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1. RESUMEN

El presente trabajo se basé en el desarrollo de un método para la detecciéon de los marcadores
moleculares Q136, K150 y D151 en el gen de la Neuraminidasa del virus de la Influenza
A(HINT) pandémica, donde variaciones en estos marcadores estan asociadas con la resistencia

a zanamivir.

Se realizaron extracciones de RNA a partir de cultivos celulares, hisopos nasofaringeos y
biopsias, previamente determinadas como positivas para el virus de la Influenza A(HINT)
pandémica, para después ser amplificadas por la técnica de RT-PCR usando iniciadores

especificos para la region de interés en el gen de la Neuraminidasa.

Se obtuvo la secuencia nucleotidica del amplicon mediante la técnica de secuenciacion capilar y
se analiz6 utilizando programas bioinformaticos (Chromas, BLASTn, Clustal X y BioEdit) para

la deteccion de posibles mutaciones en los marcadores de interés

Después del analisis bioinformatico, no se encontraron mutaciones en los marcadores que
confieren resistencia a zanamivir, sin embargo fue posible identificar mutaciones en otras

posiciones del amplicon generado (V1161, R220K, I211M, A232V).

Finalmente, se logro establecer un método para la detecciéon de los marcadores moleculares
antes mencionados mediante RT-PCR/secuenciacion capilar en muestras de diferente origen,

con el propésito de identificar cepas con posible resistencia a Zanamivir en la poblacion.



2. INTRODUCCION

En la primavera de 2009, un virus de influenza A(HIN1) antigénicamente nuevo se detect6 en
América del Norte. La rapida transmision generalizada del virus resulté en la declaracion de
una pandemia de gripe por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El virus de la gripe
AHINT) pandémica del afio 2009 resulté ser un reagrupado con una combinaciéon de
segmentos de genes que no habfan sido previamente descritos. El analisis filogenético de las
secuencias del genoma completo reveld que en la década de 1990, se produjo una
redistribuciéon entre un virus de la influenza estacional (H3N2), el virus clasico de influenza
porcina, y el virus de la gripe aviar de Norte América, esto llevd a la aparicién de la
reagrupacion triple de los virus H3N2 y HIN2 de la gripe, que desde entonces han circulado
en los cerdos de Norte América. El virus de la pandemia fue el resultado de una redistribucion
mas entre esta reagrupacion del virus de la influenza porcina y el virus de la influenza aviar de
Europa y Asia, similar al virus de la influenza porcina, que resulta en la adquisiciéon de dos
segmentos de genes que codifican para la proteina M y la Neuraminidasa (NA) (Fig. 1) (Deyde

et al., 2010).
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Figura 1: Origen de la organizacién genotipica del virus de la Influenza A(HINT) pdm (las
lineas curvas indican no interseccioén con las lineas rectas) (Kingsford, 2009).



3. MARCO TEORICO

3.1 Historia de Ia Influenza

En los pasados 400 anos, las epidemias de influenza han sido reportadas en muchos paises. Las
epidemias desde el siglo XVI en Inglaterra y la del siglo XVIII en USA, son reconocidas como
influenza, aun con la ausencia del conocimiento preciso del agente causal. La pandemia de
influenza de 1918 fue la mas grande en la historia actual, causando 20 millones de muertes en
todo el mundo. En los tiempos modernos desde 1957 y 1968 las pandemias de influenza han
matado cerca de un millén de personas. La relacién entre el cambio antigénico y epidemia es

algo complejo, involucra numerosos factores atribuibles al huésped y a los virus.

La altamente contagiosa enfermedad respiratoria aguda conocida ahora como influenza, parece
que ha afectado a los humanos desde los tiempos antiguos. La subita aparicion de
enfermedades respiratorias que persisten por pocas semanas e igualmente desaparecen, son
caracteristicas suficientes para identificar un numero de epidemias mayores en el pasado. Una
de estas epidemias fue reportada por Hipdcrates, el padre de la Medicina, en el ano 412 a.C.

Numerosos episodios similares también fueron descritos en la Edad Media.

El término influenza fue introducido en Italia al inicio del siglo XV para describir una epidemia
que fue atribuida a la influencia de las estrellas. El término fue adoptado por los ingleses en el

siglo XVIII; durante el mismo periodo los franceses denominaron la enfermedad como /&

grippe.



La primera pandemia que mejor se recuerda ocurrié en 1580 y se creé, se origind en Asia; de
ahf se dispersé a Africa y Europa. La mortalidad fue alta en algunas ciudades e indudablemente
fue altamente incrementada por la practica de sangrar al enfermo para reducir la fiebre.
Durante los siguientes tres siglos, a pesar de que el seguimiento fue irregular y no muy preciso,
hubo un nimero definido de pandemias (junto con las epidemias intermedias), en las que los

historiadores estan de acuerdo.

La investigacion retrospectiva en la década pasada ha aclarado parcialmente la naturaleza de la
pandemia de 1889 al probar anticuerpos para influenza en el suero de gente que vivié en ese
tiempo. Sin embargo, no fue sino hasta 1930 que un virus especifico fue identificado como la
causa de influenza, siendo el comienzo de un mejor entendimiento de la enfermedad. En
términos de numeros de las victimas humanas, la gran pandemia de 1918-19 fue sin
precedentes. Estimaciones van de un minimo de 20 millones de muertes en todo el mundo

hasta mas del doble de este niimero.

En los pasados 100 afios, ha habido cinco grandes pandemias comenzando en 1890, 1900,
1918, 1957 y 1968. La llamada influenza Asiatica que circulé en la pandemia de 1957 fue
causada por un virus H2N2, que sustituyd repentinamente al virus HIN1 que circuld en la
poblacién humana anteriormente. De manera similar, una nueva cepa pandémica que llegd en

1968, la llamada influenza del Hong-Kong, contenia un cambio a H3N2 y rapidamente

sustituy6 al virus H2ZN2 que circulé entre 1957 y 1968.

Técnicas seroarqueoldgicas, probando los anticuerpos de gente que vivié durante estas

epidemias, ha demostrado que la cepa de 1890 fue un virus H2NS, la cepa de 1900 fue H3NS,
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y la cepa de 1918 fue un virus HINI1, el cual aparecié de nuevo en 1977 y esta aun en
circulacion junto con la cepa H3N2. Hace 43 afios ocurrio la penultima pandemia de influenza
humana, la pandemia de Hong-Kong en 1968. El virus de influenza A H3N2 que fue
introducido en la poblacién humana en ese entonces, contenfa una nueva Hemaglutinina, el
principal antigeno de superficie. El virus de influenza A(H2N2) de la pandemia de 1957
contenfa nuevas a la Hemaglutinina y la Neuraminidasa. Estudios filogenéticos revelaron que
estas nuevas glicoproteinas emergentes se originaron de virus de aves y que entraron a la
poblacién humana después del rearreglo con cepas de influenza de origen humano. Sin
embargo, los virus relacionados con la mas devastadora pandemia de influenza, 1918-19, al

parecer fueron introducidos a la poblacion humana sin ningtin evento de rearreglo.

En mayo de 1997, un virus de influenza fue aislado del aspirado traqueal de un nifio de 3 afios
de edad en Hong-Kong, quien muri6 dias después de su admision al hospital. El nifio murié de
neumonia por influenza, sindrome respiratorio agudo, sindrome de Reye, fallo multiorganico y
coagulacion intravascular diseminada. No se le conocia enfermedad alguna antes de ser
hospitalizado. El virus no pudo ser caracterizado por la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacién (HI) con antisueros de hurones contra virus humanos y porcinos. Analisis
posteriores demostraron que el subtipo de virus era influenza A(H5N1), un subtipo que no
habia sido previamente identificado en los seres humanos. El virus de influenza A(H5NT)
cumple dos de los tres importantes criterios para un nuevo virus de influenza con caracter
pandémico: la habilidad para replicarse en los seres humanos y la ausencia de anticuerpos a este
virus en la poblacién humana. El tercer criterio es el potencial de dispersarse de hombre a

hombre, lo cual no ha sido observado. Aproximadamente seis meses después del primer caso



de infeccion humana con el subtipo H5N1, 17 casos mas fueron confirmados y cinco de ellos

fueron fatales.

Resultados preliminares de secuenciaciéon demostraron que todos los genes son de origen aviar,
sugiriendo transmisiones independientes multiples de pajaros infectados a la gente. Si la
transmisiéon entre especies ocurre en periodos de actividad de influenza humana, el mismo
hombre podria funcionar como un vaso mezclador. Aunque no existe evidencia de una
eficiente dispersion del virus, su deteccion ilustra la importancia de un intensivo sistema de

vigilancia epidemiolégica (Ayora, 1999).

3.2 El virus de Ia Influenza

Los virus de la gripe pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, compuesta por tres géneros: A, B,
C. La gripe humana es causada fundamentalmente por los virus de la gripe A y B, y se han
descrito casos esporadicos por el virus de la gripe C. Las tres especies virales -A, B y C- son
patdgenas para el hombre. El A infecta, ademas del hombre, a cerdos, caballos, mamiferos
marinos, aves de corral, y muchas especies de aves silvestres. El B sélo infecta al hombre y el

C, ademas del hombre, en algunas ocasiones se ha aislado en cerdos (SSA, 20006).

El virus de la Influenza es poco comun entre los virus de RNA, debido a que toda la
transcripcion y replicacion del RNA tienen lugar en el nucleo de las células infectadas. Ademas
es el unico virus de RNA (sin un DNA genémico intermedio) que utiliza algin mRNA

ensamblado (Brooks ez.al., 2008).



Morfolbgicamente los virus influenza son esféricos, con un tamafio de 80 a 120 nm de
diametro (Fig. 2). Contienen una envoltura lipidica en la que se insertan glicoproteinas
denominadas Hemaglutininas (HA), Neuraminidasas (NA), y una proteina de membrana (M2).
Al interior de la envoltura se ubica la proteina matriz (M1) que esta asociada con otra proteina
no estructural (NS2). El centro del viriéon esta conformado por el genoma viral (RNA),
proteinas de la nucleocapside (NP) y tres proteinas con actividad de polimerasa (PA, PB1 y

PB2) (Fig. 3) (SSA, 2006).

AN P82
X AVAVAVA VAV VAN 3]
[AVAVAVAVAVAVAN )

I WONNSNINININ HA

SN WP

5 WAININININ NA

L AVAVARAR AN Y )
WANANIN NS+ NS

Figura 2: Diagrama estructural del virus de la Influenza. HA = Hemaglutinina; M = Matriz;
NA=Neuraminidasa; NP = Nucleoproteina; NS = No estructural; PA = Polimerasa Acida;
PB= Polimerasa basica. (Sillivan, 2010)



M1/M2

Figura 3: Esquema de los 8 genes contenidos en el material genético (RNA) del virus de la
Influenza A(HIN1) pdm.

Funcién de cada uno de los genes en el virus de la Influenza:

PB2 (polimerasa basica): Polimeriza el RNA viral complementario (+)

PBT (polimerasa basica): Polimeriza el RNA viral complementario (+)

PA (polimerasa dcida): Polimeriza el RNA viral (-)

HA (hemaglutinina): Promueve la adsorcion viral a receptores celulares de acido sialico.
NP (nucleoproteina): Protege el material genético viral en la célula huésped, transporta el
RNA viral al nucleo y colabora con la actividad de la PA.

NA (nenraminidasa): Elimina los residuos de acido sialico de la HA de la superficie
celular favoreciendo la liberacion de las particulas virales y su propagacion y expansion
hacia otras células (difusion-infeccion).

Proteinas de matriz: M1/Promueve la interaccion entre la nucleocipside y la envoltura
viral. M2/Actia como canal iénico de transmembrana que permite la acidificacion viral

necesaria para proseguir la infeccién intracelular
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% DProteinas no estructurales: NST/Inhibe la actividad antiviral inducida por el sistema
interferén, al impedir el reconocimiento celular del RNA viral por el “sensor” celular
RIG-1 (limitando su induccién), y al bloquear la actividad de la proteinas celulares
PKR y CPSF30. NS2/ Regula la transcripcién y replicacion viral (Oubifia y Sordelli,

2009).

3.3 Mutaciones

Las mutaciones se definen como cambios en la secuencia o en el nimero de nucle6tidos en el
acido nucleico de una célula o de un organismo. Las mutaciones de punto pueden ocurrir en
forma de sustituciones de un nucleétido por otro, deleciones o adiciones de nucleétidos. Las
mutaciones que ocurren en los gametos se transmiten a generaciones futuras. Las mutaciones
que ocurren en las células somaticas solo se transmiten a las células hijas que se originan por

mitosis y citocinesis.

Otros cambios en la secuencia de aminoacidos de una proteina pueden ser resultado de la
delecion o la adicion de nucledtidos dentro de un gen. Cuando esto ocurre, el marco de lectura
del gen puede desplazarse. Esto, en general, da como resultado la sintesis de una proteina
completamente nueva. Los "corrimientos del marco de lectura" casi invariablemente llevan a

proteinas defectuosas. (Curtis y Barnes, 2000)

~11 ~



3.4 Origen de Ia variabilidad genética del virus de la Influenza

Tipicamente una RNA polimerasa viral exhibe una tasa de error de 1 X 10-3 a 1 X 10-5, es
decir, que introduce una mutacién por cada mil o 100 mil nucleétidos copiados. Los virus de la
influenza tipo A muestran el mayor nimero de mutaciones acumuladas a través del tiempo
(deriva antigénica), mientras los genomas de los virus de la influenza C tienen poca

variabilidad, incluso si se han aislado con décadas de separacion.

Por otro lado, los genes de los virus de la influenza A se encuentran codificados en segmentos
separados. Este arreglo genémico permite que los virus puedan intercambiar segmentos
completos (cambios antigénicos) con otras variantes virales y generar nuevas entidades.
Algunos de estos virus tendran la capacidad de infectar humanos y en ocasiones mediante
eventos mutagénicos podran adaptarse a ser transmitidos directamente entre ellos. Esto mas
que ser un evento raro ocurre con frecuencia en la naturaleza y es tal vez el principal origen de

cepas con potencial pandémico.

Los cerdos han sido considerados por mucho tiempo el intermediario mas importante y la
fuente principal de nuevas variantes de virus de la influenza. Sin embargo, en afios recientes
hemos aprendido que hay variantes que pueden ser transmitidas directamente por las aves, tal
fue el caso del virus H5N1 que causé importantes brotes epidémicos en 2003 en Asia. De
hecho, se cree que éste es el primer paso de un virus zoondtico antes de que adquiera la
capacidad de ser transmitido de humano a humano. La transmisiéon directa del virus de la
influenza porcina a humanos fue documentada por primera vez en Wisconsin en 1976. Las
células susceptibles en los cerdos tienen receptores a los cuales se unen tanto los virus de la

influenza de mamiferos como los de las aves, en consecuencia en sus células se produce una

~12 ~



reasociacion de segmentos y la emergencia de nuevas variantes. Lo anterior es particularmente
relevante si consideramos que la influenza es una zoonosis en esta especie. La reasociacion de
segmentos permite a un virus que infecta cerdos o aves, por ejemplo, obtener un segmento de
un virus que proviene de humanos. Por esta razon, los cerdos son considerados los “vasos
mezcladores” y la principal fuente de generaciéon de nuevos virus de la influenza con potencial
pandémico. La coinfeccién es un evento natural y se han confirmado dobles infecciones por
HON2 aviar y H3N2 humano en cerdos en el sureste de China. ILa reasociacién de los
segmentos codificantes para HA y NA permite la apariciéon de nuevos subtipos virales. A la
fecha no se han descrito con detalle los mecanismos moleculares que intervienen en la
reasociacion de segmentos. Sin embargo, estudios de coinfeccién realizados con un virus
humano H3N2 que circul6 en Nueva York entre 1995 y 2006 y un virus H3N2 que causé
brotes en Nueva Zelanda entre 2000 y 2005 indican que estos eventos pudieran no suceder al
azar, lo cual limita el nimero de reasociaciones funcionales posibles; de no ser asi cada vez que
dos virus de la influenza coincidieran se generaria un mayor numero de variantes virales a las

observadas.

No solo en los virus de la influenza tipo A sino también en los tipos B y C se pueden llevar a
cabo reasociaciones 7 vivo, sin embargo éstas deben ocurrir unicamente entre miembros del
mismo tipo viral, no entre diferentes tipos. Las reasociaciones son epidemiolégicamente
importantes porque permiten grandes cambios en términos de la antigenicidad de las proteinas
que componen al virién. Adicionalmente a las reasociaciones de segmentos ya mencionadas,
los RNA virales también tienden a acumular mutaciones puntuales. Como consecuencia, la
cubierta antigénica cambia y la respuesta inmune de las células B de memoria que se

diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos neutralizantes contra un tipo viral

~ 13 ~



no es efectiva para otro. Esta es la principal razén por la que la vacuna para la influenza
estacional se debe preparar y aplicar cada afio con los principales subtipos virales circulantes; es
también la causa por la que se generan brotes periddicos y recurrentes de influenza (Salazar

et.al., 2010).

3.5 Antivirales para el Tratamiento de Ia Influenza

Las antivirales utilizados en el control de la infecciéon por virus de influenza son los
Adamantanos y los inhibidores de la Neuraminidasa (NAI’s). Los Adamantanos (amantadina y
rimatadina), tienen efecto sobre el canal de protones codificado por la proteina viral M2. Los
Adamantanos no tienen efecto sobre los virus de influenza B, ya que estos carecen de proteina
M2. Por otro lado, en los ultimos afios la resistencia a los Adamantanos de los virus de
Influenza A se ha expandido rapidamente, limitando considerablemente su uso (Bright e a/,

2005; Bright ez al., 2006; Deyde ez al., 2007).

Las mutaciones del virus que pueden conferir resistencia se localizan en la NA (zanamivir y
oseltamivir) o en la M2 (amantadina y rimatadina). La secuencia de estos genes puede usarse
como marcador para resistencia. Dado que los sitios donde se encuentran las mutaciones estan
bien caracterizados, no es necesario secuenciar todo el virus para detectar resistencia.
Mutaciones en el gen de NA (H274Y) se asocian con resistencia a oseltamivir (Sheu e 4/,
2008). Antes de la temporada 2007-2008, la prevalencia de cepas de influenza A estacional
resistentes a oseltamivir fue menor al 1 %. Para la temporada 2007-2008, se encontrd
resistencia en el 12 % de los aislados. Es importante hacer notar que en esta temporada, la

resistencia no se asocio al uso previo de inhibidores de NA (Dharan ez a/., 2009).

~ 14 ~



La caracterizacién de la sensibilidad del nuevo virus de la Influenza A(HIN1) pdm
(pandémica) a los antivirales ha revelado resistencia a Adamantanos y susceptibilidad a los
inhibidores de la NA (Gubareva ez 4/, 2009), sin embargo, en julio del afio 2009, el Centro
para la proteccion de la Salud de Hong Kong reporté la presencia de la mutacion (H274Y) que
confiere resistencia a esta droga en uno de sus aislados, subsecuentemente también se ha
encontrado esta mutaciéon en Japén, Dinamarca, China, Estados Unidos de Norteamérica y

México (Influenza Virus Resource, NCBI).

3.6 Neuraminidasa

La Neuraminidasa es una proteina tetramérica, en forma de hongo, anclada a la membrana
viral mediante una unica secuencia hidrofobica de unos 29 aminoicidos, cerca de la N-
terminal. El tratamiento de los viriones con pronasa libera una proteina de 200-kDa que
contiene 4 polipéptidos idénticos y glicosilados y que tienen todas las propiedades antigénicas y
enzimaticas de la Neuraminidasa unida a la membrana. Esta proteina se ha cristalizado y su
estructura ha sido determinada por difracciéon de rayos X. La conformacién tridimensional de
las Neuraminidasas del virus de la influenza a partir de 2 cepas N2, 2 cepas N9 y una cepa de
tipo B es ahora conocida, junto con las estructuras para una serie de anticuerpos seleccionados

para estos.

La estructura muestra un patrén simétrico plegado de seis laminas 3 de 4 hebras antiparalelas
dispuestas como las aspas de una hélice. La central y primera hebra de cada lamina es paralela
al eje de la hélice y la mas exterior es casi perpendicular a él, dando a cada lamina un toque

caracteristico. L.a hebra mas exterior de una laminilla se conecta a la hebra central de la
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laminilla siguiente (Fig. 4). Estos bucles conectados, en la superficie superior de la enzima con
respecto a su orientacién en la membrana viral, contienen muchos de los aminoacidos

antigénicamente y enzimaticamente importantes.

Las 4 subunidades idénticas estain organizadas con simetria circular de 4 pliegues, y el sitio
activo de la enzima se encuentra en el centro de cada subunidad directamente sobte las seis
hebras de cada lamina. El sitio es un bolsillo profundo, y la linea de aminoacidos que rodean
las paredes de la bolsa son invariables en todas las cepas de virus de la gripe caracterizado hasta
el momento. Estos sitios activos asociados, en cepas de aminoacidos invariables son de dos
tipos. Algunos de ellos son funcionales en el sentido de que estan en contacto directo
con el sustrato envolvente, y algunos brindan sélo un marco estructural para los residuos

funcionales (Colman, 1994).

Esta enzima viene codificada por el gen 6 del virus que presenta una longitud de unos 1.414
nucleétidos, lo cual determina una poliproteina de unos 453 residuos aminoacidos. La NA es
una enzima (acilneuraminil-hidrolasa) que cataliza e hidroliza las uniones alfacetésido entre un
acido sialico terminal y una D-galactosa o D-galactosamina adyacentes. Las principales
funciones conocidas de la NA son la eliminacién de los residuos de acido sialico de la HA y la
superficie celular favoreciendo la liberacion de las particulas virales y su propagacion y
expansion hacia otras células (difusion-infeccion). También participa en el transporte del virus
a través de la mucina presente en el tracto respiratorio, permitiendo la llegada del virus a otras

células epiteliales (expansion-infeccion) (Reina, 2002).
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Figura 4: Estructura de la Neuraminidasa, en color se aprecian las 6 laminillas beta que la
conforman. (Reina, 2002)

3.7 Zanamivir

Los NADs, zanamivir y oseltamivir, fueron las primeras drogas que se disefiaron
especificamente como agentes anti-influenza, y han estado disponibles en el mercado en

muchos paises desde 1999 (Hurt ez 4/, 2009).

El zanamivir fue descubierto en 1989 por un grupo de cientificos dirigidos por Mark von
Itzstein del Victorian College of Pharmacy, de la Universidad de Monash, en colaboracién con
el CSIRO (Australian Commonwealth Scientific and Research Organization). FEl
descubrimiento fue financiado inicialmente por la compafifa biotecnolégica australiana Biota y
fue parte del programa permanente de la misma compafia para desarrollar agentes antivirales a
través del disefio racional de medicamentos. La estrategia se basé en la disponibilidad de la
estructura cristalina de la Neuraminidasa de la influenza que se obtuvo por cristalografia de

rayos X. Se sabia ya en 1974 que el 2-desoxi-2 ,3-dcido-N-didehydro acetilneuraminico
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(DANA), un analogo del acido sialico, era un inhibidor de la Neuraminidasa (Meindl e# 4L,

1974).

La utilizaciéon de la estructura cristalina de la Neuraminidasa y el DANA como punto de
partida, los investigadores emplearon un proceso asistido por computadora para tratar de
disefiar una molécula que tuviera un mejor ajuste (y por tanto inhibiera) con el sitio activo de
la Neuraminidasa. Zanamivir, un inhibidor anilogo del estado de transicion de la

Neuraminidasa fue el resultado (von Itzstein ez 2/, 1994) (Fig. 5).

En 1990, la licencia de comercializacion de zanamivir fue dada a GlaxoSmithKline para su

comercializacion en todo el mundo.

l"!

Ho  OH

Figura 5: Estructura del zanamivir (5-acetoamido-2,6-anhidro-3,4,5-tridesoxi-4-guanidin-D-
glicero-Dgalacto-nom-2-acido enénico) (Gubareva, 2001).

3.8 Resistencia Antiviral del virus de Ia Influenza

Actualmente, la triple organizacién del virus de la gripe porcina que circula en los Estados
Unidos, no contiene marcadores conocidos de tesistencia a los Adamantanos (LL20F, V27A,

A30V, A30T, S31IN, y G34E) (Hay ez al, 19806), mientras que el virus de la gripe aviar de
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Europa y Asia, asi como el virus pandémico contienen el cambio S31N en la proteina M2, el

cual confiere resistencia a la adamantina.

La resistencia del virus de la Influenza A(HIN1) pdm a los Adamantanos hace al oseltamivir y
al zanamivir (NAD'S) las tnicas opciones farmacéuticas disponibles para el control de las
infecciones causadas por el virus pandémico. Muchos de los estudios que actualmente se
realizan, se basan en el seguimiento de la resistencia a los NAI’S, basandose en el ensayo de
inhibicién de la NA, esto permite la deteccion de la resistencia conferidos por mutaciones
conocidas o nuevas. Sin embargo, el ensayo de inhibicion de la NA requiere el aislamiento y la
propagacion del virus y la deteccion de la resistencia, en el ensayo de inhibicion de la NA,
requiere la confirmacién por secuenciacion de un segmento del gen NA para identificar los

marcadores de resistencia y su presencia en el material clinico original.

Antes de la temporada de influenza entre el 2007 y el 2008, la frecuencia de resistencia a NAI'S
habia sido muy baja (0,5%) en los aislamientos hechos. Durante esta temporada, surgen virus
de Influenza estacional HINT1 resistentes a oseltamivir y se extienden a nivel mundial, en abril
de 2009, la mayoria de las cepas del virus HINT1 fueron resistentes a oseltamivir (99.6%), pero
sensibles a zanamivir. Sin embargo, casi la totalidad de los virus de la Influenza A(HINT1) de la
pandemia del afio 2009 fueron sensibles a los NAT’S (CDC, 2009), sélo casos esporadicos de
los virus resistentes a oseltamivir con la mutacion H275Y en el gen NA se comunicaron a la

OMS.

Los informes recientes de la aparicién de virus resistentes a oseltamivir, muestran la necesidad

de realizar un estrecho seguimiento de la susceptibilidad del virus pandémico HIN1 a los
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farmacos disponibles. Dicha informacion es necesaria para tomar decisiones informadas sobre

las medidas destinadas a manejo de las infecciones del virus.

Los marcadores moleculares de resistencia NAI'S son especificos para el tipo de virus (A, B o
C) asi como también de drogas especificas. El cambio H275Y es la mutacién mas frecuente
que confiere resistencia a oseltamivir en el subtipo N1 de NA. Este cambio se ha reportado no
s6lo en los virus HIN1 de influenza estacional, sino también en los virus H5N1 de alta
patogenicidad. La mutaciéon H275Y es también conocida por reducir susceptibilidad a un NAI
en investigacion llamado Peramivir. La sustituciéon de aminoacidos N295S en N1 también ha
demostrado que reduce la susceptibilidad a oseltamivir y zanamivir. Ademas, estudios recientes
han demostrado que mutaciones en otros residuos ubicados en los alrededores del sitio activo
de la NA pueden alterar la susceptibilidad del virus a los NAI'S. Por ejemplo, cambios en los
residuos V116, 1117, E119, Q136, D199 y 1223 se asociaron con reducir la susceptibilidad a los
NAT’S, tanto en el virus de la influenza estacional y los virus H5N1. Ademas, los estudios con
la estructura cristalina de la NA en los virus HIN1 y H5N1 sugiere que los cambios en los
aminoacidos Q136 (Hurt, 2009), K150, D151 (Russel e al, 2006) puede afectar la
susceptibilidad a oseltamivir y zanamivir, probablemente al interferir con la unién de la droga a

la NA (McKimm-Breschkin, 2003).

Hasta el 23 de Enero de 2011, 319 casos de Influenza A(HIN1) pdm resistentes a oseltamivir
han sido reportados en todo el mundo. Todos los casos contienen la mutacion H275Y,
excepto uno, el cual tiene un cambio en la posicion 223 de la NA, relacionado con reducir la

susceptibilidad del virus a oseltamivir y zanamivir. (OMS, 2011)
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Todos los virus resistentes a oseltamivir poseen la sustitucion H275Y que confiere resistencia
al oseltamivir, pero no al zanamivir. La propagacion del virus A(HINT1) de la gripe estacional
resistente al oseltamivir se detectd por primera vez en 2007 y este virus ha venido a formar
parte del linaje predominante del virus de influenza A(HINT1) en los seres humanos (Sheu ez a/,
2008, Dharan ez al., 2009). Este descubrimiento plantea serios prondsticos, de que la mutacién
H275Y podria convertirse en dominante en el virus de la influenza A(HIN1) pandémica

también.

Actualmente existen diferentes métodos moleculares para la deteccion de resistencia del virus
de la Influenza a los antivirales que se usan para su tratamiento, uno de ellos se basa en
someter fenotipicamente el cultivo del virus al antiviral a evaluar, otros, complementarios a
este, consisten en la deteccion de los marcadores que confieren resistencia, a partir de una
amplificacion del material genético del virus por la técnica de retrotranscripcion acoplada a una
reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la posterior secuenciaciéon del fragmento
amplificado (pirosecuenciacion y secuenciacion capilar)(Russel e @/, 2006; Hurt, 2009, Ramirez

et al., 2011).

3.9 Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa (RT-PCR)

La reacciéon en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction), permite la
amplificacion 7 vitro de una secuencia especifica de DNA y se realiza mediante el uso de un par
de iniciadores que flanquean la secuencia de DNA a amplificar, y de ciclos repetidos de sintesis
de nuevas cadenas de DNA por accién de una DNA polimerasa. Basicamente cada ciclo de

amplificacion se divide en tres etapas.
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La primera etapa consiste en la desnaturalizacion del DNA, separandose las dos cadenas por
ruptura de los enlaces de hidrégeno. Las condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95°C por
30 segundos, o 97°C por 15 segundos; sin embargo temperaturas mas altas pueden ser
apropiadas especialmente para templados ricos en G + C. La desnaturalizaciéon incompleta
permite el apareamiento de las hebras de DNA y por lo tanto se reduce el rendimiento del
producto. En contraste, la desnaturalizacion a altas temperaturas o por mucho tiempo provoca

perdida de la actividad de la enzima.

La Segunda etapa consiste en la hibridacion o alineamiento de los iniciadores: para ello se baja la
temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la unién de los iniciadores a las
cadenas; la temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los iniciadores depende
de la composicién, tamafo y concentracion de los iniciadores amplificadores. Una temperatura
de alineamiento 6ptima es 5°C por debajo de la Tm de los iniciadores. Debido a que las DNA
polimerasas son activas en un amplio rango de temperaturas, la extensiéon de los iniciadores
puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo el paso de alineamiento. El rango de actividad
de las enzimas varfa entre 20 y 85°C. Las temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a

72°C generan buenos resultados.

La tercera etapa es la extension, esta reaccion se efectia a 72° C, temperatura a la cual, la
polimerasa lleva a cabo su accidn, insertando los diferentes nucleétidos complementarios en el
orden que le va indicando la cadena que actia como molde. El tiempo de extensién depende
de la longitud y concentraciéon de la secuencia blanco y de la temperatura. La extension del

iniciador se realiza tradicionalmente a 72°C.
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Las estimaciones para la tasa de incorporaciéon de nucleétidos a 72°C varfa de 35 a 100
nucleétidos por segundo, dependiendo del buffer, pH, concentracién de sales y la naturaleza
del templado. Un tiempo de extension de un minuto es considerado suficiente para productos
de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos mayores de extension pueden ser utiles

cuando la concentracién del sustrato es muy pequena.

El éxito de una PCR depende en gran medida de la optimizacién de los diferentes parametros

involucrados en el proceso:

DNA molde: Es requerida la presencia de por lo menos una cadena completa de DNA con la
secuencia por amplificar y con una cantidad minima de contaminantes para no inhibir la

reaccién de polimerizacion.

Iniciadores: Su disefio es un parametro esencial para la obtencion reproducible de un producto
de amplificacién especifico. Los iniciadores deben corresponder a secuencias unicas en la
regién a amplificar, particularmente en los extremos 3°, su temperatura de desnaturalizacién
para ambos iniciadores debe ser similar, ademas entre ellos no debe haber complementariedad
para evitar la formaciéon de dimeros que interfieran en la amplificacién, su temperatura de
fusiéon debe de estar 50-65 °C, contenido de GC 40-60%, su tamafio generalmente 18-30

nucleétidos de longitud.

ANTP s (2 -desoxirribosanucleosido 5 -trifosfato): La concentraciéon de la mezcla equimolar de los
cuatro dNTP’s debe ser suficientemente alta para permitir la realizacion de todos los ciclos de

amplificacion (20-200uM).
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DNA polimerasa requerida para la formacion de las nuevas cadenas.

Tones Mg++ que participan como cofactores de la Taq DNA polimerasa, y regular la actividad y

la fidelidad de la enzima.

Pardmetros de los ciclos de amplificacion: Primordialmente controlar los tiempos y las temperaturas

utilizadas, durante los ciclos de amplificacion.

El inconveniente de la PCR convencional es la ausencia de informacién cuantitativa exacta
debido a la eficiencia de la amplificacion. Si la eficiencia de la reacciéon permaneciera constante
para cada ciclo de amplificacién, la concentracion de DNA posterior a la PCR serfa
directamente proporcional a la cantidad de DNA diana inicial. Lamentablemente, la eficiencia
de la amplificacion varia de una reaccioén a otra, asi como en ciclos sucesivos de una misma
reaccion. En particular, en los dltimos ciclos de la PCR los productos de la amplificacion se
forman de manera no exponencial y a una velocidad de reacciéon desconocida; la cuantificacion
del DNA basada en la PCR convencional se apoya en la medicién en el punto final, a fin de
conseguir la sensibilidad maxima, cuando la amplificacién alcanza el rendimiento maximo (la
denominada «fase meseta»). En esta etapa la reaccién ha superado la fase exponencial, a causa
fundamentalmente del agotamiento de los reactivos y de la inactivaciéon térmica gradual de la
polimerasa utilizada. Por ello, 1a correlacion resultante entre la concentracion del producto final
y el nimero de moléculas diana iniciales es limitada. Para superar este problema se han

desarrollado la PCR en tiempo real, que se proponen establecer una relaciéon entre la
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concentracion de DNA diana y la cantidad de producto de la PCR generada por la

amplificacion (Walker, 1988; Aoyagi, 2001).

La amplificaciéon del RT-PCR se realiza mediante un proceso de dos etapas. En la primera
etapa se utiliza una enzima llamada Transcriptasa reversa (RT) que sintetiza una cadena de
DNA complementaria al RNA de interés (cDNA). En la segunda etapa se utiliza este cDNA
como material de inicio para la amplificaciéon mediante la PCR utilizando una DNA polimerasa

termoestable (Adams ez al., 1992; Jones ez al., 1994).

Mientras que la PCR convencional revela la presencia de un gen en particular, la RT-PCR

indica en que medida se ha expresado el gen de interés.

3.10 Secuenciacion

La secuencia de los nucleétidos presentes en las cadenas o bandas de los acidos nucleicos
constituye la base del codigo genético. Cada coddn es definido por un triplete de nucleétidos
que, a través del proceso conocido como traduccion, es interpretado como una letra que
corresponde a un aminoacido especifico. En términos generales, la secuencia de codones que
constituyen un gen, codifican la secuencia de aminoacidos que constituyen una proteina en

particular.

En los ultimos afios se han desarrollado una variedad de técnicas y métodos que permiten
determinar la secuencia de nucleétidos en cualquier tipo de acido nucleico. La primera
secuencia completa de un RNA viral fue determinada en el fago MS2 por el grupo de Walter

Fiers en 1976. En 1977, Fred Sanger y colaboradores publicaron la secuencia completa del
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genoma del fago ®X174, constituido por DNA de cadena sencilla. Posteriormente, muchos
otros genomas virales de mayor tamafio y complejidad han sido secuenciados en parte o en su
totalidad. Una vez que se conoce la secuencia del genoma viral es posible establecer la forma
como estan organizados los genes presentes en el acido nucleico. Los avances de la Biologia
Molecular han permitido determinar la naturaleza de la secuencia de nucledtidos que actian

como signos de puntuacion en la lectura de la informacién genética (Aranda, 1991).

La PCR se ha convertido en una via rapida para obtener y secuenciar fragmentos de DNA o
RNAm. ILa secuenciaciéon de los productos de PCR ha permitido obtener secuencias
desconocidas de genes conocidos inclusive ha permitido la obtencién de secuencias de genes
desconocidos, y con esto, la identificaciéon y clonaciéon de genes que codifican para proteinas

desconocidas.

El analisis de las secuencias de nucle6tidos de algunos genes se ha constituido en el estandar de
oro para la clasificacion vy tipificacion, pues permite establecer desde arboles filogenéticos hasta

relaciones genéticas entre cepas y aislamientos de una misma especie.

La metodologia utiliza un iniciador, los cuatro desoxinucleétidos trifosfatados (ANTP’s), una
DNA polimerasa y nucleétidos que carecen de oxigeno en las posiciones 3’ y 4’ de la ribosa (3’

4> dedeoxirribosa o dideoxinucleotidos ddNTP’s).

El método mas comuin actualmente es el de Sanger, se basa en la terminaciéon de prematura de
sintesis de DNA por incorporaciéon de dideoxinucleotidos. La sintesis de DNA es iniciada por

un oligonucleétido marcado; en tubos donde se preparan cuatro reacciones, una para cada uno
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de los dideoxinucleétidos A, T, G y C. Estos ddNTP’s se incorporan en la cadena igual que los
dNTP’s, pero como estos carecen del grupo hidroxilo (-OH) en la posicion 3’ de la
desoxiribosa no pueden ser atacados por el fosfato, evitando la formaciéon de un enlace
fosofidéster, del siguiente nucleétido (ANTP) y por lo tanto detienen el crecimiento de la

cadena a la que se incorporan, para esto se requiere que en la reaccion se adicionen cantidades

mayores de ddNTP’s que de los ANTP’s.

La secuencia de DNA es determinada por el orden de fragmentos (Barrera ez al, 1993;

Bobadilla y Gamba, 1996).
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4. JUSTIFICACION

Los virus de RNA de cadena sencilla presentan una gran tasa de mutaciones, entre otras cosas
por consecuencia de errores producidos por la RNA Polimerasa, originando mutaciones
generalmente “silenciosas”, sin embargo, es factible originar la sustituciéon de un aminoacido
por otro. En el virus de la Influenza, la mayor parte del monitoreo que se realiza sobre las
mutaciones que adquiere, es para conocer la virulencia, la transmisibilidad asi como la
resistencia del virus a algunos antivirales. Entre los afios 2007 y el 2008, la resistencia del virus
de Influenza estacional HIN1 a oseltamivir fue menor al 1%, alcanzando un 99.6% durante el
primer trimestre de 2009. Existe la probabilidad de que el virus de influenza pandémica
A(HINT) se comporte de manera similar al virus estacional y tomando en cuenta que este virus
presenta resistencia a los Adamantanos, el zanamivir serfa el unico antiviral disponible para el
tratamiento de la influenza pandémica. Por lo anterior, se justifica de manera importante
establecer métodos moleculares que permitan monitorear las mutaciones que confieren
resistencia a zanamivir, complementando la vigilancia de la resistencia a los inhibidores de la
Neuraminidasa. Una vez concluido este proyecto, el laboratorio podra realizar este monitoreo
de manera eficaz, lo cual tiene implicaciones importantes en la toma de decisiones en caso de

identificar alguna cepa mutante.
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5. HIPOTESIS

Se ha demostrado que las mutaciones en las posiciones Q136, K150 y D151, en el gen 6 (NA)
del virus de la influenza A(HIN1) pdm confieren resistencia a zanamivir. Si se estandariza una
técnica que permita la deteccion eficaz de estos marcadores, sera posible identificar cepas
resistentes a este antiviral rapidamente en la poblacion, permitiendo tomar acciones oportunas

para la no propagacion del virus con la nueva mutacion.

6. OBJETIVOS
General:

e Estandarizar el proceso RT-PCR/Secuencia para detectar los marcadores moleculares
(Q136, K150 y D151) en el gen de la Neuraminidasa que confieren resistencia a
zanamivir en el virus de la Influenza A(HIN1) Pandémica.

Particulares:

e Seleccionar iniciadores especificos que amplifiquen la region de interés.

e Obtener el material genético (RNA) a partir de muestras clinicas previamente
seleccionadas y cultivos celulares del virus de la Influenza A(HIN1) pdm.

e Secleccionar muestras positivas a Influenza A(HIN1) pdm, las cuales puedan contener
las mutaciones buscadas de acuerdo a su historia clinica.

e  Optimizar el proceso de RT-PCR del virus de la Influenza A(HINT) pdm.

e Secuenciar el segmento obtenido en la RT-PCR para la deteccioén de las posiciones de
interés.

e Analizar bioinformaticamente los marcadores moleculares que confieren resistencia a

zanamivir
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7. MATERIAL Y METODO

a) Seleccion de Iniciadores

Se hizo una seleccion de iniciadores especificos para llevar a cabo la amplificacion de la region
de interés, se realizaron alineaciones de los iniciadores con la herramienta BLASTn para
conocer la posicion donde alinean y que estos fueran especificos para el gen de la
Neuraminidasa. Se seleccioné un forward F256 y un reverse R730, se usé un tercer primer para

llevar a cabo la secuencia de este amplicon, un forward 292.

*F256: 5-GCSGGCAATTCCTCTCTYTG- 3 } RT-PCR

*R730: 5’-CGGTCATTACAGTAAARCAHGAACC-3’

*F292: 5-GCTATATACAGTAAAGAC-3 } Secuenciacion

* Disefio de Primers tomado de: Deyde ez 4., 2010.

b) Seleccion de Muestras

Se analizaron 25 cultivos celulares probados fenotipicamente como sensibles a zanamivir, esto
para llevar a cabo la estandarizacién del método, una vez estandarizado, se analizaron
muestras procedentes de cultivos celulares y muestras clinicas, con el propoésito de probar el
método en varios tipos de muestras, todas ellas positivas para influenza A(HIN1) pdm, esto
segun el método de rRT-PCR (RT-PCR en Tiempo Real) establecido por el CDC (Center of
Desease Control and Prevention) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) para el

diagnéstico de Influenza A(HINT) pdm.
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c) Extraccion de RNA

Las extracciones fueron realizadas empleando el Robot MagNa Pure LC 2.0 System y el
estuche Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones y de acuerdo a las
recomendaciones de los protocolos del CDC (Center of Desease Control and Prevention) y la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), para el diagnostico de Influenza A(HIN1) pdm.
Brevemente, se colocaron los consumibles utilizados por el robot en el proceso (puntas,
camaras de elusién, camaras de reactivos, placas y tubos), las muestras a extraer fueron
colocadas en una placa especial para este fin y se coloc6 dentro del robot, finalmente el robot
fue programado para realizar una extraccion total de acidos nucleicos, una vez terminado el

proceso, los extractos fueron colocados en tubos Eppendorf de 1 ml.

d) Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa

Se llevo a cabo una transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa
punto final (RT-PCR) usando un Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Byosistems), utilizando el estuche SuperScript III Platinum One-Step RT-PCR System
(Invitrogen). Las claves de las muestras a amplificar fueron registradas en una hoja de
protocolo, los tubos fueron marcados segun la clave de la muestra que contendrian, siempre
colocados en una gradilla fria, la mezcla de reaccion fue preparada para el nimero de muestras

a trabajar con los siguientes volumenes de reactivos, considerando control positivo y negativo

(Tabla 1):
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Tabla 1: Volimenes de reactivos utilizados en la mezcla de reaccién para la RT-PCR.

Reactivo ul/ rxn
Buffer 2x 12,5l
Iniciador R (10 pmol/ul.) 1l
Iniciador F (10 pmol/pl) 1wl
RT/Taq mix 0.5 ul.
Agua 5l

Se colocaron 20 pl de la mezcla de reaccion a cada tubo Eppendorf, mas 5 ul. del extracto de

RNA en el tubo correspondiente, los tubos fueron mantenidos en frio hasta ser colocados en

el termociclador, una vez en él, se programé este de acuerdo al siguiente protocolo de

amplificacion (Fig. 6):

PCR 40 ciclos

94 °C

Desnat.

94 °C

RT 5 min.
50 °C
45 min.

68 °C

Extension
68 °C

15 seg.

62 °C / 45 seg.

15 seg.

Figura 6: Protocolo de amplificaciéon (RT-PCR).

~32 ~

2 min.
o0

10 °C



e) Cuantificacion
La cuantificaciéon de los productos obtenidos en la RT-PCR se llevé a cabo con el 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies), con el cual se verifico el tamafio del amplicon generado y

la concentracién de cDNA obtenido en la reaccion.

Se preparé el DNA Microchip con los reactivos correspondientes, de la siguiente manera:

* 9 ulde Gel Matrix en el pozo concentrador “G” y presurizar

* 9 ulde Gel Matrix en los pozos de “G” superiores

" 5 pul de Markers en cada uno de los pozos de las muestras problema y en el pozo de
la escalera alélica

* 1 ulde Ladder en el pozo de escalera alélica

* 1 pl de muestra problema en cada uno de los 12 pozos del DNA Microchip

* El microchip fue colocado en el vortex a 2400 RPM por 1 min

Finalmente, el chip fue colocado en el 2100 Byoanalizer para su analisis.

1) Secuenciacion

La secuenciacion se llevo a cabo usando el método de Sanger, que se basa en la formacién de

fragmentos de diferentes tamafios usando dideoxinucle6tidos terminadores y posteriormente la

secuenciacién automatizada capilar en el secuenciador AbiPrism 3130xl (Applied Biosystems).
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1) Purificacion enzimatica

Se llevo a cabo una purificacion enzimatica utilizando el estuche Exo Sap IT (Affymetrix )
para productos de PCR, por cada 5 pl. de producto de PCR se agregaron 0.5 pl. de la enzima
Exo Sap IT, manteniendo las muestras en frio durante la preparacion de la reaccion hasta que
fueron colocadas en el termociclador, una vez colocadas en él, estas fueron incubadas a 37° C
por 15 min., posteriormente la enzima fue inactivada a 85° C por 15 min. y finalmente los

productos fueron mantenidos a 4° C, hasta que se realiz6 la reaccion de secuencia.

2) Reaccién de Secuencia

La reaccion se llevd a cabo en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Byosistems) utilizando el estuche Big Dye 3.1v (Applied Byosistems). El volumen de DNA a
utilizar en la reaccién se determiné en base a los resultados que se obtuvieron en la
cuantificacién y de acuerdo a las recomendaciones hechas por el fabricante del estuche aqui
utilizado, ya que el amplicon generado es de aproximadamente 473 pb, se utilizaron de 3 a 10
ng. por pl. Los tubos de PCR fueron etiquetados indicando el nombre del producto y el
iniciador utilizado. Los siguientes reactivos fueron adicionados a cada tubo (Tabla 2):

Tabla 2: Cantidad de reactivos utilizados en la reaccion de secuencia.

Reactivo Cantidad
Mezcla de Reaccion 2ul
Iniciador (3.3 pmol/ ul) 1ul
Buffer de Secuenciacion 5x 2ul
Producto de PCR de 200-500 pb 3-10 ng x ul
Agua grado Biologia Molecular Se ajusto el volumen a 20 pl
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Una vez preparados los tubos, se mezclaron vigorosamente con el vortex cuidando que el
producto quedara en el fondo del tubo, estos fueron colocados en el termociclador y se llevé a

cabo la reaccién de secuenciacion por 40 ciclos de acuerdo a las siguientes condiciones:

e Desnaturalizacion a 96° C
e Alineacion a 50° C
e Extensién a 60° C

e Se mantuvieron a 4° C hasta que se lleve a cabo la purificacién de los

productos.

3) Purificacion y lectura de secuencias

Se utilizaron placas CentriSep 96 (Princetown Separations), se removié la tela adhesiva
superior e inferior de la placa, esta fue centrifugada para eliminar el liquido de hidratacién, una
vez realizado esto, la placa CentriSep se coloco sobre la placa optica de 96 pozos para
secuenciador 3130xl, se coloc cada una de las muestras en el pozo correspondiente de la placa
CentriSep, esta fue centrifugada por 3 minutos a 3000 RPM, una vez teniendo los productos
purificados en la placa 6ptica, se colocéd 5 minutos en el termociclador a una temperatura de
95°C y posteriormente en hielo durante dos minutos, esto para desnaturalizar las cadenas y
mantenerlas asi durante la lectura de la secuencia, posteriormente, la placa fue colocada en el
secuenciador 3130xl. El Secuenciador fue programado para realizar la lectura de las secuencias

mediante el software Data Collection.
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g) Andlisis, Edicion y Alineacion de Secuencias

Analisis: El analisis de las lecturas obtenidas una vez terminada la electroforesis capilar en el
secuenciador se llevé a cabo con el software Sequencing Analysis, se abrieron los archivos
guardados en la memoria de la maquina con el programa, posteriormente fueron analizados
con el llamador de bases, el cual asigna la letra de la base correspondiente a cada pico generado
en la lectura, de esta manera se generaron los archivos en formato .abi de cada una de las

secuencias analizadas.

Edicion: La edicion de las secuencias se llevé a cabo con el software Chromas, se extrajeron los
archivos .abi de la maquina del secuenciador, estos archivos fueron abiertos cada uno en el
software y se fue editando uno a uno, primero eliminando los extremos de la secuencia que no
tienen una correcta lectura y posteriormente analizando cada uno de los picos para corroborar
que se le haya asignado la base correcta, una vez terminada la edicion, se creé un archivo

FASTA con la secuencia de nucleétidos.

Alineacion: La alineacién de las secuencias se llevé a cabo con los siguientes softwares:

v' BLASTn (Basic Local Alignment Searching Tool): Este programa se encuentra en

linea, fue desarrollado por el NCBI (Nacional Center of Biotecnology Information). Se

utilizé para corroborar que la secuencia del amplicon generado corresponda al gen que

desedbamos amplificar., el formato FASTA obtenido de las ediciones, se cargo en linea
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en la pagina de este software, indicandole hacer una alineacion local de secuencia de
nucleétidos.

Clustal X 'y BioEdit: Se utilizaron para observar las diferentes mutaciones encontradas
en nuestras secuencias y corroborar si implicaban un cambio de aminoacido, con el
mismo formato FASTA obtenido de las ediciones, se cargo el archivo en cada uno de
los programas, esta vez realizando un alineamiento global, el primero nos sirvié para
identificar cada una de las mutaciones y el segundo para identificar aquellas que
implican el cambio de un aminoacido.

FluSurver: Este programa fue desarrollado por el A*STAR Bioinformatics Institute y el
Instituto Nacional de Medicina Gendmica, es usado solo para secuencias del virus de la
Influenza, brinda informacién acerca de las mutaciones que se encuentran en cada una
de ellas. Las mutaciones reales encontradas en las secuencias se analizaron con este
software para corroborar la implicacién que tenian y si se habfan encontrado ya en
otras cepas. El formato FASTA obtenido de las ediciones se cargd en linea en la pagina
de este programa, indicaindole haga una alineaciéon local pero solo entre cepas de
Influenza A(HIN1) pdm, una vez terminado el analisis, se observaron cada una de las

mutaciones y las caracteristicas y posiciones de cada una de ellas.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
Se realiz6 una busqueda bibliografica sobre las mutaciones puntuales que conferfan resistencia
al virus de la Influenza A(HIN1) pdm al Zanamivir y encontramos que los principales

marcadores moleculares que confieren resistencia son: Q136, K150 y D151 (McKimm-

Breschkin, 2003; Russel ¢7 al., 2006; Hurt, 2009)

Q136: Nucleotido 408

Q-Glutamina (CAA o CAG) por K- Lisina (AAA o AAG)
K750: Nucleétido 450

K- Lisina (AAA o AAG)

D157: Nucleétido 453

D- Acido Aspértico (GAC) por N- Asparagina (AAT 6 AAC)

Una vez localizados estos marcadores, se seleccionaron iniciadores especificos para el gen de la
Neuraminidasa de este agente viral, los cuales fueran capaces de amplificar la regién donde se

encontraban estos marcadores.

Se seleccionaron los siguientes iniciadores:

Iniciador forward para amplificar desde la posicion 256 del gen de la Neuraminidasa.

F256: 5-GCSGGCAATICCICTCTYTG- 3°

Iniciador reverse para amplificar hasta la posicion 730 del gen de la Neuraminidasa (Deyde e#

al,, 2010).
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R730: 5-CGGTCATITACAGTAAARCAHGAACC-3’

Inicialmente se realizaron pruebas de RT-PCR con cultivos positivos para Influenza A(HIN1)
pdm con la finalidad de estandarizar la temperatura éptima de alineaciéon de los iniciadores, ya
que de esta depende la especificidad de la prueba (Walker, 1988; Aoyagi, 2001). Se inicio con
una temperatura de de 55 °C y se obtuvo el siguiente producto de PCR (Fig. 7).

[bs]

Ladider IASE ZA..,  ZASTIL 1B 2210 ZBATHT

1500 =

TO0 = e—
7 : — \\ » Producto RT-PCR
— 473 pb.

300 - ——— )
< ™ » Producte inespecifico
e ] __,—'—'—'FF/
4

256 ph.
150 =

100 -

50 —
15 =

Figura 7: Cuantificacién de los productos de RT-PCR realizada con el 2100 Bioanalyzer, se
muestran las bandas de 473 pb y las bandas inespecificas generadas de 256 pb. Temperatura de
alineacién de iniciadores 55°C.

Se obtuvo un producto de 473 pb, el cual correspondié a un fragmento del gen NA lo cual nos

indic6 que la temperatura de alineacién utilizada fue adecuada, sin embargo se observé la

presencia de una banda de 256 pb diferente a la esperada (Fig. 7), esto se pudo deber a
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contaminacién o inespecificidad de los iniciadores. Con la finalidad de conocer si la banda no
deseada procedia de una contaminacion, se repitié el ensayo y se obtuvieron los mismos
resultados, de tal forma que la presencia de estos fragmentos se debid a la inespecificidad de

los iniciadores, probablemente porque estos poseen nucleétidos degenerados:

F256:5"-GCSGGCAATTCCTCTCTYTG- 3°

R730: 5-CGGTCATTACAGTAAARCAHGAACC-3’

Se incremento la temperatura de alineacion de los iniciadores para aumentar la especificidad de

la prueba, obteniendo mejores productos a 62 °C (Fig. 8).
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[bp] [bp]

Ladder 3 SIN ZANA... 11 YUC 34 OAX 40 SLP 51 MOR 52 OAX 53 04X 53 JAL 56 CHIAPAS 59 OAX 60 OAX 172

Productos de RT-PCR

473 pb.

1500 — — 1500
850 — S— g -850
700 — — N -7
400 — — — 400
300 — — — 300
200 - ———— — 200
150 = ————— - 150
100 — - 100

50— —s0
15 - -15

Fig. 8: Cuantificacién de productos de RT-PCR realizada con el 2100 Bioanalyzer, se observan
las bandas de 473 pb. y la disminuciéon en la concentracion de las bandas inespecificas.
Temperatura de alineacién de iniciadores 62°C.

A esta temperatura de alineacién de los iniciadores (62 °C) se logré disminuir la concentracion
de los productos inespecificos (Fig. 8), sin embargo, con la finalidad de conocer la naturaleza
de la inespecificidad, se purificé la banda inespecifica usando el sistema E-Gel® (Invitrogen),
para su posterior secuenciacion, y de esta manera observar el origen de la banda inespecifica;
después de obtener la secuencia, se hizo una busqueda de identidad en BLASTn (Fig. 9) y se
observo que si pertenecia a el virus de la Influenza A(HIN1) pdm, en el gen de la

Neuraminidasa.
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>[]gb CY057432.1 [anluenza A wvirus (A/Wisconsin/GZ9—D01935/2009(HlNl]J segment

6, complete sedguen
Length=1420

Score = 366 bits (198), Expect = 2e—398 — Identidad de la banda
Identities = 198/198 (100%), Gaps = 0/198 (0%) inespecifica
Strand=Plus/Plus
Query 1 TACARCTCAAGATTTEAGTCAGTCEGCTTEETCAGCAAGCTGCTTGTCATGATCGCATCAAT e
Lrrrrrererrreerrer et e et e ettt e et ererrnnl
Sbj ct 510 TACARCTCAAGATTTEAGTCAGTCGCTTGETCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAAT 569
Query 6l TEECTAACAATTGEAATTTOTCGUCCAGACAATCCEECACTGECTGTETTARAGTACAAT 120
Lerrererrerrer e et e e e et e e e et e e e e e r e et
Sbj ct 570 TEECTAACAATTGEAATTTOTCGUCCAGACAATCCEECACTGECTGTETTARAGTACAAT 629
Query 121 GECATA AT A A A CACACTATCAAGACTTGEAGARA R CAACATATTCGAGAACACARAGACTCT 180
Lerrererrerrer e et e e e et e e e et e e e e e r e et
Sbj ct 630 GECATA AT A A A CACACTATCAAGACTTGEAGARA R CAACATATTCGAGAACACARAGACTCT 689
Query 181 GAATGTGECATETCTARRAT 158
LETERLEER el
Sbj ct 650 GAATGTGECATETCTARRAT 707

Fig. 9: Alineamiento local de la banda inespecifica utilizando la herramienta BLASTn, en rojo

se muestra el resultado de la identidad.

Posteriormente se realizé una alineacién en el programa Clustal X (Fig. 10) para observar la
posicion del producto amplificado inespecificamente, usando como referencia secuencias
completas del gen de la Neuraminidasa, se obtuvo la posicién donde los iniciadores se
alineaban inespecificamente, en el nucleétido 509, se comprobd que el iniciador forward F256
es el que originé la banda inespecifica, ya que el final del producto corresponde al final de los

productos buscados con estos iniciadores, por lo que el iniciador reverse se alinea en la region

correcta.
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Secuencias
Consenso

Banda inespecifica

Fig. 10: Alineamiento multiple de la secuencia obtenida de la banda inespecifica y secuencias
consenso utilizando la herramienta Clustal X, se observa la posiciéon 509 donde comienza la
alineacién de la banda inespecifica.

Finalmente, el programa de RT-PCR obtenido para generar los productos usados para analizar

los 3 marcadores analizados en este trabajo fue el siguiente (Fig. 11):

PCR 40 ciclos
Desnat.| 94 °C Extension
L) L)
94 °C | 15 seg. Gt
gy | 5min 62 °C | 45 seg.| 2 min.
15 seg.
50 °c =
45 min. 10 °C

Fig. 11: Esquema de las condiciones utilizadas en los ciclos de la RT-PCR utilizada en este
trabajo.
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Para observar si la banda inespecifica obtenida en la RT-PCR intervenia en la secuencia del

fragmento de interés, se llevé a cabo la secuenciacion de este fragmento, usando los iniciadores

F256 y R730 (Fig. 12).

40 50 60 70 80
GG AACCAE T CAT AT CRYV G T CCLCLL T HECGE AATGCCAGE ACCE T FC"Y 1€ I

|
|
\ 1 f [
| A | A 1 ‘ i
‘._‘K‘ . ] ! ‘|| 5.“_;‘ ‘l‘ H.«AI“ ‘Il ]|‘ s{
" L1 | i [ A | V ‘\
| | SURAnE AR |
| . ]J M\ A KI i | A | “1 r“ l’ ﬂ
\J\ l \ ‘lx i \}‘1 ’[u ) \A [\ [“ | P
l \/’\ ! | - / ."x‘ | f ;“F“'\ I‘ f \

v

Picos inespecificos (ruido)

Figura 12: Electroferograma que muestra la secuencia nucleotidica de la banda de 473 pb.
obtenida con los iniciadores FF256 y R730, donde se muestra el ruido generado por la banda

inespecifica.

Después de obtener la secuencia, se pudo observar la presencia de mezcla de nucleétidos en la
base del electroferograma (Fig. 12), lo que nos indicé que la banda inespecifica también
generaba una lectura, debido a esto, el analisis de las secuencias obtenidas con estos iniciadores
serfa dificil por la presencia de picos inespecificos, ademas de que si existiera la presencia de

una mezcla de dos cepas en alguna de las muestras analizadas, esta no podria ser identificada

adecuadamente.

Debido a estos inconvenientes, se busco un iniciador diferente, el cual se alineara internamente
en el fragmento generado con los iniciadores F256 y R730, para ser utilizado como iniciador de

secuencia, evitando que la banda inespecifica interfiriera en la secuenciacion (Fig. 13), este
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iniciador fue el forward F292, el cual se alinea en la posicion 292 del gen la Neuraminidasa
(Deyde ez al., 2010).

F292 5-GCTATATACAGTAAAGAC-3

210 220 230 240 250
cG6eCcCTTGGTOCAEGC A&AGTGCT TGETCAEAT G AT GGCATCCASETTG GCTAELECAEAETT

Figura 13: Electroferograma que muestra la secuencia nucleotidica de la banda de 473 pb
obtenida con el iniciador F292; se observa que el uso del primer interno elimina el ruido en la
base de lectura.

Se puedo observar en el electroferograma (Fig. 13) que no existe la presencia de ruido (picos
inespecificos) en la base de este, ni se observa mezcla alguna, por lo que el uso del iniciador
F292 en la secuenciacién eliminé cualquier probabilidad de interferencia por parte de los

productos inespecificos y que las regiones donde se encuentran los marcadores a analizar se

pueden leer nitidamente.

Finalmente, el mapa de amplificacién usando estos iniciadores es el siguiente (Fig. 14):
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Gen NA

F256
5*UTR, . UTR 3°
| pr— |
74pb R730
F202 |
Q136
(408)
K150, D151
(450. 453)

Figura 14: Mapa de amplificacion que muestra la region amplificada en la PCR con los
iniciadores F256 y R730 y el F292 para la secuenciacion.

Una vez que se obtuvo la RT-PCR optima para llevar a cabo la amplificacién y la generacion
de los fragmentos donde se encuentran los marcadores a estudiar, asi como establecer el
primer utilizado para obtener su secuencia, se procesaron un total de 25 cultivos de Influenza
A(HINT1) pdm, previamente reportados como fenotipicamente sensibles a zanamivir por el

CDC (Center of Disease Control and Prevention).

Los electroferogramas obtenidos fueron editados con el programa Chromas, posteriormente se
realiz6 una busqueda de identidad en el BLASTn, esto para cada una de las muestras, con la
finalidad de corroborar si la secuencia amplificada correspondia al gen de la Neuraminidasa
(Fig. 15). La identidad obtenida corresponde al gen de la Neuraminidasa donde se encuentran

los marcadores a analizar.
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>ng CY073794.1 [Influenza A virus (A/San Francisco/01/2009 (HIN1)) segment 6 sequence]
Length=1349

Score = 736 bits (3%8), Expect = 0.0 —L 1

Identities = 398/398 (100%), Gaps = 0/398 (0%) Identidad de los productos de
strand=Plus/Plus RT-PCR

Query 2 GGGGEATGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAAC 6l

U N N N N NN NNy
Sbjct 302 GGGGGATGIGTTTGICATAARGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGRAC 361

Query 62 CTTCTTCTTGACTCAAGSGCCCTTGCTARATGACARACATTCCAATGGARCCATTAARAGRE 121

AR N R N R NN NNy
Sbjct 362 CTTCTTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAARATGACAAACATTCCAATGGRACCATTARAGA 421

Query 122 CAGGAGCCCATATCGRACCCTRATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAR 181
U R R RN R N N N R RN RN RN RN RE Y|
Sbjct 422 CAGGAGCCCATATCGRACCCTRATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAR 481

Query 182 CTCARGATTTGAGTCAGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTGGCT 241

SR N EENN E EE EE  EEE E NNN  NE R E R E Y|
Sbjct 482 CTCARGATTTGAGTCAGICGCTTGGTCAGCRAAGTGCTTGTCATGATGGCATCRATTGECT 541

Query 242 AACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTARAGTACARCGGCAT 301

NN N N N N N N NN N NN AN
Sbjct 542 ARCARTTGGRATTTCTGECCCAGACRATGGEGCAGTGGCTGTGITARRGTACRACGGCAT 601

Query 302 AATAACAGACACTATCRAAGAGTTGGAGAAACARTATATTGAGAACACAAGAGTCTGAATE 361

NN N N NN N N NN N O RNy
Sbjct 602 AATARCAGACACTATCARGRGTTGGAGARACRATATATTGAGRACACARGAGTCTGRATE 661

Query 362 TGCATGTGTARATGGETTCTTGCTTTACTGTAATGACCE 359

FEREEEEET R e e et
Sbjct 662 TGCATGTGTRAATGGTTCTTGCTTTACTETRATGRCCE 699

Figura 15: Alineamiento utilizando la herramienta BLASTn donde se observa la identidad de la
secuencia obtenida del fragmento de 400 pb. aproximadamente, utilizando el iniciador F292.

Las posiciones donde se encuentran los marcadores que confieren resistencia a Zanamivir
fueron identificadas correctamente en los electroferogramas obtenidos de los 25 cultivos (Fig.
16) y no se encontraron mutaciones en estos marcadores, resultado esperado de acuerdo a la
caracterizacioén fenotipica realizada previamente, por lo tanto, todos los cultivos son sensibles
fenotipica y genéticamente a esta droga. De esta forma, con estos cultivos se logro establecer el

proceso de secuencia como 6ptimo.

Ya que se obtuvieron secuencias éptimas, las posiciones donde se encuentran los tres

marcadores analizados fueron ubicadas, por lo que alguna mutacién en estas posiciones o en

cualquier otra de este fragmento, podra ser identificada (Fig. 16).
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Figura 16: Electroferograma obtenido del fragmento amplificado en la RT-PCR, secuenciado
con el primer F292 (400 pb. aprox.). Se muestran los 3 marcadores analizados en este trabajo,
identificados en el electroferograma.
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Finalmente se obtuvo la secuencia de 90 muestras (49 cultivos y 41 hisopados nasofaringeos)
con la finalidad de buscar mutaciones en los marcadores de interés. Una vez obtenidas las
secuencias de todas las muestras, se llevé a cabo un alineamiento de todas ellas en el programa
BioEdit para localizar mutaciones, no solo en los marcadores a estudiar, sino en toda la

secuencia obtenida (Fig. 17).

TYY |veer TITTYY [TV VYT YYYY[YYYY [ YYYY|YYYY VY YpverYYQYYYY [YYPYY |[VY

1 400 10 420 430 440 460 470
31272 [ITCTTGACHCAL$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCAT) AGCCCATATCGAACCC
46153 TTTTTGACYCAL$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHGGAGCCCATATCGAACCC
3549 TTCTTGACYCAL$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACACGAGCCCATATCGAACCC
12982 PTCTTGACHCAAPGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEALAGACAGGAGCCCATATCGAACCC
13860 PTCTTGACHCAA$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATE AAAGACHGGAGCCCATATCGAACCT
15165 TTCTTGACHCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHGGAGCCCATATCGAACCC
15768 TTCTTGACYCAL$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCC
24942 TTCTTGACYCALFGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHGGAGCCCATATCGAACCC
49950 MTCTTGACHCAA$GGGCCTTGCTAAATGACARACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHGGAGCCCATATCGAACCC
50726 TTCTTGACHCAA$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHCGAGCCCATATCGAACCC
48792 TTCTTGACHCAABGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEALAGACHSGAGCCCATATCGAACCE
48416 PTCTTGACYCAA$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCT
48246 PTCTTGACYCAL$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATRAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCT
48090 TTCTTGACHCAA$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGCAGCCCATATCGAACCC
47915 TTCTTGACHCAA$GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACACGGAGCCCATATCGAACCC
45812 PTCTTGACHCAAFGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCT
45686 PTCTTGACHCAAGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHCCGAGCCCATATCGAACCT
45569 TTCTTGACHCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHEGAGCCCATATCGAACCC
45151 TTCTTGACHCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCC
44416 TTCTTGACHCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCC
40791 TTCTTGACYCAABGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACHGGAGCCCATATCGAACCC
39951 TTCTTGACHCAGHGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATEAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCC
NA TPCTTGACYCAAPGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCAT AGCCCATATCGAACCC

Q135 K150 y D151

Figura 17: Alineamiento multiple de las secuencias obtenidas donde se muestra la ubicacion de
las posiciones donde se encuentran los marcadores Q136 (CAA), K150 (AAA) y D151 (GAC)
utilizando la herramienta BioEdit.

Para todas las muestras analizadas no se encontraron mutaciones reales en los marcadores

Q136, K150 y D151, sin embargo, en otras posiciones de las secuencias obtenidas se

encontraron 4 mutaciones reales que conllevan a un cambio de aminoacido (Fig. 18).
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Figura 18: Alineamiento multiple de aminodacidos, se muestran las posiciones de las mutaciones
(V11o6l, 1211M, R220K y A232V) encontradas en las muestras utilizando la herramienta
BioEdit.

Las secuencias que presentaron mutaciones, fueron analizadas con el programa en linea Flu
Surver, del A*STAR Bioinformatics Institute y el Instituto Nacional de Medicina Genémica,

esto para obtener informacion acerca de las mutaciones encontradas (Tabla 3).

Tabla 3: Posiciones de las mutaciones encontradas en las muestras analizadas.

Muestras con Mutaciones
Muestra Mutaciones
2128 V116l
2614 R220K
2620 1211M
48765]al A232V
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2128 (V1161I): 1.a mutacion se ha encontrado hasta el momento en 6 muestras, en dos paises.
La primera muestra con esta mutacién fue treportada en el aflo 2009 (A/New
Hampshire/11/2009(HIN1)) (Shu ez al, 2009) y la mas reciente fue reportada en Diciembre de

2009 (A/Wisconsin/629-D01904/2009(H1N1)) (Spiro ez al., 2010) (Fig. 19).

Figura 19: Estructura tridimensional de la Neuraminidasa, donde se muestra la ubicacién de la
mutacion V1161

2614 (R220K): Esta mutaciéon ha sido reportada en 7 muestras en dos paises. La primera
muestra reportada fue colectada en Octubre del 2009 (A/Texas/46193311/2009(H1IN1)). La
mas reciente fue colectada en Diciembre de 2009 (A/Wisconsin/629-D00337/2009(H1N1))

(Spito ¢t al, 2010) (Fig. 20).
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Figura 20: Estructura tridimensional de la Neuraminidasa, donde se muestra la ubicacién de la
mutaciéon R220K.

2620 (1211M): Mutacioén no reportada en ninguna otra muestra del Genbank. La posiciéon 211

de la NA participa en interfaces virales de oligomerizacion (Fig. 21).

Figura 21: Estructura tridimensional de la Neuraminidasa, donde se muestra la ubicacién de la

mutacion 1211M.
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48765]al (A232V). Esta mutacion ha sido reportada en 4 muestras, todas ellas en diferentes
paises. ~ La  primera  muestra  fue  colectada en  Octubre de 2009
(A/Catalonia/S1620/2009(HIN1)) (Anton ef al., 2009) y la mas reciente en Enero de 2010

(A/New York/3230/2010(HIN1)) (Spiro ¢/ al, 2010) (Fig. 22).

Figura 22: Estructura tridimensional de la Neuraminidasa, donde se muestra la ubicacion de la
mutacion A232V.

Podemos asegurar que la ultima mutacion, no esta implicada en la resistencia del virus a ningun
antiviral, pues pertenece a los cultivos que previamente fueron probados fenotipicamente para
localizar tal resistencia, sin embargo, para las otras mutaciones encontradas, se propone llevar a
cabo la misma prueba fenotipica, para descartar cualquier posible relacién de estas con

resistencia a algin antiviral.
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9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré desarrollar el método que permite la identificacién de
los tres marcadores moleculares que tienen implicacién en conferir resistencia del virus

de la Influenza A(HIN1) pdm al Zanamivir.

La RT-PCR realizada en este trabajo es util en muestras tanto de cultivo celular, como

muestras clinicas y es especifica para el estudio realizado.

Se logré llevar a cabo deteccién de mutaciones en el segmento amplificado con los

iniciadores utilizados.

Todas las muestras analizadas son sensibles a Zanamivir, ya que no presentaron

mutaciones en los marcadores aqui estudiados (Q136, K150 y D151).

Las sustituciones encontradas no han sido reportadas en bases de datos como
mutaciones que impliquen resistencia del virus de la Influenza A(HIN1) pdm al
Zanamivir, sin embargo algunas de ellas se han identificado en otros paises y es
importante realizar pruebas antigénicas, fenotipicas y de virulencia para conocer si estas

mutaciones tienen implicacién en la biologia del virus.
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