preexistente no protege completamente frente a la reinfeccion tanto con el virus
homologo como heterdlogo, parece que la infeccion es menos prominente por cuanto se observé un periodo mas
corto de presencia de virus, y no todos los animales se convirtieron en positivos al virus.

| B. Serologia de cobayas infectados con ambos subtipos de hMPV

En los dias 0, 52, 70, 80, 90, 110, 126 y 160, se recogieron sueros de los cobayas, y se ensayaron a una dilucion
1:100 en un ELISA de virus completo frente al antigeno de ned/00/01 y ned/99/01.

Figura 30 Ay B: Respuesta de IgG frente a ned/00/01 y ned/99/01 para cada cobaya individual.

Figura 31: Especificidad del ELISA de ned/00/01 y ned/99/01. Sélo se han usado datos de cobayas reinfectados
homologos.

Figura 32: Respuesta media de IgG frente a ELISA de ned/00/01 y ned/99/01 de 3 cobayas infectados homdlogos
(00-1/00-1), 2 cobayas infectados homdlogos (99-1/99-1), 2 cobayas infectados heterélogos (99-1/00-1) y 2 cobayas
heterélogos (00-1/99-1).

Sumario de resultados:

Sdlo se observé una pequena diferencia en la respuesta a los dos ELISA diferentes.

El ELISA de virus completo frente a 00-1 o 99-1 no se puede usar para discriminar entre los dos subtipos.
C. Reactividad de los sueros producidos frente a hMPV en cobayas con antigeno de APV

Los sueros recogidos de los cobayas infectados se han ensayado con un ELISA de inhibicion de APV.
Figura 33: Porcentaje medio de inhibicién de APV de cobayas infectados con hMPV.

Sumario de resultados:

Los sueros producidos frente a hMPV en cobayas reaccionan en el ensayo de inhibiciéon de APV de la misma
manera como reaccionan en los ELISA de IgG de hMPV.
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Los sueros provocados contra ned/99/01 revelan un porcentaje menor de inhibicion en el ELISA de inhibicién de
APV que los sueros provocados contra ned/00/01. Los cobayas infectados con ned/99/01 pueden tener un menor
titulo (como se observa en los ELISA de hMPV), o la reaccion cruzada de ned/99/01 con APV es menor que la de
ned/00/01. No obstante, el ELISA de inhibicién de APV-Ab se puede usar para detectar anticuerpos de hMPV en
cobayas.

D. Ensayos de neutralizacion virica con sueros provocados frente a hMPV en cobayas.

Los sueros recogidos en el dia 0, dia 52, 70 y 80 después de la infeccion se usaron como un ensayo de
neutralizacion (cruzada) virica con ned/00/01, ned/99/01 y APV-C. La dilucion de partida fue 1 a 10, y se usaron 100
TCID50 de virus por pocillo. Después de la neutralizacion, el virus se llevd sobre células tMK, se centrifugd 15
minutos a 3500 RPM, después de lo cual los medios se refrescaron.

Los ensayos de APV se hicieron crecer durante 4 dias, y los ensayos de hMPV se hicieron crecer durante 7 dias.
Las células se fijaron con acetona al 80%, y se llevaron a cabo los IFAs con anti-hMPV de mono marcado con fitc.
Los pocillos que fueron negativos en la tincién se consideraron como el titulo neutralizante. Para cada virus, se
incluyd una titulacion de 10-log del lote virico y una titulacion de 2 veces de la disolucion de trabajo.

Figura 34: Titulos de neutralizacién virica de cobayas infectados con ned/00/01 y ned/99/01 frente a ned/00/01,
ned/99/01 y APV-C

2. Macacos cinomolgos
A. (re)infeccion de macacos cinomolgos con ambos subtitulos de hMPV.

Se han usado aislados viricos ned/00/01 (subtipo A) y ned/99/01 (subtipo B) (1e5 TCID50) para inocular 2 macacos
cinomolgos por subtipo (intratraqueal, nariz y ojos). Seis meses después de la infeccion primaria, el macaco se
inocul6 una segunda vez con ned/00/01. Se recogieron torundas de garganta durante 14 dias (12 infeccion) u 8 dias
(22 infeccion) después de la infeccion, y se ensayaron para determinar la presencia del virus mediante ensayos de
RT-PCR.

Figura 35: Resultados de ensayos de RT-PCR sobre torundas de algodén de macacos cinomolgos inoculados (dos
veces) con ned/ 00/01.

Sumario de resultados:

Sumario de resultados: los macacos cinomolgos inoculados con aislado virico ned/00/01 muestra infeccion de las
vias respiratorias superiores en el dia 1 a 10 después de la infeccion. Los sintomas clinicos incluyen una rinitis que
supura. Una segunda inoculacion de los macacos con el virus homologo da como resultado reinfeccion, como se
demuestra mediante PCR; sin embargo, no se observaron sintomas clinicos.

B. Serologia sobre sueros recogidos de macacos cinomolgos infectados con hMPV.

De los macacos que recibieron ned/00/01, se recogieron sueros durante 6 meses tras la infeccion primaria (la
reinfeccion se produjo en el dia 240 para el mono 3, y en el dia 239 para el mono 6).

Los sueros se usaron para ensayar la presencia de anticuerpos IgG frente a ned/00/01 o APV, y para determinar la
presencia frente a anticuerpos IgA e IgM frente ned/00/01.

Resultados: Figura 36A

Respuesta de IgA, IgM e IgG frente a ned/00/01 de 2 macacos cinomolgos (re)infectados con ned/00/01.
Figura 36B

Respuesta de IgG frente a APV de 2 macacos cinomolgos infectados con ned/00/01.

Sumario de resultados:

Se han infectado con éxito dos macacos con ned/00/01 y en presencia de anticuerpos frente a ned/ 00/01 se
reinfectaron con el virus homologo. La respuesta a los anticuerpos IgA e IgM muestra la produccion de anticuerpos
IgM tras la primera infeccion, y la ausencia de los mismos tras la reinfeccion. Los anticuerpos IgA sélo se detectan
tras la reinfeccion, mostrando la inmediatez de la respuesta inmunitaria tras una primera infeccion.

Los sueros provocados frente a hMPV en macacos que se ensayaron en un ELISA de inhibicion de APV muestran
una respuesta similar a la de ELISA de IgG de hMPV.

Discusién/conclusion
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Los anticuerpos de hMPV en macacos cinomolgos se detectan con el ELISA de inhibicion de APV con una
sensibilidad similar a la de un ELISA de hMPV, y por lo tanto un EIA de inhibicion de APV es adecuado par ensayar
muestras humanas para determinar la presencia de anticuerpos de hMPV.

C. Ensayos de neutralizacion (cruzada) virica con sueros recogidos de macacos cinomolgos infectados con hMPV

Sumario de resultados: Los sueros tomados desde el dia 0 al dia 229 después de la infeccién primaria sélo
muestran bajos titulos de neutralizacién virica frente a ned/00/01 (0-80), y los sueros tomados tras la infeccion
secundaria muestran titulos de neutralizacién elevados frente a ned/00/01: >1280. Sélo los sueros tomados tras la
infeccion secundaria muestran titulos de neutralizacion frente a ned/99/01 (80-640), y ninguno de los sueros
neutraliza el virus APV C.

No hay reaccion cruzada entre APV-C y hMPV en ensayos de neutralizacion (cruzada) virica, en los que hay una
reaccion cruzada entre ned/00/01 y ned/99/01 después de un recordatorio de la respuesta de anticuerpo.

3. Seres humanos

Los sueros de pacientes que oscilan en edad <6 meses a >20 afios de edad se han ensayado previamente en IFA 'y
ensayos de neutralizacion virica frente a ned/00/01. (Véase la tabla 1 de la patente).

Aqui se ha ensayado un nimero de estos sueros en busca de la presencia de anticuerpos 1gG, IgM e IgA en un
ELISA frente a ned/00/01, y se ensayaron las muestras en el ELISA de inhibicién de APV.

Resultados: Figura 37 Comparacion del uso del ELISA de hMPV y del ELISA de inhibicién de APV para la deteccion
de anticuerpos IgG en sueros humanos, hay una fuerte correlacion entre el ensayo de IgG hMPV y el ensayo de
APV-ADb, y por lo tanto el ensayo de APV-Ab es esencialmente capaz de determinar anticuerpos IgG para hMPV en
seres humanos.

4. Aves de corral.

Se han ensayado 96 pollos tanto en el ELISA de inhibicion de APV como en el ELISA de ned/00/01 en busca de la
presencia de anticuerpos IgG frente a APV.

Sumario de resultados: Tanto el ELISA de hMPV como el ELISA de la inhibiciéon de APV detectan anticuerpos frente
a APV (datos no mostrados).

Sumario de resultados

Se encontraron dos genotipos de hMPV, siendo ned/00/01 el prototipo del subgrupo A, y ned/99/01 el prototipo del
subgrupo B.

Segun analisis seroldgicos clasicos (como por ejemplo los conocidos Francki, R.I.B., Fauquet, C.M., Knudson, D.L.,
y Brown, F., Classification and nomenclature of viruses Fifth report of the international Committee on Taxonomy of
Viruses. Arch Virol, 1991. Supplement 2: p. 140-144), se pueden definir dos subtipos en base a sus diferencias
inmunolégicas, como se determina mediante ensayos de neutralizacion cuantitativos con antisueros animales. Dos
serotipos distintos no tienen reaccion cruzada entre si 0 muestran una relacion de titulo homologo a heterdlogo >16
en ambas direcciones. Si la neutralizacién muestra un cierto grado de reaccion cruzada entre dos virus en una o
ambas direcciones (relacion de titulo homoélogo a heterdlogo de ocho o 16), se supone distincion de serotipo si
existen diferencias biofisicas/bioquimicas sustanciales de los ADN. Si la neutralizacién muestra un grado distinto de
reaccion cruzada entre dos virus en una o ambas direcciones (relacion de titulo homodlogo a heterélogo mas
pequefa que ocho), se supone identidad de serotipo de los aislados bajo estudio.

Para RSV, se sabe que la reinfeccion se produce en presencia de inmunidad preexistente (tanto homdéloga como
heterdloga). La infeccién de cobayas y macacos cinomolgos tanto con serotipos homoélogos como heterélogos de
hMPV reveld que esto es también cierto para hMPV. Ademas, los ELISA de IgA e IgM frente a hMPV revelaron que
la reaccion de los anticuerpos IgA sélo se produce tras la reinfeccion. Los sueros provocados frente a hMPV o APV
responden de una manera igual en los ELISAs de APV y hMPV. A partir de las comparaciones de secuencias
nucleotidicas, se sabe que los virus muestran alrededor de 80% de homologia de aminoacidos para los genes N, P,
My F. En los ELISAs, las proteinas N y M son los antigenos principales a reaccionar. Los ensayos de neutralizacion
virica (conocidos para reaccionar frente a las glucoproteinas de superficie G, SH y F) muestran una diferencia entre
los dos sueros diferentes. Aunque APV y hMPV reaccionan de forma cruzada en los ELISAs, los analisis
filogenéticos de las secuencias nucleotidicas de hMPV y APV, las diferencias en los titulos de neutralizacion virica
de sueros provocados frente a los dos virus diferentes, y las diferencias en el uso de hospedantes revelan
nuevamente que APV-C y hMPV son dos virus diferentes. Basandose en los resultados, se teoriza que la infeccion
de hMPV en mamiferos es posiblemente un resultado de un suceso zoondsico de pajaros hacia mamiferos. Pero el
virus se ha adaptado de tal manera (es decir, las proteinas G y SH) que parece improbable un suceso zoondsico de
retorno (de mamiferos a los pajaros), considerando la presencia de AVP en pajaros.

Adenda
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Informacién antecedente sobre Pneumovirinae

La familia de Paramyxoviridae contiene dos subfamilias: la Paramyxoviridae y la Pneumovirinae. La subfamilia
Pneumouirinae consta de dos géneros: Pneumouirus y Metapneumoviru. El género Pneumovirus contiene los virus
sincitiales respiratorios humanos, bovinos, ovinos y caprinos, y el virus de la neumonia de los ratones (PVM). El
género Metapneumovirus contiene los pneumovirus aviares (APV, también denominado como TRTV).

La clasificacion de los géneros en la subfamilia Pneumovirinae se basa en caracteristicas viricas clasicas, orden
génico y constelacion génica. Los virus del género Pneumovirus son unicos en la familia de Paramyxoviridae por
cuanto tienen dos proteinas no estructurales en el extremo 3’ del genoma (3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’). Por
el contrario, los virus del género Metapneumovirus carecen de los genes NS1 y NS2, y la organizacion de los genes
entre las regiones codificantes de M y L es diferente: 3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'.

Todos los miembros de la subfamilia Paramyxovirinae tienen actividad hemoaglutinante, pero esta funcién no es una
caracteristica definitoria para la subfamilia Pneumovirinae, estando ausente en RSV y APV pero presente en PMV.
La actividad de Neuraminidasa esta presente en miembros de los géneros Paramyxovirus y Rubulavirus (subfamilia
Paramyxovirinae), pero esta ausente en el género Morbillivirus (subfamilia Paramyxovirinae) y los géneros
Pneumouirus y Metapneumovirus (subfamilia Pneumovirinae).

Una segunda caracteristica distintiva de la subfamilia Pneumovirinae es la utilizacion aparente limitada de los ORFs
alternativos en ARNm mediante RSV. Por el contrario, varios miembros de la subfamilia Paramyxovirinae, tales
como los virus de Sendai y de las paperas, acceden a para dirigir la sintesis de una nueva proteina.

La proteina G de los Pneumovirinae no tiene relacion de secuencia o similitud estructural con las proteinas HN o H
de Paramyxovirinae, y solamente tienen aproximadamente la mitad del tamafio de su longitud de cadena. Ademas,
las proteinas N y P son mas pequefias que sus contrapartes en las Paramyxovirinae, y carecen de homologia de
secuencia no ambigua. La mayoria de los virus de ARN de cadena negativa no segmentados tienen una Unica
proteina de la matriz (M). Los miembros de la subfamilia Pneumouirinae son una excepcién por cuanto tienen dos de
tales proteinas, M y M2. La proteina M es mas pequefia que sus contrapartes de Paramyxovirinae, y carece de
relacion de secuencia con Paramyxovirinae.

Cuando se hacen crecer en cultivos celulares, los miembros de la subfamilia Pneumovirinae muestran efectos
citopaticos tipicos; inducen formacién caracteristica de sincitios de las células (Collins, 1996).

La subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus

hRSV es la especie tipo del género Pneumovirus, y es una causa principal y ampliamente extendida de enfermedad
del aparato respiratorio inferior durante la infancia y la nifiez temprana hood (Selwyn, 1990). Ademas, hRSV es
reconocido cada vez mas como un patégeno importante en otros grupos de pacientes, incluyendo individuos
inmunodeficientes y ancianos. RSV es también una causa importante de neumonia adquirida en comunidad entre
adultos de todas las edades hospitalizados (Englund, 1991; Falsey, 2000; Dowell, 1996).

Se han identificado dos tipos antigénicos principales para RSV (A y B) basandose en diferencias en su reactividad
con anticuerpos monoclonales y policlonales y mediante analisis de secuencias de acidos nucleicos (Anderson,
1985; Johnson, 1987; Sul- lender, 2000). En particular, la proteina G se usa para distinguir los dos subtipos. RSV-A
y B comparten solo un 53% de homologia de secuencia de aminoacidos en G, mientras que las otras proteinas
muestran mayores homologias entre los subtipos (tabla 1) (Collins, 1996).

La deteccion de las infecciones por RSV se ha descrito usando anticuerpos monoclonales y policlonales en técnicas
de inmunofluorescencia (DIF, IFA), ensayos de neutralizacion virica y ELISA o RT-PCR (Rothbarth, 1988; Van
Milaan, 1994; Coggins, 1998). Estrechamente relacionados con hRSV se encuentran el RSV (bRSV), ovino (0RSV) y
caprino RSV (0RSV), de los cuales se ha estudiado muy ampliamente el bRSV. Basado en homologia de secuencia
con hRSV, los RSVs de rumiantes se clasifican dentro del género Pneumovirus, subfamilia Pneumovirinae (Collins,
1996). El diagndstico de la infeccion por RSV de rumiantes y el subtipado se basa en el uso combinado de serologia,
deteccion de antigenos, aislamiento virico y ensayos de RT-PCR (Uttenthal, 1996;Valarcher, 1999; Oberst, 1993;
Vilcek, 1994).

Se han llevado a cabo varios andlisis en la organizacion molecular de bRSV usando antisueros humanos y bovinos,
anticuerpos monoclonales y sondas de ADNc. Estos analisis revelaron que la composicion proteica de hRSV y bRSV
es muy similar, y la organizacion genémica de bRSV se asemeja a la de hRSV. Tanto para bRSV como hRSV, las
proteinas G y F representan los antigenos principales de neutralizacion y protectores. La proteina G es muy variable
entre los subtipos de hRSV y entre hRSV y bRSV (53 y 28%, respectivamente) (Prozzi, 1997; Lerch, 1990). Las
proteinas F de las cepas de hRSV y bRSV presentan caracteristicas estructurales y relevancia antigénica
comparables. La proteina F de bRSV muestra una homologia de 80-81% con hRSV, mientras que los dos subtipos
de hRSV comparten un 90% de homologia en F(Walravens, K. 1990).

Los estudios basados en el uso de anticuerpos monoclonales especificos de hRSV y bRSV han sugerido la
existencia de subtipos antigénicos diferentes de bRSV. Los subtipos A, B y AB se distinguen basandose en patrones
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de reaccion de anticuerpos monoclonales especificos para la proteina G (Furze, 1994; Prozzi, 1997; Elvander,
1998). La epidemiologia de bRSV es muy similar a la de hRSV. La infeccién espontanea en ganado vacuno joven
esta asociada frecuentemente con signos respiratorios graves, mientras que la infeccion experimental generalmente
da como resultado una enfermedad mas leve con cambios patoldgicos ligeros (Elvander, 1996).

RSV también se ha aislado de ovejas infectadas de forma natural (0RSV) (LeaMaster, 1983) y cabras (cRSV) (Leh-
mkuhl, 1980). Ambas cepas comparten una secuencia nucleotidica del 96% del RSV bovino, y reaccionan de forma
cruzada antigénicamente. Por lo tanto, estos virus también se clasifican dentro del género Pneumovirus.

Un miembro distinto de la subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus es el virus de la neumonia de ratones
(PVM).

PVM es un patégeno comun en colonias de animales de laboratorio, particularmente aquellas que contienen ratones
atimicos. Se piensa que la infeccidon adquirida de forma natural es asintomatica, aunque la pasada del virus en
pulmones de ratén dio como resultado signos claros de enfermedad, que oscilan desde infeccion de las vias
respiratorias superiores hasta neumonia mortal (Richter, 1988; Weir, 1988).

Se ha descrito la reactividad cruzada serolégica restringida entre la proteina de la nucleocapside (N) y la
fosfoproteina (P) de PVM y hRSV, pero ninguna de las proteinas externas muestra reactividad cruzada, y los virus
se pueden distinguir entre si en ensayos de neutralizacion virica (Chambers, 1990a; Gimenez, 1984; Ling, 1989a).

Las glucoproteinas de PVM parece que difieren de aquellas de otros paramixovirus, y se asemejan a aquellas de
RSV en términos de su patron de glucosilacion. Sin embargo, difieren en términos de procesamiento. A diferencia de
RSV, pero similar a los otros paramixovirus, PVM tiene actividad hemoaglutinante con eritrocitos murinos, para la
cual la proteina G parece ser responsable puesto que un anticuerpo monoclonal para esta proteina inhibe la
hemoaglutinacion (Ling, 1989b).

El genoma de PVM se asemeja al de hRSV, incluyendo dos proteinas no estructurales en su extremo 3’, y una
organizacion genémica similar (Chambers, 1990a; Chambers, 1990b).

Las secuencias nucleotidicas de los genes NS1/NS2 de PVM no son detectablemente homologas con las de hRSV
(Chambers, 1991). Algunas proteinas de PVM muestran una fuerte homologia con hRSV (N: 60%, y F: 38 a 40%),
mientras que G es muy diferente (la secuencia de aminoacidos es 31% mas larga) (Barr, 1991; Barr, 1994;
Chambers, 1992). Se ha dado a conocer que el gen P de PVM, pero no el de RSV o APV, codifica un segundo ORF,
que representa una proteina de PVM unica (Collins, 1996). Se identifican nuevos aislados de PVM mediante
aislamiento virico, ensayos de hemoaglutinacion, ensayo de neutralizacion virica y diversas técnicas de
inmunofluorescencia.

Tabla con adenda: Homologia de aminoacidos entre los diferentes virus dentro del género Pneumovirus de la
subfamilia Pneumovirinae.

Gen hRSV’'s | bRSVs | oRSV frentea | bRSV frentea | bRSV frente a PVM frente a
hRSV hRSV oRSV hRSV

NS1 87 68-69 89 *

NS2 92 83-84 87 *

N 96 93 60

P - 81

M - 89

F 89 80-81 38-40

G 53 88-100 21-29 38-41 60-62

M2 92 94 41

SH 76 45-50 56

L N
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Gen hRSV’s | bRSVs | oRSV frente a bRSV frente a bRSV frente a PVM frente a
hRSV hRSV oRSV hRSV

*Homologia de secuencia no detectable

El género Metapneumovirus

Se han identificado los pneumovirus aviares (APV) como el agente etiolégico de la rinotraqueitis del pavo
(McDougall, 1986; Collins, 1988), y por lo tanto a menudo se denomina como el virus de la rinotraqueitis del pavo
(TRTV). La enfermedad es una infeccion de las vias respiratorias superiores de los pavos, que da como resultado
morbidez elevada y mortalidad variable, pero a menudo elevada. En hembras de pavo, el virus también puede
inducir reducciones sustanciales en la produccién de huevos. El mismo virus también puede infectar a los pollos,
pero en esta especie, el papel del virus como patégeno primario estd menos claramente definido, aunque
normalmente esta asociado con el sindrome de cabeza hinchada (SHS) en pollo de criador (Cook, 2000).

Los viriones son pleiomérficos, aunque principalmente esféricos, con tamafios que oscilan de 70 a 600 nm, y la
nucleocapside que contiene el genoma de ARN de sentido negativo, no segmentado, lineal, muestra simetria
helicoidal (Collins, 1986; Giraud, 1986). Esta morfologia se asemeja a la de los miembros de la familia
Paramyxoviridae. Los analisis de las proteinas y ARNs codificados por APV sugieren que de las dos subfamilias de
esta familia (Paramyxovirinae y Pneumovirinae), el APV se asemeja muy estrechamente a los Pneumovirinae
(Collins, 1988; Ling, 1988; Cavanagh, 1988).

APV no tiene proteinas no estructurales (NS1 y NS2), y el orden génico (3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’) es diferente de
los pneumovirus de mamiferos tales como RSV. Por lo tanto, APV se ha clasificado recientemente como la especie
tipo para el nuevo género Metapneumovirus (Pringle, 1999).

Las diferencias en los patrones de neutralizacién, ELISA y reactividad con anticuerpos monoclonales han revelado la
existencia de tipos antigénicos de APV diferentes. La secuenciacion nucleotidica del gen G condujo a la definicion
de dos subtipos viricos (A 'y B), que comparten sélo una homologia de aminoacidos de 38% (Collins, 1993; Juhasz,
1994). Se mostré que un aislado de APV de Colorado, USA (Cook, 1999), se neutraliza pobremente de forma
cruzada con virus del subtipo A y B, y basandose en la informacién de secuencia se designé a un nuevo subtipo, C
(Seal, 1998; Seal 2000). Se aislaron dos APVs noA/noB en Francia, y se mostré que son antigénicamente distintos
de los subtipos A, B y C. Basandose en las secuencias de aminoacidos de los genes F, L y G, estos virus se
clasificaron nuevamente como un nuevo subtipo, D (Bayon-Auboyer, 2000).

El diagnostico de la infeccion por APV se puede lograr mediante aislamiento virico en cultivos de érganos traqueales
(TOCs) de pollos o pavos, o en cultivos de células Vero. Generalmente se observa un efecto citopatico (CPE)
después de una o dos pasadas adicionales. Este CPE se caracteriza por areas focales dispersas de
redondeamiento celular, conduciendo a la formacion de sincitios (Buys, 1989). Se ha desarrollado un numero de
ensayos serolégicos, incluyendo IF y ensayos de neutralizacion virica. La deteccion de anticuerpos para APV
mediante ELISA es el método mas normalmente usado (O’Loan, 1989; Gulati, 2000). Recientemente, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se ha usado para diagnosticar infecciones por APV. Las torundas tomadas del
esofago se pueden usar como el material de partida (Bayon-Auboyer, 1999; Shin, 2000).
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REIVINDICACIONES
1. Metapneumovirus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo, en el que:

la secuencia de aminoacido de la proteina N del metapneumovirus de mamifero aislado con ARN monocatenario y
de sentido negativo es idéntico al 91% con la secuencia de aminoacido de la proteina N de SEC ID n°1 6 91, en la
que la identidad de secuencia de determina sobre toda la longitud de la proteina N.

2. Metapneumovirus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo segun la reivindicacion 1,
en el que el metapneumorivus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo codifica también:

(a) una proteina P que tiene una identidad de secuencia mayor que 68% con la secuencia de aminoéacido de la
proteina P de la SEC ID n°® 8 6 92;

(b) una proteina M que tiene una identidad de secuencia mayor que 87% con la secuencia de aminoacido de la
proteina M de la SEC ID n°® 14 6 93;

(c) una proteina F que tiene una identidad de secuencia mayor que 81% con la secuencia de aminoacido de la
proteina F de la SEC ID n° 21 6 94;

(d) una proteina M2-1 que tiene una identidad de secuencia mayor que 84% con la secuencia de aminoacido de
la proteina M2-1 de la SEC ID n° 47 ¢ 95;

(e) una proteina M2-2 que tiene una identidad de secuencia mayor que 56% con la secuencia de aminoacido de
la proteina M2-2 de la SEC ID n° 55 ¢ 96;

(f) una proteina L que tiene una identidad de secuencia mayor que 90% con la secuencia de aminoacido de la
proteina L de la SEC ID n® 99 6 100;

(9) una proteina SH que tiene una identidad de secuencia mayor que 29% con la secuencia de aminoacido de la
proteina SH de la SEC ID n° 63 6 97; o

(h) una proteina G que tiene una identidad de secuencia mayor que 29% con la secuencia de aminoéacido de la
proteina G de la SEC ID n° 64 6 98;

en la que la identidad de secuencia se determina sobre toda la longitud de la proteina respectiva.

3. Metapneumorivus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo segun la reivindicacion 1,
en el que el metapneumovirus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo codifica:

(a) una proteina P que tiene una identidad de secuencia mayor que 68% con la secuencia de aminoacido de la
proteina P de la SEC ID n°® 8 6 92;

(b) una proteina M que tiene una identidad de secuencia mayor que 87% con la secuencia de aminoacido de la
proteina M de la SEC ID n° 14 6 93;

(c) una proteina F que tiene una identidad de secuencia mayor que 81% con la secuencia de aminoacido de la
proteina F de la SEC ID n° 21 6 94;

(d) una proteina M2-1 que tiene una identidad de secuencia mayor que 84% con la secuencia de aminoacido de
la proteina M2-1 de la SEC ID n° 47 ¢ 95;

(e) una proteina M2-2 que tiene una identidad de secuencia mayor que 56% con la secuencia de aminoacido de
la proteina M2-2 de la SEC ID n° 55 ¢ 96;

(f) una proteina L que tiene una identidad de secuencia mayor que 90% con la secuencia de aminoacido de la
proteina L de la SEC ID n® 99 6 100;

(9) una proteina SH que tiene una identidad de secuencia mayor que 29% con la secuencia de aminoacido de la
proteina SH de la SEC ID n° 63 6 97; y

(h) una proteina G que tiene una identidad de secuencia mayor que 29% con la secuencia de aminoéacido de la
proteina G de la SEC ID n° 64 6 98,

en la que la identidad de secuencia se determina sobre toda la longitud de la proteina respectiva.

4. Metapneumovirus de mamifero aislado con ARN monocatenario y de sentido negativo segun la reivindicacion 1,
en el que el genoma del virus comprende una secuencia nucleotidica, en la que dicha secuencia nucleotidica es
idéntica a al menos el 90% con la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 36, 38 6 40.
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5. Virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, no replicandose el virus en la especie aviar.
6. Virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, siendo el virus un virus atenuado.

7. Composicion inmunogénica, comprendiendo dicha composicion inmunogénica el virus segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, siendo preferiblemente el virus recombinante un virus atenuado.

8. Acido nucleico aislado, codificando el acido nucleico un virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Acido nucleico aislado, hibridandose el acido nucleico especificamente en condiciones muy restrictivas con el
acido nucleico segun la reivindicacion 8, preferiblemente las condiciones muy restrictivas comprenden la hibridacion,
en un tampon compuesto de 6x SSC, 50 mM (pH = 7,5), 1 mM de EDTA, 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll, 0,02% de
BSA 'y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado, durante 48 horas a 65°C, el lavado en un tampdn
compuesto de 2X SSC, 0,01% de PVP, 0,01% de Ficoll y 0,01 de BSA, durante 45 minutos a 37°C y el lavado en un
tampodn que contiene 0,1 x SSC, durante 45 minutos a 50°C.

10. Procedimiento de deteccién de un metapneumovirus de mamifero en una muestra, comprendiendo el
procedimiento la puesta en contacto de la muestra con el acido nucleico segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion
9, siendo el MPV de mamifero preferiblemente un MPV humano.

11. Vector que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 8 6 9.

12. Célula hospedante que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 8 6 9.

13. Proteina aislada, siendo la proteina derivada del virus seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

14. Anticuerpos, enlazandose el anticuerpo especificamente al virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

15. Procedimiento de deteccién de un metapneumovirus de mamifero en una muestra, comprendiendo el
procedimiento la puesta en contacto de la muestra con el anticuerpo segun la reivindicacion 14.

16. Procedimiento de diagndstico virolégico de una infecciéon por MPV en un mamifero, que comprende la
determinacién en una muestra de la presencia de dicho aislado de virus o de un componente de este mediante la
puesta en contacto de la muestra con el acido nucleico segun las reivindicaciones 8 6 9.

17. Procedimiento de diagndstico serolégico de una infeccion por MPV en un mamifero, comprendiendo el
procedimiento la deteccion en una muestra extraida en un mamifero de la presencia de un anticuerpo
especificamente dirigido contra un MPV o un componente de este mediante la reaccion de dicha muestra con la
proteina segun la reivindicacion 13.

18. Composicidon farmacéutica, comprendiendo dicha composicion farmacéutica (i) un virus MPV de mamifero
aislado con ARN monocatenario de sentido negativo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y (ii) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

19. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 18, codificando el genoma del virus ademas secuencias de
otros virus, o no teniendo dicho genoma del virus ninguna parte del genoma virico para la generaciéon de la
replicacion de virus defectuoso, y puede contener mutaciones, supresiones o inserciones para la generacion de virus
atenuados.

20. Kit de diagndstico de una infeccion por MPV que comprende un virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, un acido nucleico segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, una proteina o un fragmento de esta segun la
reivindicacion 13 o un anticuerpo segun la reivindicacion 14.

21. Uso de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7, 18 6 19, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento o la prevencién de una infeccién por MPV o una enfermedad respiratoria.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 16, teniendo el acido nucleico una longitud de al menos 18, de al menos
20, de al menos 23 o de al menos 25 nucledétidos.

23. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19, siendo el otro virus un paramixovirus de tipo 3 (P13).
24. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 23, que comprende una secuencia nucleotidica de RSV.

25. Virus segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; la composiciéon inmunogénica segun la reivindicacion 7; o la
composicion farmacéutica segun la reivindicacion 18 o la reivindicacion 19, siendo el virus un aislado de MPV
humano 00-1 depositado en el CNCM, Instituto Pasteur con un nimero de acceso |-2614.

26. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 17, 18 6 19 para su utilizacién en el tratamiento o
prevencién de una infeccién por MPV o una enfermedad respiratoria.
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Tabla 1

00-1 hRSV. DbRSV PMV APV-A APV-C APV-B
00-1 1,00 0,37 0,37 0,37 0,77 0,87 10,75

hRSV - 1,00 0,9 0,41 0,37 0,37 0,37

bRSV -—- -— 1,00 0,42 0,35 0,36 0,35

PMV -— -— —-——= 1,00 0,37 0,38 0,38

APV-A  ~~- —— -—- -—- 1,00 0,78 0,89

APV-C --- -— -— -— - 1,00 0,77

APV-B —— —-——— - — —— - 1,00
N

00-1 hRSV bLRSV PVM APV-A APV-C APV-B
00-1 1,00 0,20 0,22 0,21 0,40 0,52 0,40

hRSV e 1,00 0,59 0,30 0,18 0,22 0,18

bRSV —— -— i,00 0,31 0,21 0,23 0,21

PVM - - - 1,00 0,21 0,23 0,22

APVA -— - - - 1,00 0,42 1,00

APVC -— - - - - 1,00 0,42

APVB -—- -—- -—= - —-— —-— 1,00
F

00-1 hRSV  bRSV PVM APV-A APV-C APV-B
00-12 1,00 0,32 0,33 0,37 0,67 0,8 0,66

" hRSV =~ ——-— 1,00 0,82 0,40 0,35 0,35 0,35

bRSV =~ —-—- - 1,00 0,41 0,34 0,36 0,34

PVM R _— -— 1,00 0,38 0,38 0,39

APV-A  -—— -— - -— 1,00 0,72 0,84

APV-C -—- - - -—- —-— 1,00 0,72

APV-B  -— - -— -— -— -— 1,00
P

00-1 hRSV  DbRSV PMV APV-A APV-C
oo-*» 1,00 0,25 0,26 0,27 0,55 0,67

hRSV --- 1,00 0,8 0,30 0,28 0,26
bRSV  ---  --- 1,00 0,29 0,28 0,26
PMV  ~-—- --——  --—— 1,00 0,23 0,27

APV-A ~—=  -—=  =-=——  -=—— 1,00 0,52

APV-C === === === === == 1,00
L8

060-1 hRSV bRSV APV-A
00-1 1,00 0,36 0,35 0,56

hRSV --- 1,00 0,79 0,36

bRSV -— -—— 1,00 0,35
APV-A -——  ~==  -=—— 1,00
L9/10

00-1 hRSV bRSV APV-A
oo-1 1,00 0,30 0,30 0,53

hRSV --- 1,00 0,83 0,34
bRSV ---  --- 1,00 0,32
APV-A --—  --=  ~-—— 1,00

Fig. 1a
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Tabla 2

Seroprevalencia de hMPV en seres humanos categorizados por grupo de edad usando
ensayos de inmunofluorescencia y de neutralizacién virica

Ensayos de inmunofluorescencia  Ensayos de neutralizacidn virica

Edad N N N N Intervalo
(Afos) ensayados  positivos ensayados  positivos del titulo
<1 20 5 12 3 16-32
1-2 20 11 13 4 16-32
2-5 20 14 8 3 16-512
5-10 20 20 4 4 32-256
10-20 20 20 4 3 32-128
>20 20 20 4 3 32-128
8-99! 72 72 11 11 16-128

1Analisis serolégico usando sueros recogidos en 1958

Fig. 1b
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Fig. 3

Nucleoproteina

00-1 NP MSLQGIHLSDLSYKHAILKESQYTIKRDVGTTTAVTPSSLOOEITLLCGEL LYAKHADYKYAREIGIQY I STALGSERVQOI LRNSGSEVQVVLIRTYSL 10
AWA L...ES.R....E......ED.....R....A...I.. E..PQVST...MV.F...T..EP.. .V.M........AD.T... .K.......G.M.KIVF. 10
APV B R.vS...........T..8H.. . V.M. .V..T..A..T....K.......A...K.... 10
APVC ...... [« PN teecstesscccsteacacns RVS...oennnnns ?..SH...V.M, .V..T..A..T....K.......A...K.... 10
bRSV SKVKNTENWLSTK...QSTDNIDIPNYWKHINK .ML. ITED.NH. FTGL. .ML. AMSR. .R.DTIK. KmYQRRNGVDVITHIO
hRSV .A.SKVK.N. TIN.DQL.SS.K. . .Q.ST.DNIDTENYDV  KHINK. . .ML.ITED.NH. FTGL. .ML.AMSR. .R. DTIK. .KDA. YH. KRNGVDITTY 10
PVM . ..DRLK.N.V.N.DSL.SNCK.SVT.ST.DV.S. SGHAM. KALARTL . MF. LTAFNRCEEV. . . . L. . AMSL. . RODSIK. . .EA. YN.KC.D.QLKDF 10

00-1 NP GKIKNNKGEDLQMLDIHGVEKSWVEEIDKEARKTMATLLKESSGNT PQNQRPSAPDTPIILICVGALIFTKLASTIEVGLETTVRRANRVLSDALKRYPR 20
APV A SAEGSVRKREV—.N. .D.GVG.ADDVERTT.EA.GAMVR .KV-QLTK. .K...L.A.V. ... T eveeveeeeo Voo WALL . .S 0. X8.... 19
APV B ..G..S...E.......... R..I..V. ... ....SAT.DN. . P.. ..o . SeA o T icciinennannees 7 P N..... F.. 20
APV C «.G..8...E.......... R..XI..V...oonnnn SAT.DN..P........ S..A...... | CYINN Y VR | RN 4]
bRSV RQDV.G. EMKFEV. TLVSLTSEVQGN.EX.S. . SYKRM. . .M~  EVAPEY.HDS. .CG4.V.. .A. .VI... .AGDRS. .TAVI....N. .RNEM...KG 19
hRSV RODI.G.EMKFEV.TLSSLTSEIQVN.EI.S. .SYKKM. . .M~ EVAPEY.HDS..CGM.I..IR..VI... .AGDRS..TAVI,...N. . KNEI...KG 19
P TIKLOG.EYKI.V...V.IDAANLADLEIQ. .GVV.KE. . TG-ARL.D.R. HD. . .CGV.V. . IA. . VVS. . .AGDRG. . DAVE. ..LN. .KREKA. ..N 19

00-1 NP MDIPKIARSFYDLFEQKVYHRSLFIEYGKALGSSSTGSKRESLEVNI FMOAYGAGOTMLRWGVIARSSNNIMLGHVSVQAELKQVTEVYDLVREMGPESG 30
29

APV A <o R.K.LLFE LKLY NoLLoollL L To L RML L L, ceonen ceteeetnassanscocans ctceacanan R..S....... Koooono
AFV B
RV C
bRSV LIPKD. .N...EV. .KYPHYIDV.VHF.I.QS.TRG. .RV.GI, AGL..N......V......D K.VK......A..... ME. .V...EYAQKL.G.A. 29
hRSV LIPKD. .N...EV. .KHPHLIDV.VHF.I.QS.TRG. .RV.GI .AGL. .N...S..V......L.K.VK......A.... .ME, V.. .EYRQKL.G.A. 29
VM .EVKQ..E....... R.P.YIDV..TF.L.QS.VRG...V.G..SGL. .N...... V.....LL.K.VK......A.....ME..V.. .EYRQKQ.G.A. 29

s
00-1 NP LLHLRQSPKAGLLSLANCPNFASVVLGNASGLGI IGMYRGRVPNTELEFSARESYRKS LKESNKINFSSLGLTDEEKEAREHFINVSDDSQONDYE 39
APV A Ceseeeaan cesane Tiveaes cvves. Ao . K.LALL...A......RT.R.N....lAA.....D.R...TSY.GGD. ERSSKF. 39
AFV B TR . eeeereeeaaaas ) P PR . R S ceseseenesBoeoa . NV INEEG.. ... 9
ABVC ...... ) [SPIPPI N [P VNP | TP SIS | B 11>  FNN 39
bRSV E‘Y.IINN...S....TQF.. S.......A....M.E...TPR.QD.YD..KA..EQ...NGV..Y.V.D..T..L.. IKNQ. . PK.N--DVEL 39
hRSV FY.ILNN...S....TQF...S.......A....M.E...TPR.QD.YD. . KA. .EQ...NGV..Y.V.D..A. .L. .IKNQ. . PKE. —DVEL kL]
PVM FY.I.MN...S....T..... Teeevnnn A...... S.K.APR.R...D..KD..ER..DN.V..Y.A.N..A. .R.LISQQ..IV..TPD.DI 39

Fosfoproteina

00-1 P MS-FPEGKDILFMGNEARKLAEAF————-QKSLRKPGHKRSQSIIGEKVNTVSETLELPTI SRPAKPTI PSEPKLANTDKGGATKTEIKQATKVMDP 91
ABV-A ..-...... ..M..S....M.D.Y-----—-,R.. .NTSAG-GR. .5..PI..IA.KVP. . PLCN.TT. ~-——. .SCI.PNKAPVP. .K—- 76
APV-C ..=ee..cee.beeee...A.,, ,———=—=_.R..K.I..R.T...V.D.II.....V.K....KST.V.T.P.R.N. .GE. PDT.RSQTEE. RNEAT. 91
bRSV . B e TP PRSP -
hRSV  .EK.APE~—-.H.ED.NNK.TK.LES TKGKE: ASSKDPKK.DS. ISVNS 45
PVM  .EK.APE-——.V.ED.N.K..E. LKHRSFPSE. P. AGIPNTATHVTKYNMPPILRSSEK. . SPRVA.NL.E. .A. -~——PTTEPP. PPON.EEQPKESD 92

00-1 P IEEEESTEKKVLPSSDGKTPAEKKLKPSTNT-———KKKVSETPNEP-~—-GKY TKLEKDALDLLSDNEEEDRE-SSILT FEE-—ROTSSLSIEARLESIE 18
APV-A  —.I..IYP.LPTAPVATDTYTSTSTE.AKK~—S.,.K.DNPFKV—. ...,  .EEG.E....P..DND.K........=--K..A.T.......A.. 16
APV~C EDASRLY.EVFA.T.........GKETPEKP~——-~....T.KND.S—.R..... ME..BE......DD...-..V.....—K...A,.L.......D 18
L L L R T T T L et S e T T T
hRSV  .DI.VTK.SPITSGINIIN.TSEADSTPETKANYFR.PL. . . KEDLTPSDNPFS. .Y .ETIETF—DNN—.EE.SYSY. . INDQ.-NDN.T...DR.D 13
VM VDI.TMHVC. . PDONPEHSKKPCCSDDTD. KKT-—R. EM. T. VEP. BKFV. LGAS . YRETMOTF-—-AADGYDEE . N. S. . . TNQEPG.S.V.Q. .DR.. 18

00-1 P EKLSMILGLLRTLNIATAGPTARRDGIRDAMIGVREELIADI IKEA-—KGKAAEM——MEEEMXORSKIGNGSVKLTEKAKELNKIVEDESTSGESEEE 27
tessrecctocnsrsacess Mo, . NS.MP..~—.D.I..,,—.K..DT..A...D.. eecesenes.b..Q.8.....8.
ceeanne A 2% P — e -—.K..AK.K.......

L0 T T

hRSV  ....E...M.H..W.S....5.........V.L.. .M.EK.RA. . LMTNDRLEA . ARLRN. . SEKMA . DTSDE. P. N?PS.K SDLL..N—*—'—'- 23
VM ceo ¥ I N.IMV......T...E....L..7.....EM.KSDILTVNDRIVA. EKLRD. . CSRADTDDGSACY. . DR.RI.D. . . §SNRA=—==——== 27

00-1 P EEPKDTQDNSQEDDIY--—OQLIM. 29
APV-p . .SGESESDEE.S...NLDL-.L 28
APV-C . .EE.EEESNPD..L.SLTM-.LIKN 29
BRSV ... iiiireinnnnnn ——eese 28
hRSY  ———.SDNDLSL. ~—DF. 24
v -—EERKEDLDV . . .MGINF-.LI 29
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Fig. 3, cont.

Proteina de la matriz

00-1 matriz MESYLVDTYQGI PYTARVQVDLIEKDLLPASLYTWFPLFQANTPPAVLLOQLKTLYITTL YARSONG PILKVIASRQGAAMF VLPKKFEVNATVAXDEYS 10
APV-B S 5 SN e VoLUNNL LKLVl SS..AP......... S...Q.TV.PE..V.Q...T......SA.....S.S.AA.L.... 10
AFV-A .AP.........5...Q.T..PE..V.Q...A......SA.....A.8.A..L.... 10
AWV-C = ... | ZP T..V...Q...R.VV.. .. T....T . E...veinee Pl iciiiiieee et .. . SALL.S.D.S.S. .L.D.. 10
bRSV «P.VNKLHE.ST......YNV....DD....... V.M. .SSISADL.IKE. INVN. LVRQISTLK. .S. . IMINSRS .VIAQM.S. . TIS.N.SL. .R. 10
hRSV ..T.VNKLHE .ST...... ¥NVL...DD.......V.M..SSV.ADL_IKE.ASIN.LVKDISTPK. .S.R.TINSRS .VLAQM.SN.IIS.N.SL. .R. 10
BN WAL EMUHLVL .. ... LN.V..HSANI...V.I.M. .TSL.KNSWM.L.HOV.VICTQISTVH. .MI . .DL.SSN.GLATM.RQ. LY. .II.L.DWG 10

00-1 matriz KLEFDKLTVCEVKTVYLTTMKPYGMVSKFVSSAKSVGKKTHDLIALCDFMDLERNTPVTI PAFIKSVS IKESESATVEARISSEADQALTQRKIAPYAGL 20
RAPV-B ..D.GV....D.RA.....L..cs... L.TNMNT..R...ooeee et ) ILMARGE. o ee YL LA o Decsencne G o T L Re el 20
APV-A R...GT....D.RSI....L........IMTDVR...R...... PURS O QRN <1 75 QUMD SNV | T | R TR G..... I...R....... 20
APV-C ...l 720 B L DO . VP L....GV...... Yooioaaonaaen PR G..... I...R....... 20
bRSV ..AY.IT.P..I.ACS..CL.VKN.LTTVKDLTMKTENP. .EX. .. .E.ENIMISKR.V..T.LR. INV.AKDLDSL. NIATT. FKN.I.N...I..... 20
hRsv . .AY.VP.P. .1.ACS. .CL.VKS.LTTVKOLTMKTENP. .EI. .. .E.ENIMPSKR. I . . TYLRPI . V. NKDLNSL. NIATT . FKN.I.N.. .I..... 20
o' NMDYEVPVAFDK. SECV. IL. . KN.LYTVP. ITPIN-RP. .E. . .V.S.HNRVTLKSEN. .V. .RALY . ROOGLDS. .Q. .. .DV.H.I.T.RV...... 19

00-1 matriz IMIMTMNNPKGI FKKLGAGTQVIVELGAYVQRESTSKICKTWSHQGTRYVLKSR. 25
APV-B ALA........ 3 Poou... 1G...... N..R...——I L-~K-—=SR 25
APV-A ehisiesacenssnccnad M....... P..... G, ... .N..R.....R..~.GYPK-A.-IC.C-YSQ.K 27
APV-C ¢ L 11 S - 25
bRSV VLVI.VTDN. .A. .YIKPQS.F. .D. ... LEK. . .YYVTTN.K.TA.KEFSI. Pr— 1ED. 25
hRsv VLVI.VTDN..A..YIKPQS.F..D....LEX. . .YYVTTN.K.TA. .FSI. P~~—=——-——LED. 25
BVM TLVINITST..A..L.K..S.IIA...P.LTQV.LHDVIMN.K.T. .S.I. . ,8§—=———————TS5G. 25

Proteina de fusion

00-1 F MSW——KVVIXFSLLI-—~~TPXHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVETLEVGDVENLTCADGPS ~—LIKTELDLTRSALRELRTVSADO 88
APV-A .DV—RICLLLF, I§~~~~--N.SSCIQ.T.N...... V.R..Kieooooaaoas N..I.N...I..N....—..D...V...N.... . K...... 88
APV-B  .YL-—_.LLLXIY.VV---——GASGKIQ.T.S......V.R..K...........0 N..I.N...I..N....~—..S...5..0N..Q........ . 88
APV-C ...===...LLLV..A====—  TG..E....... Y. .V.R....civirrecriannracancesoeaTeec.= . R...E...N..E..K...... 88
bRSV  ATTAMRMI,SIIFISTYVTHI,LCONIT.EFYQST..AVSR....A.......S.V.I.LSKIQKNV.KSTD.KVK...Q. . ERYNN.VV. .QSIMONE 10
hRSV  ,ELLIHRLSAI.LT.AINALYL.SSQNIT.EFYQST..AVSR..F.A.......S.I.1.LSNIKETK.NGTDTKVK.. .Q. . .KY.N.VT. .QLIMONT 10
M .=~==IPGR.FLV. .VIFNTKPIHPNT.T.K.Y.ST. .VE.A. .K.A. ... .HMF.MSIKLSQINIES.KSSN. ~——.LAH. .AI¥S..VD....L.SNA 93

00-1 F LAREEQ- TENPRQSREVLGATALGVATARAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELK 16
APV-R V.K.SR LSS..RRe..oieceveinnn: P e ¢ N S L ve...ND.. 16
APV-B ITK.NR . G..K...L..RS.. ...ND.. 16
APV-C ..K.AR MELLKAL e ettt e G..A...G..Retiirancacnananans ND.. 16
bRSV  P.SFSRAKRG1PELIHYTRNSTKKFYGLMGKK.KR..L--GFL. .IG—S. .AS...V5.VLH. .G..NK.....LS..K,.VS.5...5..TSK.LD.. 19
hRSV  P.ANNRARREAPQYMNYTINTTKNLNVS. SKK.KR..L~—GFL...G—S.IAS.I.VS.VIH..G..NK.. ... L1S..K..VS.5...S5..TSK.ID.. 19
M LKSK.KK. .L-—GLI..1G—........ L...VQ....IAL.RD.VRN..... VS.T..MS...KV.ID.. 16

00-1 F DEVSKNLTRAINKNKCDIADLKMAVSFSQENRRFLNVVRQFSDNAGI TPAI SLDLMTDAELARAVENMPTSAGQIKIMIENRAMVRRKGFGELIGVYGSS 26
APV-A E.I..K..P...Q...N...X...I..G.N............. S....8.V....... D..V..INR....S...S...N........ O SRR DGT 26
APV-B E.I..K..P...Q...N...IR..I..G.N........ ..8....8. V.. .. .. VK.INR....S...S...N.......... I......GT 26
APV-C .. XI..K..P...R.....S........G.¥. . ...... P RN 22T T R - TN | RPN SU 26
bRSV  NYID.E.LPQV.NHD.R.SNIETVIE.Q.K.N.L.EIA.E..V..... TPL.TYML.NS. .LSLIND. .ITND.K. . .SS.VQI. . QQSYSIMSV.KEEV 29
hRSV  NYINNQ.LPIV.QQS.R.SNIETVIE.Q.K.S.L.EIN.E..V...V.TPL,TYML.NS. LSLIND. .ITND.K. . .S5.VQI. .QQSYSIMSIIKEEV 29
PVM N.I..E.LPK..RVS..VH.ITAVIR.Q.L.K.L.E.S.E..S...L.HTV.SFML. .R. .TSI.GG.AV. .. .KEX..SSK.IM. .N.LAX . SS.NADT 26

00-1 F VIXMVOLPIFGVIDTPCWIVKAAPSC-~SGKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTARGINVAEQSXECNINT STTNYPCKVS 36
APV-A  V¥..........E....R. V., L.--RKE......I.........T.....A....KD...V.D.¥............lEVEQ..Y....SK...... 36
E....R.V.. . L.~~RHERES............. T..... A..... D...V.D.Yeeooutiaannn SEVEQ. .H....ST...... 36
....... Koooobem= Dot iiiiiieeieieneneeeeeBll VSt o . JKELE...R.....K.Lhl .. 36
.. .KIHTS.L.TTIN.E.SNI, .T.T.R....D....VSFF.QTET. KVQSNR. . . . .MNSLTLPTOVNL. . TD. EN.K.D. . IM 39
LAYV..... Yeeoranas KLHTS.L.TTNI.E.SNI..T.T.R....D... . VSFF.QADT.KVQSNR... . . MNSLTLPSEVSL. . TD. ENSK.D. . 1™ 39
.M..D..VIRSSID.~--HNIADK....A.A.N....H....LS.F.SPT.. . XHNGYA. . . . LKSLY.PVT.R...S.MY....D..1. 35

00~1 F TGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGI IKQLNKGCSY ITNODADTVTIDNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQENVALDQVE 46
APV-A .....V.....T...G..S..ES........K...... G...TH.P.NE...I......ccvoo VL. .RT.. A, .VNN.N.IL. .t e v v eneees 46
APV-B ..... Voo Pt G S Bt LRl THUPLNEL L UL LT Lo VL RTL L LALLUVENLNL L s s e e v bl .. 46
APV-C L iieeiinrnnnnonnnanes D.M....... K....RP.G...... S itiieetetiteiecctanaan T...K....N...IE....... I...... 46
bRSV  SKTD..SSVITSI..I.S..GKTK.TASNKNR....TFSN..D.V5.KGV...SVG. . L.YVN.L. .KALY., .E.IINYY..LV..S.E.DASIA. .N 49
hRSV  .SKTD..SSVITS...I.S..GKTK.TASNKNR....TFSN..D.VS.KGV...SVG..L.YVN.L. .KNLYV. .E.IINYY..LV. .S.E.DASIS..N 49
VM .SKTYV.TAV.TIM.C..S. .GHN. . TVIN.OK. . .RT.PD. . H. .S.KGV.R.QVG....Y.. .EV.KSI.VR.E.LVIKY. .1S..D.K.D..IRD.E 45

00-1 £ ESIENSQRLVDQSNRILS———SAEKGNTGF1I--VIILIAVLGSTMILVSVFIIIKKTKRPTGAP-PELSGVTNNGEIPH-N. 54
APV-A . ..DR..D.I.K..DL.G——ADA.SKR.IA.--A.VVLVI. .IFFL.AVIYYCSRVR. TKPKHDY.ATT. HSSMAYV -—$ 53
APV-B . .VDK.KD.I.K..DL.D-—-IEV.S.I.ARL~—A.TILV..SMLI.VGIAYYVV. .R.RK.SNGY.KTT.QS.M.Y.S. 53
APV-C . V.K..N.I....K..D-— I....A..V,—..V. VL.MLARVG.G..FVV..R.ARPKF. -M.MN. .N K. ... ~. -F. LLKKKKKKKKK 55
bRSV  AK.NQ.L.FIRR.DEL.H—SVOVG.ST.NVV.TTI. .V.V.VIIML.A.GLLEYC. TKST. IMLGKIQ. . . IN.1S.S: K. 57
hRSV  _K.NQ.L.FTRR.DEL.H——NVNTG.ST.NIM.TTI..V.I.VLLSL. AIGLLLYC.AKNT. VTLSKDQ. . . IN.IA.S5— K. 57
Lol H. .NQTRTFFKA. DOL . DLSENREN . NINKSY . LTTLLEVVM. II1.AVIGFILYKVIK——MIRDNK. KSKSTP. LT—~————-VLS 53
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fragmento 8 de RAP PCR de L polimerasa

00-1 fragmento 8 ~—————TVNVYLPDSYLKGVISEFSETNAIGSCLLKRPYLKNDNTAKVALENPVIEHVRLINAVNSKMKI SDYK: IVEBVNMOHE 77
APV-A ME-ISNESV.....cctnvencnnesnseseeeVoN. L ILD.Y. . H. MF...... Q. .FALFK.LTISRE .R V...LMI.K. 84
bRSV MDTLIHENST....Teeeeenrnnnnn C..L..Y..0G...... Y.NIISRQK.L...IN. .KLSIIQSEVTK .NKGELGLE. .TYF.SL 90
hRsV MDPIINGNSA....T.G..........C..L..YIENG...... Y.NLISRQ. .L...MN. .KINTTOSL. .K .HKGEIKLE. . TYF.SL 90
00-1 fragmento 8 IM—KNVHSCEL-———TLLKQFLTRSKNI STLKLNMICTVIQLK———~~-~—STSDDTS ILSFIDVEFI - ~———=——————— 13
ABV-A LL— .VAAGAR.--~-KK. .KW.G. . .D. .EV. .K.VT.. K.S ——Q. PGRGK. IDR.Q. .NL—— 13
bRSV L.TY.SLSTS. .ITTT. .F.KIIR.AIE. .DV.VYA.LNK.G. . EKGKVDRC—-DDTN . TLSNIVRDNILSVISONTPSTKKENNSSCK 17
hRSV L.TY.SMT.S.QIATIN. . .KIIR.AIE. .DV.VYA .LNK.G. . EKDKIKSNNGQDE . NSV.TT1 . KDDILSAVKDNQSHLKADKNHSTK 18
00-1 fragmento 8 PSHVSNWFSNWYNLNKLI LEFRKEEVIRTGSI L--CRSLGKINFVVSSYGCIVKSNKSKRVSFETYNOLL 20
APV-A .D.IEH. .DS.LI..DV.QSY.CL..SQ.SA. .—RK.SLNEF.A...F.. . IL.R..R.IC.C...... 20
bRSV PDQPIKTTILCKLLSSMSHP.T.LIH . .NLYTK. . DILTQY. TN.ARNH.Y. .IDT.T..ER). IINQ. ... . YHK.L.KITET....F. 26
hRSV OKDTIKTTLLKKLMCSMOHP. . . LIH. .NLYTK. . NILTOY.SN. . KNH. FT. IDNQT. SGRQ, IINQ. .. . . YHKEL. . ITVY. ...F. 27
00-1 fragmento 8 TWKDVMLSRFNANFCIWVSNSLNENOEGVGLRSNL———Q 23
APV-A ceo.LA.. ..o DLV. .. .C..8A.D.L. .. .K.VGELLR 24
bRSV ve. IS, .L.VOMIT.I..C..TINKSL...C 30
hRSV «...IS...L.VCLIT.I..C..TINKSL. 30
fragmento 9/10 de RAP PCR de L polimerasa

00-1 fragmento. 9/10 —-KLVDKITSDQHIFSPDKIDMLTLGKMLMP—TIKGOKTDQ-——~FLNKRENYFHGNNLIESLSAALAXHHCGILTEQC 72
APV-A -F.S.R..VT.....N..H..LVM.. .L.L.~~ . VRSNINNN-—~~KPAT. .F.N.. . IV.A.TSC. .C.. .TV. ILLT 72
bRSV ~ICKINQVIQK. .M.L.. . .SLSQYVELFLSNK.L.NSPHISSNLVLVH .MSD. . LHKYV—~—. . TN. .G. . IM. IQIMK 76
hRSV DIHKLKQVIQK. .M.L. . . . SLTQYVELFLSNK. L. SGSHVNSNLILAH. ISD. . . NT¥I-——. .TN. .G..IL.IQLMK 77
00-1 fragmento 9/10 IENNIFRKDWGDGEISDHAFMDFKIFLCVFKTKLLC 10
APV-A T..S..Q.B...... T....IN.TW..MS...Y.. .HW 11
bRSV DSKG..E....E.Y.T..M.L.LNV.FDAY..Y. 11
hRsV DSKG..E....E.Y.T..M.INL.V.FNAY..Y 11
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PVM ————PVM
a hRSV b hRSV
bRSV L—pRSV
APV-B IAPV-B
L APV-A | IAPV-A
| [——APVC ———APV-C
01 001  _o4_ 00-1
c . hRSV of PVM
—bRSV hRSV
P bRSV
| ——APV-B
APV-A
————APV-A
-——APV-C APV-C
0.1 001 01 00-1

Fig. 4
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0,1

APV
a —94-1 b
99-1
_'*99-2
94-2
I——93-1
93-2
93-3
0,1 0-1
APV
c —941 d
99-2
—lg9g-1
00-1
93-2
93-1
94-2
93-3
93-4
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Fig. 6A
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Fig. 6A, cont.
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Fig. 6A, cont.
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Fig. 11
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Fig. 13

50

MITLDVIKSDGSSKTCTHLKKIIKDHSGKVLIVLKLILALLTFLTVTITI

100

NYIKVENNLQICQSKTESDKKDSSSNTTSVTTKTTLNHDITQYFKSLIQR

150

YTNSAINSDTCWKINRNQCTNITTYKFLCFKSEDTKTNNCDKLTDLCRNK
183 )

PKPAVGVYHIVECHCIYTVKWKCYHYPTDETQS

) 50 100 150 200
Posicion (aa)

70



ES 2393 468 T3

Fig. 14
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Fig. 18a

Comparacion de dos aislados de hMPV prototipicos con APV-A y APV-C

Matrices de similitud de ADN

N 00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

P 00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

M 00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

F 00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

M2-1
00-1
99-1
APVC
APVA

M2-2
00-1
99-1
APVC
APVA

SH 00-1
00-1
99-1

APVC ~---

APVA

G 00-1
00-1
99-1
APVC -
APVA

39-1 APVC APVA
1,000 0,862 0,757 0,660
-—- 1,000 0,757 0,663
- - 11 000 ol 656
== =a- —== 1,000
99-1 APVC APVA

1,000 0,811 0,677 0,588
-~ 1,000 0,674 0,593
--=  -——— 1,000 0,584
=  ——=  -—= 1,000
99-~1 APVC APVA

1,000 0,865 0,766 0,695
--- 1,000 0,773 0,707
——~ -=—— 1,000 0,705
——=  —=— === 1,000
99-1 APVC APVA

1,000 0,838 0,706 O, 662
--- 1,000 0,716 0, 655
—=~ =-—— 1,000 0,685
-~ === -=— 1,000
00~1 99-1 APVC APVA
1,000 0,863 0,764 0,668
--~ 1,000 0,744 0,657
-== =~== 1,000 0,670
——~ ===, -== 1,000
00-1 99-1 APVC APVA
1,000 0,861 0,648 0,486
--- 1,000 0,675 0,486
~-- ~-- 1,000 0,463
= === -== 1,000
99-1 APVC APVA

1,000 0,688 N.A. 0,421
--- 1,000 N.A. 0,380

--— N.A. N.A.

-——- === --= 1,000
99-1 APVC APVA

1,000 0,543 N.A, 0,262
--- 1,000 N.A. 0,263

--~ N.A. N.A.
cee === -~ 1,000

75



ES 2393 468 T3

Fig. 18b

S5'L 00-1 99-1 APVC APVA

00-11,000 0,835 N.A. 0,596

99-1 --- 1,000 N.A. 0,605
APVC --- -~ N.A. N.A.
APVA ——- -— - 1,000

5'L: solo estuvieron disponibles los primeros 1500 nucleotidos de 99-1

N.A.: secuencia no disponible
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Matrices de similitud de proteinas

N 00-1
00-1
99-1
apvc
APVA

P 00-1.
00-1
'99-1
APVC
APVA

M00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

F 00-1
00-1
99-1
APVC
APVA

M2-1
00-1
99-1
APVC
APVA

M2-2
00-1
99-1
APVC
APVA

SH
00-1
99-1
APVC
APVA

G 00-1
00~-1
99-1
APVC
APVA

5L
00-1
99-1
APVC
APVA

99-1
1,000

APVC
0,949
1,000

APVA

0,880
0,883
1,000

APVA

0,683
0,676
1,000

APVA

0,874
0,874
1,000

APVA

0,810
0,803
1,000

-

APVC

0,844
0,834
1,000

"APVC

0,563
0,577
1,000

APVC
N.A.
N.A.
N.A.

APVA
N.A.
N.A.
N.A.

APVC
N.A.
N.A.
N.A.

0, 685
0,682
0,700
1,000

0,552
0,549
0,528
1,000

0,775
0,763
0,775
1,000

0,677
0,674
0,719
1,000

APVA

0,719
0,703
0,704
1,000

APVA

0,246
0,232
0,191
1,000

APVA
0,178
0,162
N.A.
1,000

0,094
0,107
N.A.

1,000

APVA
0,600

- 0,594

N.A.
1,000

Fig. 19

5'L: sélo estuvieron disponibles los primerosSOO restos de aminoacidos de 99-1

N.A.: secuencia no disponible
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Fig.20

Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de dos aislados de hMPV prototipicos

Nucleoproteina (N)

10 20 30 40 50 60
S I [T [ I [ Y I I I .|
00-1 MSLQGIHLSDLSYKHAILKESQYTIKRDVGTTTAVTPSSLQQEITLLCGEILYHKHHDYK 60
99-1 MSLQGIHLSDLSYKHAILKESQYTIKRDVGTTTAVTPSSLQQEITLLCGEILYJKH)DYK 60

70 80 90 100 110 120
R e S O e e o I (Y I I I |
00-1 YAAEIGIQYINMTALGSERVQQILRNSGSEVQVVLTRTYSLGKHMKNNKGEDLOMLDIHGVE 120
99-1 YAAEIGIQYI ALGSERVQQILRNSGSEVQVVLTKTYSLGEEKNSKGEELQMLDIHGVE 120

130 140 150 160 170 180
O e T T e e A I O I T
00-1 KSWVEEIDKEARKTMRATLLKESSGNIPQONQRPSAPDTPIILLCVGALIFTKLASTIEVGL 180
99-1 KSWIEEIDKEARKTMYTLLKESSGNIPONQRPSAPDTPIILLCVGALIFTKLASTIEVGL 180

180 200 210 220 230 240
D e e e e O I [ I I I
00-1 ETTVRRANRVLSDALKRYPRMDIPKIARSFYDLFEQKVYHRSLFIEYGKALGSSSTGSKA 240
99-1 ETTVRRANRVLSDALKRYPRIDIPKIARSFYELFEQKVYYRSLFIEYGKALGSSSTGSKA 240

250 260 270 280 290 300
O O IS I I I I T I |
00-1 ESLFVNIFMQAYGAGQTMLRWGVIARSSNNIMLGHVSVQAELKQVTEVYDLVREMGPESG 300
99-1 ESLFVNIFMQAYGAGQTLLRWGVIARSSNNIMLGHVSVQSELKQVTEVYDLVREMGPESG 300

310 320 330 340 350 360
B O e e e I L O O I |
00-1 LLHLRQSPKAGLLSLANCPNFASVVLGNASGLGIIGMYRGRVPNTELFSAAESYAKSLKE 360
99-1 LLHLRQSPKAGLLSLANCPNFASVVLGNASGLGIIGMYRGRVPNTELFSAARESYARSLKE 360

370 380 390

R I R I I RS e
00-1 SNKINFSSLGLTDEEKEAAEHFLNVS DSONDYE 394
99-1 SNKINFSSLGLTDEEKEAAEHFLNMSEDNQDDYE 394
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Fig.21

Fosfoproteina (P)

10 20 30 40 50 60
D e e 1 I [Ty [ IR [P [P I
MSFPEGKDILFMGNEAAKLAEAFQKSL GHKRSQOSIIGEKVNTVSETLELPTISRPAK 60
MSFPEGKDILFMGNEAAKIAEAFQKSLKKSJGHKRTQSIVGEKVNTISETLELPTISKPAR 60

110 120
ceel. Y B I
EPKLA DPIEEEE KKVLPSSDGKTPAEK ST 120
S PKLAW DPVEEEEINEKKVLPSSDGKTPAE ST 120
130 140 150 160 170 180

T B I I B L I I I [ KT Iy [y
KKKVSFT EPGKYTKLEKDALDLLSDNEEEDAESSILTFEERDTSSLSIEARLESIE 180
KKVSFTEINEPGKYTKLEKDALDLLSDNEEEDAESSILTFEEKDTSSLSIEARLESIE 180

190 200 210 220 230 - 240
B T T T T e I I R
EKLSMILGLLRTLNIATAGPTAARDGIRDAMIGVREELIADIIKEAKGKAAEMMEEEMSQ 240
EKLSMILGLLRTLNIATAGPTAARDGIRDAMIGIREELIAEIIKEAKGKAAEMMEEEMNQ 240

250 260 270 280 290

D e e e e [ T
RSKIGNGSVKLTEKAKELNKIVEDESTSGESEEEEEPKDTQDNSQIDDIYQLIM 294
RSKIGNGSVKLTEKAKELNKIVEDESTSGESEEEEEPKETQDNNQEEDIYQLIM 294
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Fig.22

Proteina de la matriz ( M)

10 20 30 40 50 60

T P I I A IPTPIPI R I I | PP

MESYLVDTYQGIPYTAAVQVDLIEKDLLPASLTIWFPLFQANTPPAVLLDQLKTLTITTL 60
MESYLVDTYQGIPYTAAVQVDLVEKDLLPASLTIWFPLFQANTPPAVLLDQLKTLTITTL 60

70 80 _ 90 100 110 120
R I P I I I R [P IR [P I I |
YAASONGPILKVNASAQGAAMSVLPKKFEVNATVALDEYSKLEFDKLTVCEVKTVYLTTM 120
YAASQNGPILKVNASAQGAAMSVLPKKFEVNATVALDEYSKLDFDKLTVCDVKTVYLTTM 120

130 140 150 160 170 180
B S T e T [ AP R [ I I
KPYGMVSKFVSSAKSVGKKTHDLIALCDFMDLEKNWPVTIPAFIKSVSIKESESATVEAA 180
KPYGMVSKFVSSAKSVGKKTHDLIALCDFMDLEKNYWPVTIPAFIKSVSIKESESATVEAA 180
190 200 210 220 230 240
P I (T IR I I T T T e e

ISSEADQALTQAKIAPYAGLIMIMTMNNPKGIFKKLGAGTQVIVELGAYVQAESISKICK 240
ISSEADQALTQAKIAPYAGLIMIMTMNNPKGIFKKLGAGTQVIVELGAYVQAESISRICK 240

250

B P R
TWSHQGTRYVLKSR 254
SWSHQGTRYVLKSR 254
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Fig.23

Proteina de fusion (F)

10 20 30 40 50 60
B e P I [ I I I
MSWKVVII I3ISLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 60
MSWKVMIINSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRIGWYTNVFTLEVGDVENLTC 60

70 80 S0 100 110 120
B T T A [ I [ I R [P |
DGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 120
EDGPSLIKTELDLTKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 120

130 140 150 160 170 180
e T T e e I I T ) e
GVAIAKTIRLESE I KKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRIAINKN 180
GIAIAKTIRLESE KQTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKEFVSKNLTRJAINRN 180

190 200 © 210 220 230 240
S [P I IR TY [P N I [ I I R e
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 240
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSMMPTSAGQO 240

250 " 260 270 280 290 300
B e T S e e [P I I I IS e
IKLMLENRAMVRRKGF IGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCS GNYA 300
IKLMLENRAMVRRKGFGELIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWITIKAAPSCS NYA 300

. 310 320 330 340 350 360
B e S I T I I R IR I I
CLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP 360
CLLREDQGWYCKNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSRECNINISTTNYP 360

. 370 380 390 400 - 410 . 420
T A I T O o I P B ey
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSN GIIKQ KGCSYITNQDADTVTI 420
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNGVGI IKQLIKGCSYITNQDADTVTI 420

430 440 450 460 470 - 480
B I O L S [ I I I R I :
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 480
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNKI 480

490 500 5 520 530
N I N N IR R
LSSAEKGNTGFIIVIILIAVL IIIKKTKKPTGAPPELSGVTN GFIPHN 539
LNSAEKGNTGFIIVVILVAVL TMI IIIKKTRKPTGAPPELNGVTNEGFIPHS 539
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Fig.24

Proteina 22K (M2-1)

10 20 30 40 50 60
R T SO O [ [ IO (P IS (PR I I
MSRKAPCKYEVRGKCNRGSECKFNHNYWSWPDRYLLIRSNYLLNQLLRNTDRADGLSIIS 60
MSRKAPCKYEVRGKCNRGS DCKFNHNYWSWPDRYLLLRSNYLLNQLLRNTDKADGLSIIS 60

70 80 90 100 110 120
O L e O I T [y (O (P [ TP IR
GAGREDRTQDFVLGSTNVVQGYIDDNQSITKAAACYSLHNIIKQLQEWEVRQARDNKLSD 120
GAGREDRTQDFVLGSTNVVQGYIDDNQEITKAAACYSLHNI IKQLQEYEVRQARDNKLSD 120

130 140 150 160 170 180
R B I I T I L R EE R Iy
SKHVALHNLVLSYMEMSKT PASLINNLKRLPREKLKKLAKLIIDLSAGRENDSSYALQDS 180
SKHVALHNLILSYMEMSKTPASLINNLKKLPREKLKKLARLIIDLSAGHDNDSSYALQDS 180

A
ESTNQVQ 187

" ESTNQVQ 187
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Fig.25

Proteina M2-2 (M2-2)

10 20 30 40 50 60
R I I I T I [apa RN NPt PO PSPPI R |
MTLHMPCKTVKALIKCSEHGPYFITIEfDDMIWTHKDLKERLSDGIVKSHTNIYNCYLEN 60
MTLHMPCKTVKALIKCSKHGPIYFITIERDDMIWTHKELKELSDGIVKSHTNIYSCYLEN 60
70
IEITI YLS 71
IEITIYV LS 71
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Fig.26
Proteina hidrofoba corta (SH)
10 20 0 40 50 60
) R I S I PSP R I
00-1 TLDVIKSDGSSKTC KKII HSGKVLI KLILALLT TITINYIKVENNLQ 60
99-1 TLDVIKSDGSSET KKII SGKVLI KLILALLTFTITITVNYIKVENNLQ 60
110 120
P I R |
00-1 CQ SDK TTS L HDILQ ?HSIIQRYTNS IS S DTCWKINRN 119
99-1 ESDK NTTS DlPT\YVH T1RIIQRHTNSVTK SDTCWRIHKNQ 120
140 160 180

00-1 TNIM YKFLC NCD TﬁL HI ECHCIYT PTD 179
99-1 TNIRSIYKFL DCE JECHCLHTH | 177
00-1 [FeH 183
99-1 [N 177
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Fig.27
Glucoproteina de unién ( G)
10 20 30 40 50
B e I I
00-1 MEVKVENI VKNR SKCFKNASLVLIGIT LSIALNIYLIIN s 60
99-1 MEVRVENIRA IDM KAKIKNRI RCYRNATLILIGLTLSMALNIFLIIDH] RN 60

100
00-1 ESE SRET DT S STLYE SASS T 120
99-1 KTE I3SKKTP, STSPV TPEGH|Y 120
130 180

00-1 NRPPFV ﬁ PAVHT THSPP" RTARR TS 180
99-1 DTT PQQTTD QTTTE TTQKREKG TIPS TIERNOTT 180
00-1 RK DST SVQPDISATT QTS IQRK VE‘ 236
99-1 TNQIRN SET———--— TI§QSS TR TDP§ 224
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Fig.28

Término N de proteina de polimerasa ( L)

00-1
99-1

10 20 30 40 50 60
B e R T IS O I I [T I I
MD STVNVYLPDSYLKGVISFSETNAIGSCLLKRPYLKNDNTAKVAIENPVIEHVRL 60
MD STVNVYLPDSYLKGVISFSETNAIGSCLLKRPYLKNDNTAKVAVENPVVEHVRL 60

70 80 90 100 110 120
B T I T A [ I P [P I e
KNAVINSKMKISDYKIVEPVNMQHE IMKNVHSCELTLLKQFLTRSKNISTLKLNMICDWLO 120
RNA KMKISDYKVVEPVNMOHEIMKNIHSCELTLLKQFLTRSKNISSLKLNMICDWLQ 120

130 140 150 160 170 180
B I e T i O o I [P P [P
LKSTSDDTSILSFIDVEFIP VSNWFSNWYNLNKLILEFRKEEVIRTGSILCRSLGKLV 180
LKSTSDNTSILNFIDVEFIP| SNWFSNWYNLNKLILEFRREEVIRTGSILCRSLGKLV 180

190 200 210 220 230 240
R I [ IR T I Ry DO [P I P e
FVVSSYGCIVKSNKSKRVSFFTYNQLLTWKDVMLSRFNANFCIWVSNSLNENQEGLGLRS 240
FIVSSYGCVVKSNKSKRVSFFTYNQLLTWKDVMLSRFNANFCIWVSNNLNKNQEGLGLRS 240

250 260 270 280 290 300
B I I I T D R I I I TP |
NLOGILTNKLYETVDYMLSLCCNEGFSLVKEFEGFIMSEILRITEHAQFSTRFRNTLLNG 300
NLQGMLTNKLYETVDYMLSLCCNEGFSLVKEFEGFIMSEILKITEHAQFSTRFRNTLLNG 300

310 :éo ; 330 340 350 360
N P I R

ool . -
LTDQLT KN GTVLENNDYPMYEVVLKLLGDTL IKLLINKNLENAAELYYI 360
LTEQLS GTILENNNYPMYEVVLKLLGDTL IKLLINKNLENAAELYYI 360

370 380 390 400 410 420
R I I I IR IETTY Ity Dty R I I I
FRIFGHPMVDERDAMDAVKLNNEITKIL SLTELRGAFILRIIKGFVDNNKRWPKIKN 420
FRIFGHPMVDEREAMDAVKLNNEITKILKESLTELRGAFILRIIKGFVDNNKRWPKIKN 420

430 440 450 460 470 480
o L o O I B L N I I
LKVLSKRWHMYFKAKSYPSQLELS|ZODFLELAAIQFEQEFSVPEKTNLEMVLNDKAISPP 480
LKVLSKR YFKAKSYPSQLELSYODFLELAAVOFEQEFSVPEKTNLEMVLNDKAISPP 480

490

N N I
KRLIWSVYPKNYLPEJSIKN 499
KKLIWSVYPKNYLPESSIKN 499
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Fig. 29

. . torundas de torunda no no
+=positivo; - =negativo; T= garganta ; NO= de nariz ; N =realizado; ? = seguro ;

D =muerto; 0 a 12: dias después de la infeccidn. 22 infeccidn sélo se ensaya en las torundas de la nariz

nr 1 torunda |0 |1(2|3 1415810 |11 |12 22 0]112]3)41]}5
infeccion infeccion
1 00-1 T okl Ed ket Bl R R A - 99-1 N|N|N|N|N|N
NO - |+ [+ {+{+ |+ [N]+ [- |- - 1-T1-T1-1-1-
2 00-1 T - |+ij+]|FIF+ I+~ |- - D NiN[N|N[N|N
NO + |+ |+ |+ {+]|Nj+ |- |D < 1-1-1-1-1-
3 00-1 T - -1~ 1-1-1-1- - N 199-1 . . ININI? ININ|N
NO +[?1? - |[N}- - - - - |72 1+ + |-
4 00-1 T < i+ ]+ |+ ]+ ]- ]2 |- N ]00-1 NI|N|N|N|N|N
NO - [+ ]+ |+ ]+ ]+ N2 |- |- - 4- - |+|- |-
5 '100-1 T S 2+ ]+ |+ - N 100-1 Ni{NIN|N|N|N
NO + |+ j+ [+ [+ N[+ |- |- - - - f- - |-
6 00-1 T B N R B o o O I R N [00-1 N{N|N|N|N|N
NO -+ F [+ ]+ N[+ [+ [? - - 1-1-1-1-
7 99-1 T - |- 1-|+{+]- |+|D |- - N{N|N{N|N|N
NO - |- ]--]+}+ |+ |N|D |- - - =1 }=-{- 1]~
8 99-1 T - |-+ +]-}- |- |- - N 100-1 NIN|N|N[N|N
NO - 1?2]- ]+ |+}?2 IN|- |- |- -1
9 99-1 T - d- 1= 1= 1= 1= 1- - N [00-1 NN|NININ|N|
NO -~ - f-[- [+ |+ N]- |- |- N EE
10 ]99-1 T - - 1- |+ +)- - |- - N 199-1 N|IN|NiN|IN|N
NO - [+ [+ [+ ]|+ |+ IN][- |- |- - f-1-{-1-{-
11 199-1 T - d-l+ |+ +]- |- |- - N {99-1 N{NININ|NIN
NO - |+1?2 |+ [+ (+{N]- - - -1 {+]- |-
12 199-1 T - {-j+|+i?21-1-1- - N [99-1 NININ|[NIN|N
NO - |+|+ |+ |+ |+ |N}- - - = - qi-1-1-1-
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Fig. 30A
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Fig. 30B

[——wmi= - %]

cobaya 8 (99-1/00-1)

t—ﬁ—oo-i - -oe -ssﬂ

cobaya 9 (99-1/00-1)

dias después de la infeccién primaria
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Fig. 31
ELISA de especificidad
FTexposiciénaQQA @ exposicion a 00-1 !
3,0 - o
® L 2
2,5 - .
o ® e ®
3 20 ﬂ £ .
p L 4 ®
5 151 ® L K
3
1,0
@
0,5 -
0,0 " L v T I T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

OD frente a 00-1
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Fig. 32
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Fig. 33
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Fig. 34

Frente a 00-1

Frente a 99-1

Frente a APV-C

1 infeccién con
00-1

2 infecciones con
00-1

1 infeccién con
99-1

2 infecciones con
00-1
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Fig. 35

o . no no ) )
+ = positivo ; - = negativo N= realizado > * — seguro > 0 a 10: dias después de la infeccion
nr s 01213 516|789 |11 o0 0f112 |3 |4 {5 |7 |10
infeccién infeccion
3 {00-1 -1-]- +|+}+]|+|N |- < H A+ -2 -
6 |00-1 - |+ +|+|+]-|- |- - {HF+ | F 4+ - -
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Fig. 37

Correlacion entre ELISA de APV y de hMPV para la deteccion de anticuerpos

IgG de hMPV en sueros humanos

6,0

5,0 1

4,0

relacion APV 1gG

®
y = 0,7507x + 0,1759
R?=0,7953

2,0 3.0 4,0 5,0 6,0

relacion hMPV I1gG
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