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Resumen

RESUMEN

En el sureste de México en el afio 2010 se presamtbrote de influenza A H3N2,
incrementando notablemente el nimero de enfermds ®gion. Aunque en éste brote no
hubo un alto indice de mortalidad, es importantesai el virus circulante esta asociado a
resistencia a Oseltamivir. Se ha reportado qud gerede la neuraminidasa (NA) de éste
subtipo, el marcador molecular D151 asociado sstesstia antiviral, él cual puede tener
diversos cambios (B N/G/E/V).

Estudios previos de laboratorio sobre la caraceidin molecular de éste gen,
revelan una poblacion heterogénea en dicho marcanlmservandose los cambios:
GAT—RAT (D151 y D151N), determinados por secuenciac@pilar. Las cuasiespecies
virales son variantes que co-circulan en el hospedesociadas a diferentes niveles de
adaptacion, de variacion genética, competicionlgcsadn entre ellas y la implicacion mas
importante es la resistencia al antiviral.

El objetivo de éste estudio, fue evaluar la presede cuasiespecies virales en el

gen NA de muestras de hisopado nasofaringeo yvouttelular de H3N2, mediante
secuenciacion masiva paralela. Se amplificé unnfexgo de 581 pb por RT-PCR para
formar las genotecas, éstas se amplificaron por RERemulsion, se secuenciaron
masivamente con el equipo 454 de Roche y se eféatbdsqueda de cuasiespecies por
analisis bioinformatico.
Se identificaron cinco poblaciones virales pamleestra 4553: la de mayor proporcion fue
la D151 (71%) sensible al farmaco, seguida de tane D151N (27%), resistente a la
droga. Al analizar el cultivo celular de esta mismaestra se encontraron porcentajes
similares.

Para la segunda muestra 5505, en el cultivo cetdambservaron principalmente
dos poblaciones D151 (81.3%) y D151G (18.2%), tusda relacionada con resistencia al
farmaco. Al realizar el andlisis en el hisopadoofe$ngeo de esta muestra (5505) se
encontré esta misma cuasiespecie (D151G) pero goraentaje menor (0.48%), lo cual
nos indica que esta variante se encuentra presergepaciente e incrementa la poblacion
cuando se somete a cultivo calular; ademas se &adarvariante D151N no presente en el
HNF lo que favorece la generacion de cuasiespe€ies. estos resultados es posible
detectar tempranamente cambios en el marcador l@texsociado a resistencia antiviral.

La secuenciacion masiva paralela permitié, anal&grofundidad en marcador
molecular D151 en muestras de hisopado nasofaringetiivo celular en la NA del virus
de Influenza A(H3N2).
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

El virus de la influenza es una causa frecuenténfdeciones respiratorias en poblacion
humana en todo el mundo. Se asocia a una enferngedag e incluso letal, en lactantes,
ancianos, pacientes con enfermedades cronicas enauomprometidos. (Luchsinger,
2009)

Los virus de influenza pertenecen a la famiDathomixoviridag cuyo nombre
deriva del griegmrthos derecho ymyxa moco. Género que se caracteriza por su forma
esférica y observarse en formas filamentosas alostopio electrénico (Linzittet al.,
2005). Se clasifican en tres tipos: A, By C, gqagesponden a tres de los cinco existentes
dentro de la famili@rthomixoviridae Los virus de influenza tipo A infectan a una apl
variedad de aves y mamiferos, incluyendo humanss gividen en subtipos con base en
las glicoproteinas presentes en la superficie de: da hemaglutinina (HA) y la
neuraminidasa (NA). El tipo A es uno de los quasecia a mayor virulencia y causante
de enfermedades en humanos, también afecta a graerm de especies animales que
incluyen mamiferos marinos, cerdos, equinos, dbgerngpos de aves, éste ha sido el
responsable de cuatro pandemias graves durant@tio®s dos siglos. (Linzittet al.,
2005; Baigent y McCauley, 2003)

Los virus de influenza B infectan primordialmenteh@amanos y sélo existe un
subtipo de ellos, el cual tiene bajo potencial gamdo, pero aun asi, puede provocar
enfermedades respiratorias serias. (Luchsingef;286ias y Lopéz, 2010)

Los virus de influenza C causan enfermedades e¢spas moderadas en humanos
y algunos animales y han sido poco estudiadosdestidilogéneticos indican que los tres
tipos de virus de influenza tiene un ancestro cqreiimembargo han divergido a tal grado,
gue los rearreglos genéticos (el intercambio denseatps de RNA viral entre diferentes
subtipos virales) solo puedan ocurrir entre virglsrdismo tipo. (Arias y Lope2010)

Los virus de influenza tienen una alta tasa de emda transcripcion de su genoma,
debido a la baja fidelidad de la RNA polimerasaeylal falta de actividad editora de ésta
enzima, lo que trae como consecuencia la apargédnuevas variantes genéticas virales
denominadas cuasiespecies. (Mutharetaal.,2009; Domingo y Holland, 1997)

Cada afio se enferman alrededor de 500 milloneed®mas a nivel mundial por
infeccion con el virus de influenza A, de los ceagmtre 3 y 5 millones se convierten en
casos graves que originan entre 250 a 500 mil defnes. Estos casos de influenza, que
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ocurren regularmente durante los meses frios da aéd, se conocen como influenza
estacional. (Muthannaet al.,2009) Sin embargo, esto depende de la cepa qerecaentre
circulando durante la temporada.

El avance progresivo de la tecnologia a reflejaddesarrollo de herramientas
moleculares que nos permiten conocer la secueat@edoma viral y con ello reconocer la
presencia de las cuasiespecies virales. Recienterserha desarrollado la tecnologia de
secuenciacion por sintesis 0 secuenciacion masvalgha, la cual ha simplificado el
mundo de la gendmica evadiendo la necesidad defeagibn de segmentos individuales
y de la clonacion de éstos para la obtencion dedmga completo. (Muthannaat al.,2009)

La secuenciacién masiva paralela es una nuevanhientn, aprobada para la
identificacion y la deteccion de marcadores moke@d para la resistencia antiviral. Esta se
puede utilizar directamente del material clinicdes aislados de cultivo celular, ofreciendo
una mayor sensibilidad sobre otras metodologiasedeienciacion. (Muthannaet al.,
2009; www.nisn.org, 2011)

1.2 HISTORIA DE LA INFLUENZA

En 1357 D.C se acufa el término influenza del lafinentia, por la supuesta relacion que
tenia la enfermedad con los astros. En 1485 sélestael primer tratamiento para la
enfermedad sudorossweatingsicknessyno de los nombres que se le han dado a la
infeccidén por influenza, que consistia en jugo aleato, citricos, eméticos, catarticos y
sangrias. Dicho tratamiento presentd en generaltasa de mortalidad mas alta que la
enfermedad en si. (Ayora, 1999)

El virus de la influenza fue aislado, por primeezyven 1932 y a partir de éste
momento, la historia de ésta enfermedad ha podidegistrada y confirmada por estudios
de laboratorio. Previo a éste registro, las infawes ocurridas pudieron ser identificadas
por los signos y sintomas de la enfermedad, aso gonel comportamiento explosivo de
los brotes epidémicos (Ver Fig. 1). (Garcia, 2009)

Lainfluenza a través del tiempo

Figura 1. Cronologia del virus de la influenzaavés de la historia (Garcia, 2009)
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La primera pandemia reconocida por la mayoriaodeutores ocurrio en 1580, se
origin6 en Asia durante el verano y se disemin@safiespués, en Africa y Europa. Esta
tltima region se vio afectada en su totalidad erperiodo de seis meses, después se
diseminé en América. La tasa de morbilidad fue mltg, puesto que se registraron mas de
8,000 muertes en Roma y muchas ciudades espaf@lapartaron diezmadas. (Garcia,
2009)

En 1830 inici6 una pandemia que se compar6 enidadea la de 1918, la cual se
origin6é durante el invierno en China y se disemah&ur por mar hacia Filipinas, India,
Indonesia, Rusia y Europa. Entre 1831 y 1832 smdisd a Ameérica del Norte y regresé a
Europa. Diversos autores reportaron tasas de riaathientre 20 y 25 % de la poblacion,
aungue la mortalidad no fue muy alta. (Garcia, 2009

La pandemia por influenza presentada en 1918 es dendos eventos mas
dramaticos de la historia de la medicina, incldgunos autores la han comparado a la
plaga de Justiniano La muerte negra’(541 afio). El origen de ésta pandemia no ha
podido ser precisado; sin embargo, existen teguaspostulan su inicio en China o, bien,
en Estados Unidos durante el mes de marzo, de dendisemind a Europa y al resto del
mundo, al contagiarse las tropas estadounidengegign a combatir en Europa. Durante
abril, la infeccion se diseminé por Francia, Espafitalia. Después, durante el mismo mes
en Alemania y en junio llegdé a Inglaterra y Ru&éia. mayo ya habia llegado al norte de
Africa, para después afectar la India, China, Nu#glanda y Filipinas. (Garcia, 2009)

Las muertes ocurrieron, sobre todo, en adultosntie 0 y 40 afios de edad. Se
presentaron hasta tres oleadas cada vez mas vasilde la enfermedad y sé creé que la
infeccién afectd al 50 % de la poblacién mundial 92 presentaron enfermedad clinica y la
mortalidad total se calcula entre 40 y 50 millorfa®vio a 1918, nunca se habia descrito la
infeccion por influenza en cerdos. Existen teogias sefialan que los virus porcinos tienen
un origen comun al virus de la pandemia de 1918tdi@, 2009)

Para 1957, se origind la segunda epidemia en linmia de Yunan en China y
luego se propagd rapidamente a Singapur, TaiwggnJantre otras regiones. (Potter,
2001) Fue provocada por el virus H2N2 provenierge rdordenamiento de genes del
subtipo AH1IN1 antes mencionado y otro subtipo dgearaviar. (Garcia, 2009)

La tercer pandemia se originé en 1968 por el vi@N2, el cual reemplazé al
subtipo H2N2, ésta causo 1.5 millones de muertégeyllamada “Influenza de Hong
Kong”. (Osorest al.,2009) Para el afio de 1976 se presentd un impertaate epidémico
en soldados concentrados en una base militar estadmse (Fort Dix, Nueva Jersey).
Durante este brote, se confirm6 que se tratabaided A HIN1 de origen porcino que

10
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produjo la infeccion en 230 soldados y la muerteuda persona. Este evento, por su
cuidadoso registro, ha servido como escenario idedh investigacion y simulacion de
epidemias por virus de la influenza. La emergedelavirus porcino en Fort Dix concluyo
en la implementacion de un programa de vacunacesiva de 40 millones de civiles, que
a su vez gener6é 532 casos del sindrome GillainéBar82 muertes asociadas. (Garcia,
2009) La reaparicion del subtipo HIN1 no generddpamia, ni reemplazo del subtipo
circulante H3N2, por lo que ambos subtipos prewebasta nuestros dias en todo el
mundo y son causantes de brotes estacionaleafiadiurante la temporada de frio. (Arias
et al.,2010) Se cree que el virus porcino H3N2 fue intmdo originalmente a los cerdos
por los humanos. El primer aislamiento de un véteida Influenza porcino en humanos fue
en 1974. La infeccibn en humanos por éste es, pogeneral, inadvertida al ser
clinicamente similar a la influenza humana. Mas, darrtransmision del virus porcino al
humano ha sido siempre esporadica y relacionagpasieion ocupacional. (Garcia, 2009)

En 1997, se originé un brote de Influenza en humagur virus de origen aviar:
H5N1, que caus6 la muerte en cientos de personalsier; pero nunca se presento
transmisién de humano-humano. (Garcia, 2009)

En 1998, en América del Norte se identificO un nuewbtipo de origen porcino, el
cual fue producto de un triple rearreglo génicaesmirus porcinos y aviar. En el periodo
de 2005 al 2009 se habian reportado 11 casosetidh humana por este subtipo viral en
el estado de California, la mayoria con antecedetiéeexposicion a cerdos. El virus fue
conocido como “El virus de la Influenza porcinayfra, 1999)

En México, a finales de marzo de 2009, la Seceetdei Salud (SSA) observd un
aumento inusual de infecciones respiratorias aguglases (IRAG), las cuales se
acentuaron las primeras semanas de abril en fopai® Durante éste periodo la SSA
reportd 1,849 casos de neumonia grave y 84 defuesiden colaboracion con el Instituto
de Salud de Winnipeg en Canada, el Centro del GontPrevencion de Enferedades
(CDC) de Estados Unidos y el Instituto de Diagrbsty Referencia Epideoldgicos
(InDRE) aislaron e identificaron el subtipo causarde la influenza pandémica,
denominado A H1N1 pandémico (pdm), el cual ressétoel mismo subtipo previamente
aislado en California. (Meléndeg al., 2010) La Influenza pdm se registré en 24 de 32
estados de México, pero los mas afectados fuémisgito Federal, el Estado de México
y San Luis Potosi.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) decldase 6 de alerta
epidemioldgica, estado de pandemia, debido a lditachpjue alcanzé éste virus en el

11
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mundo; ya existian casi 30,000 casos confirmadomiftieenza A HIN1 de acuerdo a
reportes sanitarios de 74 paises para junio de @d6ndezt al.,2010).

Posteriormente la OMS estableci6 La Red Global dgilanicia de Influenza
(FLUNET), la cual comprende 116 Centros Nacionatks influenza, laboratorios
equipados en 87 paises y cuatro centros de refareBa mision es llevar a cabo la
vigilancia epidemiolégica del virus de la influenaai como la deteccion de virus inusuales
con caracter pandémico y colaborar con los Laboosto Nacionales de Referenciade
cepas prototipo para la elaboracion de vacunasadtives estandarizados (Meléndszal,
2010).

1.3CLASIFICACION DEL VIRUS DE INFLUENZA

La familia Orthomyxoviridag contiene cinco géneros, tal como lo define eltis&p
informe de la Comision Internacional para la Taxofe de Virus:Influenza A, By C,
Isavirus y Thogotovirus(éste ultimo conocido como virus de la influenza Ids virus de
influenza fueron nombradd3drthomyxoviridaedebido a su capacidad hemaglutinante que
tiene al unirse a las células blanco que se enwuergn el moco y también para
distinguirlos de la familia Paramyxoviridae(virus envueltos de RNA).Murphy et al,
2001)

Los virus de la influenza A, B y C se clasificangmpos, en base a la diferencia
antigénica de la nucleocapside (NP) y las protedgasnatriz (M1 y M2). Los virus de
influenza A se dividen en subtipos, basédndose encagécter antigénico de sus
glicoproteinas: hemaglutinina (HA) y neuraminid@da), de las cuales hay 16 subtipos de
HA y 9 subtipos de NA.Murphyet al, 2001; Bernetet al.,2000)

Una caracteristica importante que permite difegenentre los virus de influenza A
son las glicoproteinas de superficie HA y NA, gigmén mayor variabilidad genética a
nivel de proteina en comparacion con los virus Bnimas que el virus de la influenza C
s6lo tiene una glicoproteina multifuncional Unitlamada proteina de funsion-esterasa-
hemaglutinina (HEF). Asi también, se diferenciarireercada uno de ellos por sus
caracteristicas morfologicas, ademas de preseistmtds mecanismos para codificar sus
proteinas. Otra caracteristica importante que elif@da a los virus de influenza es el
namero de segmentos que conforman su genoma, dosderus de Influenza A y B
contienen ocho distintos segmentos de RNA, miemses los virus de la influenza C
contienen solo siete segmentddu(phy et al, 2001)

12
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Poco se sabe sobre el gén&hmgotovirus que comprende los virus de garrapatas
de caracter estructural y genéticamente relacamadn la influenza A, B, CMurphy et
al., 2001).

1.4 ECOLOGIA DEL VIRUS DE INFLUENZA A.

Los virus de Influenza A, como se ha mencionaderarimente tienen una ecologia muy
dindmica y compleja, involucrando a muchas espdwiepederas. Estos virus tienen como
hospedero primario a las aves acuaticas silvedaresarticular, se han nombrado como
hospederos primarios a las especies de los ordenssriforme (patos), Passeriforme
(gansos) ambas aves silvestres migratorias de Iggtss del ordenCharadriforme
(gaviotas y golondrinas marinas, entre otras), spre aves acuaticas migratorias de las
costas. (Talledo y Zumaeta, 2010; Manjaetal.,2003)

Todos los subtipos A/H1-16 se han aislado de agveaticas en Euroasia, mientras
gue los subtipos H14, H15 y H16 no han sido detestan América. Ademas, los virus
predominantes en aves salvajes (H3, H4 y H6) nareatn patron de periodicidad o
frecuencia de brotes cada 2 afios. También handsulgs virus de la Influenza aviar
altamente patogénicoslighly Pathogenic Avian Influenza ViruslPAl), principalmente
en los subtipos H5 y H7 y que emergen en aves dmags(Talledo y Zumaeta, 2010).

En los reservorios naturales, éste virus solo ma@wma infeccién subclinica a nivel
de intestino y el virus es evolutivamente estabdes. deposiciones de las aves son el enlace
por el cual el virus genera infeccion del tracpieatorio en aves de corral. La infeccion se
transmite de ave a ave, al mismo tiempo que ocumaiaciones sucesivas en el sitio de
clivaje de la proteasa del polipéptido precurstadHA (Ver Fig. 2). Esto es fundamental
para la infectividad del virus, ya que la HA séleede ser clivada por una proteasa presente
s6lo en el tracto respiratorio, pero, después denaremento importante de residuos
basicos de HA, esta puede ser clivadas por unagsatbastante distribuida en todos los
tejidos del cuerpo, esto le permite al virus repbe a lo largo de todo el cuerpo del ave,
aumentando la virulencia y patogenicidad en é8taslo tanto, el virus ahora es capaz de
infectar no solo a las aves, sino a mamiferos ytiplicrse en humanos. (Talledo y
Zumaeta, 2010)

El cerdo ha sido considerado como el vaso mezclgdiar principal fuente de
generaciéon de nuevos virus de la influenza connpaaepandémico, asi, las cepas de virus
provenientes de aves pueden adaptase para despeésri a otras especies animales.
(Mateos, 2006)
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Figura 2. Ciclo biolégico del virus de la Influen£8uzuki, 2005)

1.5 NOMENCLATURA DEL VIRUS DE INFLUENZA A.

La nomenclatura actual de los virus de influenzadebe reportarse entre paréntesis
incluyendo el hospedero de origen, la ubicaciérggdaca del primer aislamiento, nUmero
de cepa, afio de aislamiento y el tipo de hemaghatiy neuraminidasa, por ejemplo,
[A/Swine/lowa/15/30 (H1N1)].

Por convencion, el hospedero de origen humano riocigyen, por ejemplo [A / Puerto
Rico/8/34 (HIN1)]. Un ejemplo méas detallado de noadtetura es el siguiente: la cepa
A/Hong Kong/8/68 (H3N2), lo cual significa que es virus de tipo A, subtipo H3N2,
aislado en Hong-Kong en 1968 y que correspondecada namero 8 aislada en dicho afio
(Ver Fig. 3). Murphyet al, 2001; Pumarola, 1991)
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TIPDPE VIRUS INFLUIENTA v A

SURTIPD EMPLD) — o HIND

CEPA (BIEMPLD) e A Hong Kongf1/68 (H3NZ)

L1

A /
w e |\

. Sublipn
arlamienta
Dnde se alslo

Afbo del
anslamiento

Figura 3. Nomenclatura de los virus de InfluenBainfarola. 1991)

Actualmente se tiene registrados dieciséis subtig@sHA y nueve subtipos de NA
(Murphyet al, 2001; Pumarola, 1991), los cuales se ilustraméahbla nimero 1.

Tabla No. 1 TIPOS DE HEMAGLUTINA Y NEURAMINIDASA DE VIRUS DE
INFLUENZA
(http://www.bibalex.org/supercourse/lecture/lec3W6D5.htm, 2011)

[_ _ [ i Subtipo neuraminidasa

£ o |2 A,

N1 % * *

N2
N3
N4
NS
[
N7
Ng
NS

Hi0

Hi1

Hi2

H13

Hid

W15

H16

Recuadro en gris indica el subtipo presente espaae.

1.6 ESTRUCTURA VIRAL
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La particula viral tiene una masa de 250508, la cual es muy sensible al calor, a los
solventes lipidos, detergentes no ionicos, fornidtitey agentes oxidantes. (Talleetoal.,
2010) La composicion quimica de las particulaslesras de aproximadamente del 1 % de
RNA, 70-75 % de proteinas, 20-24 % lipidos y 5-8é&«arbohidratos. (Potter, 2000)

Los viriones son de forma esférica o filamentosa,sinetria helicoidal con un
diametro entre 80 y 120 nm. Contienen RNA monoeaterde polaridad negativa, cuyo
tamafio es alrededor de 13.5 Kb fragmentado en &sggue codifican para 10 proteinas
(Garcia, 1998; Potter, 2000; Jawestz, 1983), siéstas PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1,
M2, NS1 y NS2. (Korodat al.,2010)

La envoltura del virus se compone principalmente pa proteina M1 y M2, la
proteina M1 contribuye en un 35-45 % de la masaastal. EI peso molecular de ésta es
de 23 kDa y hay aproximadamente 3000 moléculaséa ¢irus y deriva de la membrana
citoplasmética de la célula huésped. (Pumarolal;1Patter, 2000) La proteina M2 es
codificada por el mismo gen que M1, de éstas hang dl a 68 moléculas por particula
viral. (Potter, 2000)

La HA es una molécula formada por dos glicoproteinales (HAL1 y HA2) unidas
por un puente de disulfuro, se insertan en la mangbformando espiculas en forma de
varillas, que se proyectan en la superficie detéiqula viral. (Ver Fig. 4A)

La HA se compone de tres subunidades, cada unarcpaso molecular de 75 a 80
kDay el peso total es de aproximadamente 225 €Bda particula de HA mide de 14 a 16
nm de longitud y 4 nm de diametro y se une aifndds de la membrana por el extremo
hidrofobico. Cada virus contiene aproximadament@0lfMoléculas de HA. (Pumarola,
1999; Potter, 2000)

A} Hemaglutinina ___Sitio para el receptor B) Neuraminidasa

Sitio activo

o

Globula grande =

Tallo—~

| Membrana viral
"Sitio para la proteasa |

) Globulo pequefio Regién amino terminal
Membrana viral —

— Regién carbouilo terminal
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Figura 4. Representacion de las glucoproteinasftleenza. En las células y en los viriones de héatiagna
(HA) se encuentra como trimero y la (NA) como utrdtmero. A) La HA esta constituida por glébulos
grandes y pequefios. En los grandes estan los ditiasion al receptor celular y son los sitios dosd
presenta el mayor niumero de variacion antigérnB)a.a NA estd formada por cabeza y tallo, en leezalse
encuentran los cuatro sitios activos de la enz{Manjarrezet al.,2009)

La segunda glicoproteina que se proyecta en larfstipedel virus es la
neuraminidasa (NA), éste tiene de 100 a 200 masaié NA en superficie. La NA es un
tetrAmerode aproximadamente 250 kDa, con 10 nm de largo nm4de diametro y
representa el 7 % de las proteinas totales de$.vittas moléculas de NA se anclan a la
membrana del virus por el extremo hidréfobico, sauetura completa tiene apariencia de
hongo (Ver Fig. 4B). (Manjarrez al.,2009; Potter, 2000)

La polimerasa del virus de la influenza es una RdtAimerasa dependiente de
RNA viral, (RpdR) constituida por tres proteinaslifierasa basica 1 (PB1), Polimerasa
basica 2 (PB2) y la Polimerasa acida (PA). Estatepras estan estrechamente asociadas
con la nucleocapside y en cada particula viral,a@gximadamente 50 moléculas de cada
una. El peso molecular de cada una varia entre 8D kDa. (Salazaet al, 2009; Potter,
2000)

Por ultimo, el virus posee dos proteinas no estralds, denominadas NS1 y NS2:
NS1 se sintetiza en la replicacion temprana desgeaédsa infeccion, mientras que NS2,
ahora llamada proteina de exportacion nuclear JN&Pde replicacion tardia. La funcidn
de estas moléculas aun se desconoce y sigue sienisigportante tema de investigacion.
(Potter, 2000)

1.7 ORGANIZACION DEL GENOMA

17



Marco Teoérico

El genoma del virus de influenza A consta de odgmentos de RNA de una sola cadena,
de polaridad negativa que codifica para 10 u liefmas, y se enumeran de acuerdo a su
tamafio, en orden decreciente. (Salataal, 2010) Las caracteristicas de cada uno de los
genes que componen el genoma, asi como las pmtgira codifican, se encuentran
resumidas en la Tabla no. 2.

Tabla No 2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SEGMEDS GENICOS
DEL VIRUS DE INFLUENZA. Galazaet al.,2010)

Tamafo P Maoleculas Funciones

Segmento  FProteina delmRMNA ikDa) por viridn identificadas

1 PEZ2 2345 nt 85.7 30-60 RpdR: unitn del cap

2 PBE1 2280 nt 85.5 30-50 RpdR: actividad en elangacion

3 PA 2211 nt 840 30-80 RpdR: actividad proteolitica

4 H& 1757 nt 51.0 ~500 Hemaglutinina, reconocimiento
del receptor

5 NP 1540 nt 56.0 ~1000 Mucieoproteina: union al RNA:
parte del complejo franscriptasza;
franspore nuclear/citoplasmatico
del RMNA viral

g M, 1392 nt 50.0 ~100 Meuraminidasa, liceracion de la
particula viral

T M1 1005 nt 28.0 ~3000 Proteina de matriz, componente
principal daf virion

Mz 315 nt 11.0 20-60 Proteina integral de membrana

canal idnico

8 MNE1 868 nt 270 0 Proteina no estuctural: spiicingy
traduccion. Proteina antiinterfieron

ME2 385 nt 14.0 130-200 Proteina no estructural ce locali-

zacidn nuctear y ciloplasmatica
de funcidn desconocida

Los tres segmentos mas grandes 1, 2 y 3 codifiGaa f sintesis de tres
polipéptidos (PB2, PB1 y PA, respectivamente), devaglo peso molecular y que
constituyen la RpdR asociada a la nucleocapsidar, Fig.5) intervienen en la replicacion y
transcripcion del RNA viral, en la sintesis del niRMla formacion de los nuevos RNA's
genomicos(Garcia, 1998)

Los segmentos 4, 5, 6 y 7 codifican para las prageiy glicoproteinas mas
importantes (HA, NP, NA, M1 y M2, respectivamerdesde el punto de vista funcional y
antigénico (Ver Fig. 5). (Garcia, 1998)
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Figura 5. Genoma del virus de la Influenza. Orgacitm del genoma y las proteinas que codifica
cada gen._(http://literaturainfluenza.blogspot.aggnbma-del-virus-de-la-influenza.html)

El segmento 8 codifica para las proteinas no dsnales NS1 y NS2 (Fig.5) La
expresion de estas proteinas se regula por el gowode corte y empalme (splicing),
mientras que para NS2 el proceso esgmicing alternativo.Esta Ultima, se localiza en
ndcleo y citoplasma y aln se desconoce su fun@idias y Lépez, 2010)

Polimerasas.

El segmento 1 codifica para la polimerasa basiq@B22), cuya longitud es de 2345
nucleotidos, la proteina esta constituida de 27 @dgidos. La polimerasa béasica 1 (PB1)
es codificada por el segmento 2, con una longiwi@2i72 nucleotidos y la proteina esta
constituida de 759 aminoé&cidos. Finalmente, lanpeiasa acida (PA) codificada por el
segmento 3, cuya longitud es de 2211 nucledtidtzs proteina esta constituida por 716
aminoécidos. (Salazat al.,2011)

Las tres subunidades son requeridas durante elegwode replicacion vy
transcripcion. La subunidad PB1 cataliza la adigécuencial de nucleotidos durante el
alargamiento de la cadena de RNA. La subunidadiéhe actividad de endonucleasa y
proteasa y participa en la unién de VRNA/cRNA eriattia con la subunidad PBAor
ultimo, la subunidad PB2, es responsable de lanuthéd cap al RNAm y de la localizacion
nuclear para exportarlo al citoplasma, para suepiosttraduccion. (Salazat al.,2011)
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Hemaglutinina.

Esta proteina es codificada por el segmento 4ng tima longitud de 1757 nucleétidos y la
proteina esta constituida de 566 aminoaciclogp peso molecular es de 61.0 kDa. Para
activar a la enzima, ésta requiere de un cortéeglitico efectuado por proteasas del
hospedero, para generar dos polipéptidos: HA1 y HA2 se unen por un enlace disulfuro
para formar un dimero. Este clivaje es esenciajugaHA1 contiene el sitio de union al
acido sidlico y el extremo amino del péptido HAZrmite la fusion del virus a la
membrana endosomal de la célula infectada. Lasidoaes de la HA entre otras son:
Adsorcién y penetracion del virus a las célulasidin entre la membrana celular y la
envoltura viral, e inducir la respuesta inmunelg&aret al.,2011; Mateos, 2006)

Nucleoproteina o Nucleocapside.

La Nucleoproteina es codificada por el segmente %,865 nucleétidos y la proteina esta
constituida de 498 aminoacidos, cuyo peso mole@dale 56 kDa. Esta es una proteina
rica en residuos de arginina. La NP es la pringipateina estructural que interactia con
los segmentos de RNA para formar la ribonucleofmateRNP. (Mateos, 2006). También

participa en el importe nuclear del complejo ribcdeaproteico por medio de sus sefales
de localizacion. (Salazast al., 2011) NP es también uno de los tipos de antigenico
especificos, es decir, que es distinto para cadalaros tipos de virus de influenza A, By

C. (Lamb ARet al 2001; Mateos, 2006)

Neuraminidasa.

Es codificada por el segmento 6 de 1392 nucledtidlgzoteina esta constituida de 454
aminoacidos cuyo peso molecular es de 56 kDa. Laam@nidasa es una proteina
trasmembranal y penetra a la envoltura por su mxtramino terminal, donde existe una
secuencia de seis aminoacidos altamente consereadmzda uno de los nueve subtipos de
NA conocidos para influenza A. El sitio activo hdcsidentificado en el centro de cada
cabeza globular del tetramero y contiene muchaslues conservados. (Mateos, 2006)
Entre el sitio catalitico y la zona de anclaje amlambrana hay una region rica en
aminoacidos polares. Esta region, es la que pmesealor variacion en secuencia de
aminoacidos entre los virus de influenza. (Salataal., 2011) Una de las principales
funciones de la enzima es el catalizar el clivagéad uniones entre el acido sialico terminal
y un residuo de carbohidratos adyacente celulargque facilita la liberacion de las
particulas virales de la superficie celular al dassta union virus célula. Ademas previene
la agregacion viral protegiendo al virus de su @dpA, al agregarse a receptores de acido
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sialico y estimula la produccién de anticuerpos aquafieren proteccién contra la
enfermedad. (Mateos, 2006)

Matriz.
La proteina de matriz es codificada por el segmeéntoiya longitud es de 1005 nucleétidos
y codifica para las proteinas M1 y M2. Tiene un ¢oade lectura abierta (ORF) en el
residuo 25 del terminal 5° del RNAmM y el M2 esteaalizado en el residuo 700 del 3" del
extremo final del gen. (Mateos, 2006; Lamb éiRal 2001)

La trancripcion es colineal, es decir, el RNAm 6aodila proteina M1 y también
M2. La proteina M2 se encuentra en la envoltural yiracta como canal idnico, necesaria
para la regulacion del pH, favorece la pérdidaadenivoltura después de la penetracion en
la célula huésped. Permite que el genoma se léess interior de la célula hospedera y se
inicie la multiplicacion viral. M1 participa dandestabilidad a la curbierta viral y se ha
sugerido su implicacién en el emsablaje del virusalida de los viriones (Salazet
al.,2011; Oropesat al.,1996)

Proteina no estructural y Proteina no estrucgural

El octavo segmento del genoma del virus codificga p@ mRNA colineal, el cual después
de corte y empalme origina dos proteinas no estales [(NS1 y NS2/NEP (proteina de
exportacion nuclear)]. La primera tiene 868 nuadths y codifica para una proteina de 230
a 237 aminoacidos de aproximadamente 26 a 27 k&adyinvolucrada en la evasion de la
respuesta inmune, mediante su actividad anti-enténf y la segunda, sus funciones se
encuentran en estudio, sin embargo, se sugier@atieipa en el transporte del genoma
viral dentro de la célula hospedera y en la mutiigion de éste. (Salazat al., 2011;
Manjarrezet al., 2003).

1.8 TROPISMO VIRAL

Para iniciar la infeccion en el hospedero, el vBasune a su receptor celular el acido N-
acetilneuraminico (sialico) presente en las sugedide las células ciliadas epiteliales del
tracto respiratorio. (Arias y Lopez, 2010; CisteyrBarasas, 2003)

El acido sialico (AS) que se encuentra en la paordiistal de los oligosacéaridos y
glicolipidos que conforman el glicocéliz de lasut#$, es un monosacarido de nueve
carbonos, presente en todas las células y defimepéémo de los virus de influenza debido
a la especificidad que tienen diferentes cepasesifor distintos tipos de enlaces del acido
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sialico con el azucar que lo rodea en la cadeneadmhidratos, usualmente éste es una
galactosa. (Arias y Lopez, 2010)

Existen dos tipos de &cido sialico: El A3-3-Gal$-1-3-N acetilglucosamina (AS-
a2, 3-Gal) y el ASa2-6-Galf-1-4-Nacetilglucosamina (A2, 6-Gal). Las cadenas AS-
a2, 3-Gal sé encuentran en aves y caballos, mieqguaslas cadenas A&,6-Gal en
humanos. El virus que infecta las aves se unecabter SAe2, 3-Gal, en éstos virus el
sitio de union al receptor celular presente enAadé los subtipos H1, H3, H5 y H9 esta
conformado por los aminoé&cidos tirosina 205 (TiBR@lutamina 226 (GIn-226) y serina
228 (Ser-228) y determinan la especificidad de @toea al receptor. De manera similar,
para los virus que reconocen al receptora®¥B-Gal en humanos, el sitio activo de la HA
esta conformado por los aminoacidos serina 2054@gY, leucina 226 (Leu-226) y glicina
228. (Suzuki, 2005)

Las mutaciones que ocurren en el sitio de uniotadeA, parecen determinar la
capacidad del virus de la influenza para cruzbalaera de especie entre aves y mamiferos.
Por otra parte, los cerdos son considerados “neaea genéticos” (como se menciono
anteriormente) debido a que tienen en sus célukseptes ambos tipos de receptores, lo
gue permite que éstos puedan infectarse al misgngb con virus de aves y de humanos,
permitiendo el rearreglo de genes entre ellos yliiogmdo a los virus con potencial
zoonotico. (Garciat al.,2006)

1.9 REPLICACION VIRAL

Una vez que se da la unién de la HA viral al agddico de las glucoproteinas de la

superficie celular, la acidificacion hace que la BE\pliegue sobre si misma y exponga las
zonas hidréfobas de la proteina que facilitan a6y, esta acidificacion es favorecida por
el canal de protones de la proteina M2. Como caomeseia de ello, la envoltura virica se

fusiona a la membrana endosdmica y el virus esnaligado en este endosoma (Ver Fig.

6) (Murray, 2006).

X4
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Fig 6. Esquema de la
replicacion del virus de la
influenza (Murray, 2006)
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EL RNA viral de polaridad negativa es transportatioicleo donde inicialmente, éste se
transcribe. Se realizan dos tipos de transcripsiog la primera transcripcion se generan
RNA complementarios (CRNA) y se concentran en eleuide la célula infectada para su
replicacion. Y la segunda es generar RNA mensajen®NAs) de polaridad positiva que
estan poliadenilados en sus extremos 3” y tiengreau extremo 5°. (Savorito, 2006;
Manjarrezet al.1999)

Los RNAm se traducen en proteinas en el citoplasghdar. La transcripcion de los
RNAmM’s de las proteinas M y NS se generan por pewoEnto alternativo. Las
glucoproteinas HA y NA son procesadas por el rietiendoplasmico y el aparato de Golgi
y posteriormente son expresadas en la membrareaaigula huésped para la sefalizacién
viral. La proteina M2 se inserta en las membrareadadcélula hopedera. Su canal de
protones impide la acidificacion de Golgi y otrassiculas, evitando asi el plegado
inducido por el acido y la inactivacion de la HAntte de la célula (Ver Fig. 6). (Murray,
2006; Manjareet al.,1999)

Los genomas segmentados, replicados en nuclearsportan hacia el citoplasma y
se unen a las polimerasa y a la proteina NP, récéincidas para formar los complejos
nucleoproteicos, los cuales interaccionaran comrdasides formadas con la proteina M2,
M1. Los segmentos del genoma se envuelven de fal@a#oria y cada viridon contiene 11
segmentos. El virus abandona la célula por gemamémedio de sefalizacion de la HA 'y
NA en la membrana. El virus se libera aproximadam@&nhoras después de la infeccion.
(Ver Fig.6) (Murray, 2006) Este proceso produce pesuefia cantidad de viriones
completos y numerosas particulas defectuosas.

Una caracteristica importante de los virus de RNAeelevada variabilidad genética,
la cual se debe a diversos procesos, entre ellescéanbinacion de material genético, lo
cual implica la formacién de nuevos subtipos y mspecies virales, el reordenamiento de
segmentos génicos y la baja fidelidad de la Rp@kshegros, 2008; Herrera, 2006)

En la replicacion de virus de RNA, la RpdR tiena tasa de mutacion ¢/ 10°
errores por nucleétido copiado, es decir, por gadeo 100 mil nucleétidos copiados se
introduce una mutacion. (Herrera, 2006; Ojosned088)

Existen por lo menos dos factores moleculares quéribuyen a la alta tasa de
error en el virus de la influenza A:

1. La baja fidelidad de la RpdR viral en comparacion ta polimerasa de DNA, ya

gue carece de la actividad editora (exonucleasa B
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2. La ausencia de mecanismos celulares de reparacisineplicativa que puedan
actuar sobre hidridos de RNA-DNA o de intermedmrieplicativos de RNA
bicatenarios. (Ojosnegros, 2008)

1.10 VARIACION ANTIGENICA

Los virus de la influenza presentan dos clasesntigemos: internos y superficiales. Los
antigenos internos son la nucleoproteina (NP)prdéeina de matriz (M), que constituyen
un antigeno soluble, mientras que los antigenosrciples estan conformados por la
hemaglutinina y la neuraminidasa. (Mateos, 2006)

Para escapar de la respuesta inmune del huéspedirds de la influenza sufren
constantes variaciones antigénicas en estos ddgemaos$ superficiales. A diferencia de
otros virus respiratorios, estos virus tienen doscpales mecanismos de variacion
antigénica, que son de especial trascendencia ddspento epidemioldgico, (Arias y
Lépez, 2010; Mateos, 2006) estos son:

La deriva antigénica (antigenic drift). Resulta lde mutaciones puntuales espontaneas
(cambios en nucledtidos individuales) en los genescodifican la HA y en menor grado
la NA, debido a la baja fidelidad de la RNA polimsa viral, la cual tiene una tasa de
mutacién de 7.3 xEmutaciones/nucleétido replicado. (Arias y LopeX1 @)

Con el cambio gradual de los antigenos superfgislegen nuevas variantes, cada
una diferente a sus predecesores, pero consengrdasu mayoria. (Mateos. 2006) Este
mecanismo de mutacién se ha evidenciado por estwdimucturales de la HA de varias
especies de un mismo subtipo (por ejemplo H3N2) ey vdriantes que han sido
seleccionadas en presencia de anticuerpos mongegofislateos, 2006)

Aunque las mutaciones son espontaneas, el pasdrdelde un individuo a otro
supone una importante presion selectiva que fagolacdifusion de nuevas variantes.
(Arias y L6pez 2010)

En la practica, una variante generada por derivigénica que cause enfermedad
significativa, aparece en promedio cada 4 afioseneticuatro o mas sustituciones de
aminoacidos en dos o mas sitios antigénicos. (d@ajeZumaeta, 2010)

La HA es el blanco principal de la respuesta inmdelehospedero y la seleccién de
sustituciones de aminoacidos es dirigida, al memasparte, por la presion inmunolégica.
Sin embargo, los aminoacidos que conforman el diéiaunion de la HA al receptor son
muy conservados, mientras que el resto de la malézialtamente variable. (Talledo y
Zumaeta, 2010)
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En un individuo, las mutaciones se acumulan has@ & sistema inmune no
reconoce las nuevas variantes virales, o lo hacenaeera ineficiente, por lo que es
necesario cambiar la composicion de la vacunaiestcada afo. (Arias y Lopez 2010)

El cambio antigénico o variaciones mayores (ani@shift), Este ocurre cuando diferentes
subtipos virales infectan a una misma célula. €tally Zumaeta, 2010) Este hecho, genera
la aparicion de un subtipo diferente al difundidgsta entonces en la poblacion, frente al
cual no hay reconocimiento inmunoldgico y por cgug&nte inmunidad. Las epidemias
por estos virus ocurren generalmente como conseicuge la aparicion de un nuevo
subtipo viral de la influenza A generado por un banantigénico. (Garciet al.,1998)

Una vez que coexisten dos subtipos virales en usmancélula, es relativamente
frecuente que se intercambien segmentos genomigaesitd la replicacion viral y como
producto de ésta recombinacion pueden apareces ggpanuevas caracteristicas. Este
fenomeno es llamado reordenamiento génico (reassot}. (Ver Fig. 7) (Garciat al.,
1998) Las cepas parentales que generan la nu@exiesviral, pueden provenir de
cualquiera de los mudultiples hospederos, mamiferaves, susceptibles al virus de la
influenza. (Ver Fig. 7) (Talledo y Zumaeta, 2010)

g o H1N1 Aviar i i :
Ancestro aviar coman H2N2 Aviar H2N2 Humana  H3N3 Aviar

o . S EhD
e B

Figura 7. Reordenamiento genético. En el virusmfleenza humano y aviar en 1957,dio origen al pabti
H2N2. En 1968, este virus H3N2 se recombiné comwvtus de influenza aviar, dando lugar al virusN23
(Osoreset al.,2009)

ASHIN2 humana A/HINZ humana
1957 1968

H1N1 Aviar

Se ha demostrado que el subtipo HIN1 dio lugarapéaicion del subtipo H2N2, el cual
adquirié cuatro segmentos nuevos de H1IN1 (entos édl HA y NA), manteniendo los
otros cuatro originales. Por otra parte, el subk@N2 (gripe de Hong Kong) tiene siete
segmentos comunes con el subtipo precedente HANBi@ segmento diferente es el
cuatro que codifica para la HA, el cual tiene hamg@ con la HA de una cepa aviar
(A/duck/Ukrine/63/ H3N3). (Garciet al.,1998)
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Por con siguiente, existen 242 combinaciones tadwnte posibles de los
segmentos del virus influenza, aunque la experetemuestra que no todas ocurren en la
practica. Esto depende de la capacidad de muéipbo de los recombinantes generados y
de la presion selectiva que ejerza la célula hukagavor de uno de ellos. (Savorito, 2006)

1.11 CUASIESPECIES VIRALES

El origen experimental del concepto de cuasiespgxigcedio de los estudios de Weissman
y sus colaboradores con un bacteriéfago denomifegim (B y el concepto tedrico de
cuasiespecies fue propuesto inicialmente por E@@no un nuevo modelo de evolucién
molecular para describir la estructura poblaciopahdaptabilidad de replicones. Sin
embargo se denomina a las cuasiespecies virieasdistribuciones dinamicas de genomas
viricos no idénticos pero estrechamente relacionashdre si sometidos a un proceso de
variacién genética continua, competicién y selatgidgue actian como una unidad de
seleccion. (Domingo y Holland, 1997; Herrera, 2006)

La estructura poblacional mediante la cual se sgmtan las cuasiespecies es
compleja, éstas se esquematizan (Ver Fig.8) mediant secuencia consenso y un
espectro de mutantes. La secuencia consenso eprisentacion de los nucledtidos que
son mas frecuentes en el genoma. Mientras quepetts de mutantes son la serie de
mutaciones que se encuentran en el genoma, perestfiug en menor proporcion y no se
muestran en la secuencia consenso. (Ojosnegrd3) 200

Espectro de mutanies "

Secuencia consenso
Figura 8. Esquema de la estructura de las cuasiespde los virus de RNA. Se presenta una
distribucion heterogénea de genomas, tipica deifos de RNA. Las lineas representan genomas
virales y los simbolos sobre las lineas representaaciones. Debajo del espectro de mutantes gmind
la secuencia consenso o promedio de la distribuliferrera, 2006)
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Las variantes presentes en el espectro de mutaatesten al virus flexibilidad en su
comportamiento, favoreciendo a que éste tenga umgmuadaptacion en determinados
ambientes. Esta capacidad de adaptacion se hatadwsn diversos estudios, ya que han
evolucionado mostrando evasion de la respuestanemevasion a agentes antivirales,
alteraciones en el tropismo celular, alteraciomelmevirulencia y en la posible implicacion
en la aparicion de enfermedades emergentes. (@asne€008; Herrera, 2006)

La evolucion de las cuasiespecies viricas estgidi@ipor la seleccién positiva que
promueve la imposicion de las variantes mas vesdgjpara un determinado entorno, por
la seleccidn negativa, que elimina o mantiene ga fr@porcién los mutantes menos aptos
de la poblacion, y que por efectos de deriva geaéfior los que una variante puede ser
amplificada y llegar a ser dominante, independimetde de su eficacia
biol6gica.(Ojosnegros, 2008; Herrera, 2006)

Se denomina eficacia bioldgica al grado de adajtagdé un organismo a su entorno.
Para los virus RNA, se ha definido la eficacia @jita como su capacidad para producir
progenie infecciosa en un determinado ambientesf@jgros, 2008; Herrera, 2006)

1.12 TRATAMIENTO DE LA INFLUENZA
Una persona infectada con el virus de la influeexpulsa gotitas que contienen al virus al
hablar, estornudar o toser. A su vez el virus satfp sobre la superficie de objeto, puede
transmitirse por contacto de éstos. (Manjarret al, 2003) Después dgberiodo de
incubacion de la infeccion, el virus se multipliggpidamente y se propaga en las células
adyacentes, aumentando la secrecion de moco cospuesta a la alteracion ciliar.
Posteriormentda neuraminidasa disminuye la viscosidad del mdcoraper los residuos
del &cido sialico, lo que facilita el ingreso detus a otras células favoreciendo la
diseminacion. (Manjarreet al, 2003) Si el virus se extiende hasta el tractpirario, la
infeccion puede provocar una descamacion graveegigtlio bronquial o alveolar hasta
dejar una Unica capa basal de células. (Murray6200

La infeccion por influenza facilita la adhesionctaiana a las células epiteliales.
Como por ejemplo,Streptococcus pneumonie, Staphylococcus aureusgpt®prous
pyogenes, Neisseria meningitidis y Haemophilusiémizae que son causas secundarias de
neumonia, epiema, absceso pulmonar, choque tGroingitis, sepsis e inclusive hasta la
muerte. (Talledo y Zumaeta, 2010; Murray, 2006)

La gripe no complicada solo requiere de tratamiesithomatico y reposo. La
utilizacion de antibidticos es incorrecta en est@sos, salvo como preventivo en personas
con complicaciones pulmonares bacterianas. (Gdref8)
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En la actualidad se encuentran aprobados dos tigosarmacos antivirales,
clasificados de acuerdo a su mecanismo de aconfibidores de la proteina M2 e
inhibidores de neuraminidasa (INA). (Murray, 2006)

Blogueadores de proteina M2.
Los representantes de este grupo son amantadimagtadina, el mecanismo de accién de
estos, es inhibiendo el canal idnico de la prot&@ae impidiendo la liberacion del virus al
citoplasma con lo que impiden el desnudamiento grslamblaje viral que sigue a la
endocitosis, deteniendo el proceso de replica¢imfréet al.,2005)

Son activos solo contra el virus de Influenza Ajide a que el virus influenza B no
posee proteina M2. La amantadina actia contraubspss H1N1, H2N2 y H3N2 y el
subtipo H5. (Jofrét al.,2005)

Inhibidores de Neuraminidasa (INA).

Los mas representativos son oseltamivir y zanajmaeittan uniéndose al sitio activo de la
neuraminidasa del virus de influenza, bloqueandadividad; con esto las particulas
virales no pueden ser liberadas de la célula, B lgnita su capacidad de diseminacion
(Ver Fig. 9) (Jofréet al.,2005).

Inhibicidn de la Neuraminidasza
El férmaco (rojo) se une al sitio activo de la enzima

Figura 9. Mecanismo de accion de los inhibidoetacheuraminidasa.
(http://www.sepeap.org/archivos/revisiones/infesoigripeaviar.htm)

Actian en los virus Influenza A y B, pero no enpg@yque éste no expresa la
enzima.La resistencia a estos agentes se ha evalnadiwo observandose el desarrollo de
mutaciones en la HA o en la NA viral. En los cadesnutaciones de HA el cambio ocurre
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cerca del sitio de la unién a los receptores deoasialico, debilitando la unién y
haciéndola menos dependiente de la accion de NA. rhataciones de NA afectan
directamente la interaccién con los inhibidores,glee lleva a la disminucion de su
actividad. La resistencia a estos agentes es banogurre, es transitoria y de aparicion
tardia durante el tratamiento. (Joétéal.,2005)

El Zanamivir es usado en forma inhalatoria y no eseuentra disponible
actualmente en el mercado nacional. (Jefrél.,2005)

1.13 RESISTENCIA ANTIVIRAL EN INFLUENZA A H3NZ2.

En Chiapas y Tabasco en el afio 2010 se dio une bi®tinfluenza estacional, por el
subtipo de influenza A H3N2, de acuerdo con la &ii@n de Epidemiologia de México
éste se encontré acentuado en el Sur- Surestaidel p

Y las autoridades sanitarias de los estados exphcque el brote de influenza
estacional, solo provoc6 un nimero importante derems. Duante el brote se consideré
gue la poblacion vulnerable a este padecimientmfuprincipalmente, los adultos mayores
de 60 afos y los nifios menores de cinco afios, adesr@o estos pacientes en los que se
llega a presentar mayor nimero de casos resistestastivirales recomendados.

Después de cuatro décadas de uso efectivo de dnsaathnos en la profilaxis y el
tratamiento de la influenza, se demostré que lsteria global a estos farmacos ha
aumentando de manera espectacular entre los rusfldenza del subtipo H3N2 en los
ultimos afos. En la gran mayoria de los casosdstencia a este farmaco se basa en un
cambio de aminoacido en el coddn 31 del gen M2paane una serina (S) por Asparagina
(N) (S31N), lo cual interfiere en la capacidad deddicamento para bloquear el canal
iGnico M2. (Jofréet al.,2005)

Considerando que < 2 % de los virus de influen#48N2 muestra resistencia a los
adamantanos durante el periodo del 1995-2002 etsetd un 12.3 % resistencia en virus
recolectados durante el 2004. Los fuertes incremset¢ resistencia a los adamantanos se
dieron por primera vez en Asia en particular em&hilonde la prevalencia de resistencia
es creciente del 8.2 % en el 2002 al 73.8 en 20&=f también el Hong Kong teniendo 69.8
% de resistencia para el 2004. Recientementeytaaidn S31N se detectd en el 100 % de
las muestras del virus de influenza en varios pafsgaticos. En los Estados Unidos, los
virus resistentes a los adamatanos surgio algotands, con una prevelencia de aumento
de <2 % en el 2003 al 11 % en 2004-2005, y ma®@éb durante la epidemia del 2005-
2006. Desde el afio 2006 el Centro de Control yéPreén de Enfermedades (CDC) de los
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Estados Unidos recomendd el abandono del consumoAdkmantanos para la
qguimoprofilaxis de Influenza A H3N2. (Nelsen al.,2009)

Para el caso de los inhibidores de la neuraminjdgisa se han disefiando para
unirse a la enzima en sitios altamente conserva@sherts, 2001) Las mutaciones en
estos sitios, han demostrado disminuir la actividazimatica y por ende la propagacion
del virus en nuevas células del hospedero. (GhAig 1998)

La resistencia adquirida por los virus es debitloraspuesta al tratamiento o por la
variacion natural de éste lo cual dismuye la efecdel antiviral. (Deydet al.,2009)

La resistencia al oseltamivir se ha incrementamtsiderablemente con el paso del
tiempo, ejemplo de ello es la aparicion de cepasstentes al antiviral que solo se han
reportado en cepas de cultivo celular en paciequesse habian tratado previamente con el
antiviral. La resistencia post-tratamiento es <@b y 4 % en adultos y nifios
respectivamente, en el afio del 2003. (McKietnal.,2003)Pero antes de la temporada del
2007-2008 menos del 1 % se reportaban como cepiaterges al oseltamivir; para 2007-
2008 la resistencia alcanz6 12 %. Actualmente eC@thorma que 99.6 % de resistencia a
oseltamivir en las cepas de influenza A HIN1 estadiEl aumento de la frecuencia de
mutantes resistentes a oseltamivir ha causado ypeomn, ya que éste es el farmaco
actualmente mas prescrito para el control de kesdiones. (Salazat al.,2010)

1.14 MARCADORES MOLECULARES DE RESISTENCIA ANTIVI RAL EN EL
GENOMA DEL VIRUS DE INFLUENZA A H3N2
Los marcadores moleculares relacionados a unategsdica especifica, son de particular
interés, porque permiten identificar individuos quentengan esa caracteristica y
diferenciarlos de los que no la posean, es dea@rdgn informacién sobre la diversidad
genética y revelan sitios de variacion naturalesivel de secuencia de DNA. Las
variaciones en los marcadores de DNA no se muegtiasi mismas en el fenotipo porque
pueden ser diferencias en un solo nucleétido del @esegmento de DNA repetitivo.
(Mosquera, 2005)

En el caso del virus de influenza A H3N2 se hawontapo marcadores moleculares
asociados a los sitios cataliticos de la neuramagad sitios altamente conservados que
interactian directametente con el sustrato, estos R118, D151, R152, R224, E276,
R292, R371, y Y406 Ademas de los marcadores qualdemn al sitio catalitico los cuales
son E119, R156, W178, S179, D198N, 1222, E227, HE2Z7, N294, y E425. (Okoned
al., 2010)
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La capacidad de detectar rapidamente los marcaddeegesistencia a los
medicamentos antivirales es una herramienta valgema preparase ante una nueva
pandemia de gripe.

1.15 MARCADOR MOLECULAR D151

Estudios realizados en el 2003, de la secuenciad@nGen NA donde encontraron
variaciones en sitios que se creian altamente p@awes. La variaciones mas comunes que
se encontraron fueron en D151 por G, V, N o E es subtipos de influenza, uno en 10
asilamientos de N1, 42 aislamientos en influenzg Bde 38 aislamientos en N2 tuvieron
la variacién en D151. (Mckimret al.,2003)

El residuo D151 se cree que participan como dendatprotones en la reaccion
catalitica de la enzuma y una variacion en esie sé& espera que afecte a la actividad
enzimatica, como fue observado por Ghate y Air, ggreeraron la mutante D151E-{E)
en NA, mutacion que disminuia su actividad en metwls10% con respecto a la cepa
salvaje. (Mckimnet al.,2003)

Este codon se pensaba que era altamente conseB8iadombargo, en el estudio de
Mckimm demostraron que puede tener una variedadifdeentes aminoacidos en D151 ,
incluyéndose D151 por E, N, G, y V encontradoles subtipos de influenza B, influenza
A en NAl y NA2. Ademas se observo una reducciod@eeces en la actividad catalitica
(kcat), lo que sugiere que D151 tiene un papel en sa&étinzimatica(Mckimm et al.,
2003)

Estos cambios que se han encontrado en D151 seottésque presentan una
susceptibilidad reducida a los Inhibidores de laurdminidasa en los ensayos de
guioluminisencia y flouresencia. (Deydeal.,2009)

Los cambios en D151 (B> N/ G/ E / V) han circulado entre 1996-1999 y safio
mas recientes el cambio D151V se encontro en ladd@nidasa de la cepa de virus de
influenza A/Montana/8/2007 (H3NZ2), él cual mostnd imcremento de 150 veces en el
valor de la concentracibn minima inhibitoria al ltsmivir. (Deydeet al., 2009) Lo
anterior sugiere que el sitio D151 esta relacioneolo un incremento a resistencia al
antiviral. (Deydeet al.,2009)
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1.16 RT-PCR Y SECUENCIACION MASIVA PARALELA PARA E L ESTUDIO
DEL VIRUS DE LA INFLUENZA.

Las pruebas recomendadas para confirmar el didgod# Influenza son el cultivo viral y la RT-
PCR (Retrotranscripcion y reaccién en cadena gelimmerasa) en tiempo real, siendo esta Ultima
la mas recomendada por su rapidez y sensibili8adtrata de una amplificacion de RNA a
través de la sintesis previa de su DNA complemienaDNA), el cual posteriormente se
amplifica por PCR. (Luque, 2001)

El objetivo de ésta técnica es la amplificaciorectia de un gen o un fragmento de
DNA. Un requisito indispensable es el conocer lausacia de la regién de DNA o RNA
gue se requiere amplificdtuque, 2001)

Para la realizacion de la RT-PCR se precisan arelecla de reaccion los siguientes
reactivos: Desoxinucledtidos trifosfatados (dNTPsShiciadores, DA polimerasa
termoestable la cuabs una enzima activa a altas temperaturas (75 °@3tgble con
frecuencia hasta 95 °C, y un amortiguador estdpdeax PCR, el cual contiene 50 mM de
KCL, para facilitar la hidridacion.

Etapas del proceso:

1. Desnaturalizacion: Separacion de las dos hebr&dN\de mediante una incubacion
breve (30-120 seg) a una temperatura entre 687°°¢9(Luque, 2001)

2. Alineaciéon del segmento diana con los iniciadoEasriamento rapido por debajo
de Tm, de forma que se permiete la hibridaciéradenebras sencillas del DNA de
interés con los oligos o cebadores. Generalmentesae temperaturas de 37 a 65
°C que se mantiene por 10 a 120 seg. (Luque, 2001)

3. Extension: Esta etapa de amplifiacion propiamentkad(72-75° C, 1-3 minutos),
en que la DNA polimerasa termoestable elonga Itmd@es, empleando como
molde ambas hebras originales. La replicacion s@sme en direccion de 5-3"a
partir del extremo 3"-OH de cada cebador, empleaiwdno sustrato los cuatro
dNTPs, hasta terminar la lectura del molde o hqis¢ase comience una nueva etapa
de desnaturalizacién. (Luque, 2001)

Se requiere generalmente entre 20 a 40 ciclos,5da 8 minutos de duracion de cada uno,
incluyendo las tres etapas de la reaccidon paraiticaplexponencialmente el numero de las
moléculas de DNA que contienen la secuencia deésite diana. La duracion total es de
alrededor de 2 horas, dependiendo de las conceEmesc experimentales concretas.
(Concepcidret al.,2005)
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Para evaluar la amplificacion de un producto dePRER 6 PCR, es necesario
identificar el producto de amplificacién por su &, por electroforesis en gel de agarosa
o poliacrilamida y bromuro de etidio. Pero condvances de la tecnologia, ésta técnica ha
sido perfeccionada por la firma Agilent Tecnologita cual se le conoce como analisis de
microfluidos, la cual involucra microchips, consititos por dos laminas de plastico
adosadas entre si, en cuyo interior se han gravéctocanales que unen 16 cavidades; en
un canal central principal se efectla la separagliéctroforética por conexion a una fuente
de alta tension y luego se produce la lectura slesligtancias separadas por fluorescencia
inducida por laser (LIF). (Constagnin@005) que son traducidas en imagenes de tipo gel
(bandas) y electroferogramas (picos). (www.agitemh)

Las aplicaciones mas comunes estan relacionadas exdresion de proteina,
purificacion, monitoreo de la calidad Q.A. (calidaghlitica) y control de Q.C. (control de
calidad), determinando la integridad o degradadénlas proteinas y determinacién de
calidad y concentracion de DNA y RNA. (www.agileoim, 2011)

Las ventajas de ésta electroforesis son la altaitiktdad de 20-200 ng/mL, el
minimo consumo de muestra (1ad), mayor exactitud y precision del ensayo, minima
exposicion con materiales peligrosos, resultadosogto tiempo, datos digitales para una
mayor comodidad de andlisis, archivo y almacenaimiéwww.bioanalytique.com, 2011)

SECUENCIACION MASIVA PARALELA

La secuenciacion del DNA es una de las platafommés importantes para el estudio de los
sistemas bioldgicos en la actualidad. La tecnolagi&zada con mayor frecuencia es la
didesoxi, terminacién de la cadena, donde se dant@aupcion controlada de la sintesis
de una cadena de DNA complementaria durante utiaaeidn invitro. (Luque, 2001)

Recientemente se ha desarrollado la secuenciaci@sivan paralela o
pirosecuenciacion masiva paralela que también kznha sintesis en tiempo real, porque la
sintesis de DNA y la deteccién de los nucleétidmsacen al mismo tiempo (no como en
Sanger que los dos procesos estan temporalmendégadep). (Ronaghi, 2011; Tissen,
2009)

La pirosecuencacion es una técnica de secuencigugse basa en la deteccion de
pirofosfato liberado (PPi) durante la sintesis dADEN una serie reacciones enzimaticas
en cascada.(Ronaghi, 2011)

La cascada de reacciones se inicia con una readeigmlimerizacion del acido
nucleico en la que los pirofosfatos inorganicos lieran como resultado de la
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incorporacion de nucle6tidos por una polimeré€ilo repetitivo: dATP, lavado, dGTP,
lavado, dCTP, lavado, dTTP, lavado, ef€i¥sen, 2009; Ronaghi, 2011)

La liberacion del pirofosfato es posteriormentevestida en ATP por la enzima
luciferasa, que proporciona la energia para oXaldnciferina en oxilufirinasa y generar
luz. (ver fig. 10) (Ronaghi, 2011) Este es el fameénto se que lleva durante la reaccion de
secuenciacion del método, si embargo antes depésteso, se presian una serie de pasos
para poder secuenciar un fragmento de DNA de 3Wgob por ello se comienza con la
fragmentacion del material genético, seguido parni@n de secuencias de adaptadores a
los fragmentos de DNA, formando una genoteca de D& adaptores permiten que el
fragmento de DNA se una a una perla. Estas perbss acarradas en pequefios
microreactores que son emulsiones aceite aguarggleban los reactivos necesarios para
realizar una amplificacion clonal de cada una degknotecas, lo que garantiza no exista
contaminaciéon en la reaccion. Las pelas con 10on@d de copias genoteca son
recuperadas para su posterior secuenciacion. Ravar la cabo la reaccion de
secuenciacion, las perlas se cargan en una piocca plBTP) donde se realiza la
secuenciacion por sintesis. (Rogetral.,2005)

Las ventajas de esta técnica son: precision, fledal, procesamiento en paralelo.
Por otra parte, la técnica prescinde de la necggldacebadores marcados, etiquetas de
nucleotidos. (Ronaghi, 2011)

7 Sefial de la imagen

Polimerasa

L |
OTCA
Alineacion del primer

a

PP,

3 N
b | ’
')}' \Sulfiriasa
)

Luciferina \fﬁfe rina

Luz mas oxiluciferina

ATP

Fig. 10 El principio general de la secuenciaciorsinsparalela se conforma de diferentes reacci@msde
una polimerasa cataliza la incorporacion de nuicleéta una cadena de DNA. Como se resultado de esa
incorpotacion, un molecula de pirofosfato se lib@8i) y este es convertido posteriormente porAifR
sulfurilasa. EI ATP producido mas una luciferijnaxigeno, una luciferenasa, produce Luz y unteoua
Oxiluciferina, PPi AMP y CO2. (Ronaghi, 2011)
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Pasos generales de la Pirosecuenciacion MasiedeRar

a) Preparacion de una Genoteca de DNA

La preparacion de la genoteca de DNA consiste @éa&ionamiento del DNA gendmico
en pequefos fragmentos (de 300 a 500 pb) que ssterjpomente pulidos (extremos
romos) y entonces, dos adaptadores “A” y “B” sgaihi en ambos extremos. Estos
adaptadores proporcionan las secuencias de hilindaara la posterior amplificacion y
secuenciacion de los fragmentos de la genotecad&ptador B esta biotinilado en su
extremo 5' el cual permite la inmovilizacién deglnoteca mediante las perlas recubiertas
de estreptavidina. Después de la reparacion lasasao biotiniladas se separan de las
perlas y se usan como genoteca molde de DNA dalselicilla (sstDNA). La genoteca de
sstDNA se analiza para determinar su calidad y ameliuna titulacion se determina la
proporcion optima de moléculas de DNA por perlemraga PCR en emulsion (emPCR).
(www.lifequecening.com, 2011)

b) Reaccién en cadena de la polimerasa en emyE=RCR)

Cada perla contiene una Unica molécula de sstDNAadgenoteca. La perla unida a la
genoteca se emulsiona con los reactivos de angaifo en una emulsion de agua y aceite,
generando micro-reactores.(www.lifesequencing.c@i1). Las microgotas o micro-
reactores de emulsion capturan en la perla cootgeamy la mezcla de enzimas necesarias
para hacer una PCR, entonces el DNA de las pexlasnplificara. Cada nanoperla tiene
una sola secuencia de DNA. Es decir, en cada nutadtay una sola molécula molde, por
lo que la amplificacion creara muchas copias demesdécula solamente. Se dice entonces
gue es una amplificacion clonal. (Tiessen, 2009eguRlamente se distribuyen las
nanoperlas en los pozos de una nanoplaca PTP galiaar la secuenciacion. (Tiessen,
2009)

c) Secuenciacion de las genotecas

La placa PTP se compone de 1.6 millones de pgzoada uno contiene una perla para
llevar una copia de una Unica cadena simple fratpmeé® DNA a secuenciar. Cuando el
fluido de nucledtidos es complementario a la cadEnBNA en un pozo esto da lugar a la
hibridacion de los nucledtidos al molde, y por cadaleétido se libera pirofosfato que
genera una sefal de la luz visible la cual estegia por una camara deharge-coupled
device” (CCD). La intensidad de la luz se convierte erfivattor corriente”, nUmero que es
proporcional a la longitud de un homopolimero. (Mdieset al.,2005)
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La técnica ha sido ademas perfeccionada para laeseiacion de genomas
completos por la compafiia Roche 454. Hasta el mmméste es el sistema mas rapido de
secuenciacion gendémica. (www.cucs.udg.mx, 2011)

El secuenciador 454 puede secuenciar cualquigk B&cadena doble y permite
una variedad de aplicaciones, incluyendo la secaeida del genomadenovo, re-
secuenciacion de genomas completos y regiones doldet DNA, metagendémica y
secuenciaciones ultraprofundas.

La secuenciacion por amplicon (ultraprofundas) edigefiado para detectar
mutaciones que se encuentran a niveles extrematarajos, y amplificar regiones
especificas de un genoma. Este método es comUunmsate® para detectar mutaciones
somaticas de baja frecuencia en las muestras deercénpara el descubrimiento de
variantes virales en los individuos infectados ¥did. (King y Scott 2008)

1.17 BIOINFORMATICA, DEFINICIONES BASICAS.

Bioinformatica: es una disciplina cientifica que ®#eresa por todos los aspectos
relacionados con la adquisicion, almacenamiento¢cgzamiento, distribucion, analisis e
interpretacion de informacién biologica, mediargeplicacion de técnicas y herramientas
de las matematicas, de la biologia y de la infoicagton el proposito de comprender el
significado biolégico de una gran variedad de tigatos.( http://bvs.isciii.es)

Genbank Operado por el NCBI (el Centro Nacionab#&stinidense para la informacion
sobre Biotecnologia). Contiene todas las secuedei&NA disponibles publicamente, con
anotaciones, que constantemente estan siendo izatizes. Este contiene herramientas
como BLAST. (http://bvs.isciii.es)

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, herram#rbasica de busqueda por
alineamiento local) Sirve para encontrar genesotepras con secuencias similares a las
gue estas estudiando en las bases de datos decasu€Arnau, 2010) A su vez BLAST
se compone de una serie de herramientas que perglitenalisis de secuencias DNA,
RNA y aminoacidos.

blastp: Compara una secuencia de aminoacidos conérdase de datos de secuencias de
proteinas.

blastn: Compara una secuencia de nucleotidos canaébase de datos de secuencias de
nucleotidos.

blastx: Compara una secuencia de nucledtidos tidallen sus seis posibles marcos de
lectura contra una base de datos de secuenciastééps.
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blastn: Compara una secuencia de aminoacidos codada base de datos de nucledtidos
traducida en sus seis posibles marcos de lectura.

tblastx: Compara las seis traducciones en sus maldeolectura de la secuencia de
nucledtidos, contra las seis traducciones en susosi@e lectura de toda la base de datos
de nucleoétidos. (Arnau, 2010)

Alineacion de secuencias de DNA: Consiste en mali&zcomparacion de una secuencia de
DNA, o de multiples secuencias de DNA, con unaasecia de referencia del GenBank. El
objetivo que persigue al realizar un alineamiegritre dos secuencias es determinar si
poseen suficiente similaridad como para poderfijcatila existencia de homologia entre
ellas. Aunque estos dos términos (similitud y haygt) a menudo se confunden o se usan
indistintamente, existe una clara diferencia elogedos. (http://imb.usal.es/bioinfor, 2011)

- La similitud es un concepto cuantificable, que puegkdirse y expresarse como un
porcentaje de identidad entre dos secuencias:/(imtp.usal.es/bioinfor, 2011)

- La homologia se refiere a una conclusion obtenel@sbs datos, e indica si dos
secuencias estan relacionadas o comparten unadistolutiva comun. Los genes
son 0 no son homologos, pero no existen grados aenolbgia.
(http://imb.usal.es/bioinfor, 2011)

Ensamble de secuencias de DNA

Consiste en combinar los fragmentos secuenciads fpemar un conjunto de bloques
traslapados que producen una cadena o secuenclarges

Generalmente el ensamble se aplica a genomas dosgle procariotas, 0 a partes de
cromosomas de genomas de eucariotas. (Rodrigu@z) 20

Mapeo de secuencias

Consiste en la comparacion de las distintas se@msenmesultantes de un proceso de
secuencacion con una secuencia de referencia datdei una base de datos. (Rodriguez,
2005)
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1.18 ANTECEDENTES AL PRESENTE ESTUDIO.
La resistencia adquirida por el virus, puede dpmsda respuesta al tratamiento o debido a

la variacion natural del virus, lo cual dismindgeeficacia de los antivirales con licencia.
(Deyde et al., 2009). Como se ha mencionado anteriormente lbibidores de los
neuraminidasa tiene como objetivo unirse a sitimsservados de la enzima, estos estan
constituidos por ocho sitios (R-118, D-151, R-18224, E-276, R-292, R-371 y Y-406) y
once sitios en el marco estructural (E-119, R-186178, S-179, D-198, 1-222, E-227, H-
274, E-277, N-294 y E-425) (Abed, et al., 2002)stds sitios son de importancia para la
vigilancia de la resistencia, ya que, las mutaga@reestos sitios de enzima por cambios de
los aminoacidos confieren resistencia al oseitein{iOkomoet al.,2010)

En el 2008, estudios reportan la presencia lascim@s en la neuraminidasa, las
cuales se presentan en el cultivo celular despaigmses sucesivos en celulas MDCK y en
presencia de inhibidores de la neuraminidasa (IN@&®yraris y Lina2008).

El codon 151 se dice que actua como catalizadolodiase, el cual presenta
variaciones naturales (G / V / N / E) se han idmatiilo en las categorias N1, N2, e
influenza B. Lo que sugiere que D151 puede no aercbnservada como se pensaba
anteriormente. En el virus de la influenza NA, etlén D151 es propuesto para actuar
como catalizador acido para la etapa inicial depdaticipacion formacion de la acido
sialico-enzima, ya que esta bien situado al hidiégenculo con el oxigeno glicosidico. El
papel de residuo D151 NAI en la resistencia tamhiérevaluada.Yen et al.,2006)

Mediante ensayos de quimiolunicencia y/o inhibicitenla flourescencia, en dicho
marcador, se encontré que las variaciones: G, Yy A\estan asociadas a disminucién de la
susceptibilidad a los INAs. (McKimm et al., 2003\leet al.,2009)

Estudios previos en el laboratorio de Genoma deédgeabs del INDRE, del
marcador molecular D151 por secuenciacién cagagagen NA, de muestras del brote de
influenza A H3N2 en el sureste de México, enrigd@sien cultivo celular MCDK, al
analizar los electroferogramas se encontr6 en 1%ellbs la posible presencia de
poblaciones heterogéneas en el coddn GAT, queicagifira acido aspartico, ejemplo de
ello, en el segundo nucledtido se observan dosspi{goy G) encontrdndose dos
poblaciones (BT—GGT) (Acido Aspartico D-~Glicina G). No se encontr6 las mezcla de
éstas poblaciones al secuenciar directamente dadrounasofaringeo.

En el 2010, estudios realizados en el marcadoecutdr D151, demuestran el
polimorfismo en éste sitio, y que éste han aumentad el tiempo. Ejemplo de ello, es el
analisis de muestras clinica de Hong Kong recdiesteentre 2000 y 2009, donde se
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detect6 las variaciones (D151/G/N) en baja propor¢il3 %) en relacion con D. Se ha
incrementado recientemente la proporcion de estdadamwnes en aislamientos recientes.
El analisis de poblaciones en el periodo 2008-26889influenza A H3N2 mostro la
proporcion de las variantes encontradas: 45 % d83\% de G, 65 % de A en la posicion
D151. (Pu Liret al.,2010)

Por otro lado, la frecuencia de la resistenciasgltamivir ha sido relativamente
baja, excepto en niflos hospitalizados y en paganteunocomprometidos (Okonat al.,
2010). Asi la tasa de resistencia al oseltamvited®.5 a 1% en poblacion adulta 'y 4 a 8%
en poblacion pediatrica. (McKimnet al.,, 2003), pero con los datos observados
anteriormente indican que puede existir una elévade la tasa de resistencia al farmaco.
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CAPITULO 2.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2. OBJETIVO GENERAL

Demostrar la presencia de cuasiespecies en elialagenético de aislamientos virales de
influenza A H3N2 ddénde se presume la presencia aldapiones heterogéneas en el
marcador molecular D151 en la NA que confiere tesSa antiviral y corroborar si las
cuasiespecies del cultivo celular estdn presentesaemuestra clinica o se generan,
mediante secuenciacion masiva paralela.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES
v' Demostrar la presencia de cuasiespecies viralesxddado nasofaringeo y de
cultivo celular utilizando la secuenciacion masigaralela como método de
deteccion de éstas.

v Determinar si las cuasiespecies encontradas s@nagirs o sélo se seleccionan por
la presién selectiva del medio de cultivo.

v Identificar y cuantificar las diferentes cuasiespgcencontradas en el marcador
D151.

2.2 JUSTIFICACION

El virus de influenza H3N2, es un virus que tienegenoma de RNA de cadena sencilla
de polaridad negativa. Para la replicacion de stemaé genético utiliza una o varias

polimerasas, sin embargo estas son deficientesaeactividad exonucleasa, y como

consecuencia de ello se generan nuevas variamésiags, que confieren resistencia a los
antivirales.

Estudios reportan cuatro marcadores moleculares9\E1R292K, H274Y y N294S
los cuales revelan variaciones en la secuencigeatelque codifica para la Neuraminidasa
de influenza H3N2 confiriendo resistencia al @selvir.(Dyede et al., 2009)

El codon GAT que codifica para el acido asparfxttl, aminoécido el cual
participa como donante de protones para que lanendeuraminidasa lleve a cabo su
actividad catalitica. Anteriormente se creia qute é&a uno de los mas conservados
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(McKimm et al., 2003), pero se ha observado una serie de camlniosl e&oddn,
codificando para D por G, V, N, E o G, cambios gaéa asociado a la disminucién de la
sensibilidad y resistencia a oseltamivir. (Degtlal.,2009)

En el laboratorio de Genoma de Patogenos del InBREgaliza la busqueda activa
de los principales marcadores moleculares que eemfiresistencia antiviral, incluyendo el
marcador D151, mediante secuenciacion capilar eielogie codifica para la NA del virus
de influenza A H3N2. Resultado de esta busquedaehaitido detectar la presencia de
poblaciones heterogéneas en el marcador D151 eweriahagenético obtenido del
sobrenadante de cultivo celular y no asi en el niaatte origen de este cultivo (HNF). Los
electroferogramas muestran en la posicion D15&daencia GAT, en la segunda posicion
se ha encontrado una mezcla de nucleoétidos, esateésta se observan un pico en menor
tamafio correspondiente al nucle6ti@oy uno mayor corresponde A (GAT—GGT)
(Acido Aspartice~Glicina) sugiriéndose poblaciones heterogéneas @stea marcador.).
Sin embargo el método de secuenciacién empleadss ho suficientemente sensible para
discernir entre mezcla de poblaciones y ruido dé&ta de electroforesis.

Por lo tanto es importante caracterizar el genoirel de aquellas muestras que
presentan poblaciones heterogéneas utilizando dtafpima de secuenciacibn masiva
paralela, debido a que esta herramienta permitézanaambios en el genoma viral con
una mayor profundidad, obteniendo hasta 650 00@sbds un fragmento de DNA en
tiempo real.

Lo anterior es con la finalidad de determinar l@spncia y la variedad de
cuasiespecies en el material genético de aislaosevitales de influenza A H3N2 que
presentan poblaciones heterogéneas e investigatas cuasiespecies se generan durante el
proceso de cultivo celular o se seleccionan al ®narse presentes (pero no detectables por
secuenciacion capilar) en las muestras que daeroagstos aislamientos. (HNF)

Los resultados obtenidos en este protocolo puedends gran utilidad en la
Epidemiologia molecular del virus y aportar infooida relevante para la salud publica de
Nuestro Pais.
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2.3 HIPOTESIS.

Si la plataforma 454 para el andlisis de profurdiidal marcador molecular D151 es
adecuada para la busqueda de cuasiespecies enpanggsra identificar y cuantificar los
diferentes tipos de cuasiespecies. Si se demuastrastencia de cuasiespecies virales en
muestra clinica de exudado nasofaringeo y en oult®lular, mediante secuenciacion
masiva paralela, entonces probablemente las cpasies no se generan sino se
seleccionan, predominando las de mayor adaptadi@mpi@sion selectiva del medio donde
se desenvuelvan.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental de este trabajo coésesti pirosecuenciar masivamente un
amplicon de 581 pb del gen NA del virus de la iafilma A(H3N2), con la plataforma GS
Titanium 454 de Roche.

Se seleccionaron cuatro extractos de RNA dos prenss de muestras de
exudados nasofaringeos y las otras dos del engigimito de éstas en cultivo celular. El
fragmento de 581 pb se amplific6 mediante RT-PG&Rgéneraron cuatro genotecas de
csDNA con el estuche % DNA library preparation kit (Rocheje acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La formacion de cgel@oteca consistio en acoplar una copia
del amplicon a una perla acarreadora de DNA, dl sei¢e unieron adaptadores (pequeiias
secuencias de DNA que permiten la identificaciorese fragmento en el secuenciador).
Posteriormente se evalud la calidad de las geroteoamedio de una electroforesis de
microfluidos en un chip de RNA 6000 Bioanalizadgilént 2100® (Agilent).

Después se amplifico clonalmente las genotecasnedio de PCR de emusion en
pequefa escala para conocer la cantidad de DNAalircir al sistema de secuenciacion.
A continuacion se liberaron las perlas con la getetamplificada, las cuales se
enriguecieron con el iniciador de secuenciaciérsegnida se amplificé en gran escala para
depositar las genotecas amplificadas en la picad€T). De tal forma, que en cada pozo
de la PTP se encuentre una sola perla con el amplie DNA. Una vez cargada la PTP se
introdujo al secuenciador.

La reaccion de secuenciacion se realizé en el et Titanium de Roche. Las
secuencias obtenidas se analizaron con diferbetesmientas bioinformaticas, como: GS
Run Browser, DNA baser ensamblador, BLASTn, GS Refee Mapper y CLC bio
Genomics, con la finalidad de identificar la cuspexies virales en dicho marcador
molecular de estas muestras.
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3.2 DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

Seleccion de muestras que presentan poblaciones heterogéneas en el
marcador molecular D151

J

“ Amplificacién del RNA viral por RT-PCR “

Cuantificacion de los productos de PCR por medio de electroforesis de microfluidos

‘ Formacion de una genoteca de amplicon DNA de cadena sencilla \
| Titulacion de las genotecas por medio de un emPCR a pequeia escala \

‘ Amplificacion clonal de la genoteca por medio de un emPCR a gran escala

Recuperacidn y Enriquecimiento de la Genoteca.

I| Secuenciacién en el Secuenciador Titanium 454

|| Analisis de los datos moleculares mediante herramientas bioinformaticas
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3.3 SELECCION DE MUESTRAS.

De un total de 18 cultivos infectados con el viesinfluenza H3N2 , se seleccionaron dos
extractos de RNA de sobrenadante de cultivo ce(@Bb3C y 5505C), asi como también
los extractos de RNA de las muestras clinicas jglaido nasofaringeo) que dieron origen a
dichos cultivos. Los electroferogramas provenieiedos cultivos celulares, presentaron
un patron de poblaciones heterogéneas en la pogieidmarcador molecular D151. Estos
extractos fueron analizados para la busqueda deadwes que confieren resistencia
antiviral, por secuenciacion capilar de acuerdo paebcedimiento realizado por el
Laboratorio de Genoma de Patdgenos del Instituto Diggnostico y Referencia
Epidemiologicos (INDRE).

3.4 AMPLIFIACION DE LAS MUESTRAS POR RT-PCR

Se realiz6 la amplificacion de un fragmento de pBHel gen de la neuraminidasa del virus
de influenza A H3N2 de los cuatro extractos viralesn los iniciadores sentido 333
(HUN2NA-F333- TGGGACATCTGGTGACA) y un antisentidol® (HUN2NA-R914-
ATATCTATGGGCCTATTGGA), por medio de una RT-PCR, cslnestuchéSuperScrip

III" en un paso con Taqg Platinum® polimerasa de altalidiad (Invitrogen). En dicha
region se encuentra el marcador molecular D151madede otros cinco marcadores
moleculares asociados a resistencia al antiviral.

Se realizaron 20 reacciones de amplificacion porPRER para cada muestra tanto de
hisopado nasofaringeo y cultivo celular, con lalftad de obtener la cantidad suficiente
de material genetico para formar las genotecascada reaccion se utilizaron 10 pL de
extracto de RNA, 2 microlitros de cada uno de lusiadores Fw333 y Rv 914 ( a 10
pMoles/uL), 1 uL DNA tag polimerasa superscrip step, 25 puL de buffer 2x y ajustar
el volumen con agua grado biologia molecular lagimmones de reaccion fueron: 60 min a
50 °C 2 min a 94 °C, 40 ciclos de 15 seg a 9430seg a 55 °C, 2 min a 68 °C y un ciclo
final de 5 min a 68 °C en el termociclador 270@ghed Biosystems). La cuantificacion
de los productos amplificados se realiz6 por mediaina electroforesis de microfluidos
en Chip DNA 7500 en un Bioanalizador Agilent 2100&&r apéndice A)

3.5 FORMACION DE GENOTECAS DE DNA.

Los productos de DNA fueron purificados con el elséu MinElute (Qiagen). Los
fragmentos de DNA se concentraron en un solo taba generar las genotecas de DNAss
con el estuche GS DNA library preparatioh (Roche). Inicialmente se fragmento
mecanicamente el DNA amplificado con gas nitrogand2 psi por 90 segundos, para
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obtener fragmentos entre 300 y 800 pb y secuemciael sistema GS FLX Titanium.
Posteriormente, se rasuraron los extremos para lag adaptadores “A”y “B”, que
permitiran unir el fragmento de cDNA a perlas azadoras de DNA mediante el sistema
biotina-streptavidina presente en las perlas ydaptador B, entonces cada perla porta un
fragmento Unico de genoteca de ssDNA. Las genotatmacenan a una concentracion
de 1x18 moléculas/pL y se trabajan a la concentracién de®2El procedimiento para
formacion de la genoteca se puede ver en el apgBdic

La evaluacion de la calidad de las genotecas skzdepor medio de una
electroforesis de microfluidos en un chip de RNA®@n Bioanalizador Agilent 2100®
(Agilent). Los pardmetros que se valoraron fuerbpieo promedio de la genoteca y el
porcentaje de adaptadores residuales, el cual skebaenor del 10 %. Asi también, se
evalud la concentracion de las genotecas formadaset estuche RiboGreen® RNA
Quantitation Reagent"Ver apéndice C.

3.6 TITULACION DE LAS GENOTECAS POR PCR DE EMULSION EN
PEQUENA ESCALA.

Las genotecas fueron amplicadas por medio de e&mnutie la reaccion en cadena de la
polimerasa (emPCR) a menor escala, con el estahemPCR (Roche), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante a 0.1, 0.3, 0,3 yopias de DNA por perla (cpb).
Procedimiento que se denomina “Titulacion de geraste cuya finalidad fue determinar
la cantidad 6ptima de DNA acoplado a perlas (ge@)tgue se tiene que introducir al
sistema para secuenciar. El cual consistido endomicro-reactores de aceite-agua, en los
cuales se engloba a al fragmento de DNA unidapeeta acarreadora junto con la DNA
polimerasa, dNTPs y reactivos necesarios parazegala ampliacion clonal. Una vez
amplificados se rompieron los micro-reactores pbloarar a las perlas con DNA
amplificado. Se determind el porcentaje de pedasperadas, mediante el conteo de éstas
con ayuda de él contador de particulas Beckman t&€oudl10, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (ver apéndice D) s porcetajes de recuperacion aceptados
son entre el 65 % y 100 %.

Una vez recuperadas, se realiz6 el enriquecimigatias genotecas, procedimiento
gue consistio en seleccionar las perlas enrique@da un iniciador especifico, es decir, las
perlas con fragmento de DNA amplificado y elimidas perlas vacias (sin DNA con
adapatadores).
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3.7 AMPLIFICACION CLONAL DE LAS GENOTECAS A SECUENC IAR POR
PCR DE EMULSION.
Una vez conocida la cantidad de copias de DNAppda a introducir al sistema se volvio
amplificar clonalmente las genotecas por medioetd®CR a gran escala con el estuche
“GS emPCR Kit MV'(Roche). De igual forma, se recuperaron las pataplificadas
con el estuche “emPCR Bead Recovery Rea@mtontaron las perlas recuperadas en el
contador de particulas Beckman Coulter Z10. Elc@aiaje minimo de recuperacion debe
ser del 85 %.

Las perlas recuperadas se enriquecieron, con ethestGS Titanium emPCR
Reagents MVLos pasos detallados de este procedimiento sstraneen el apéndice E.

3.8 PIROSECUENCIACION EN EL SECUENCIADOR FLX 454,

El proceso de secuenciaciéon en el equipo FLX 4%dpcendio de tres pasos. Incialmente
se realizé un prelavado, el cual consisto en lalaistemas de fluido del instrumento para
retirar por completo reactivos residuales de cagrigrevias. Enseguida, se ensamblé la
PTP para cargar las cuatro genotecas (por ddplicaen un total de ocho regiones. Una
vez que se cargo la placa en el equipo, se esikfaledos parametros de secuenciacion:
200 ciclos, 8 regiones y se requirio solo el prapgento de imagen. El procedimiento

completo del procedimiento se muestra en el apéridic

3.9 ANALISIS DE DATOS MOLECULARES.

Se obtuvieron las secuencias o0 “reads” con el sofVWGS Run Sequencer Browsen
archivos en el formatcCFW (formato standard del pozoy posteriormente generar los
archivos .SFF (formato estandar del flujograma )En este proceso se corrigieron las
interferencias que puedan existir en pozos vecisesgliminaron las lecturas de baja
calidad. Posteriormente se llevo a cabo el ensgenble estas lecturas con el software
“DNA Baser’, el cual gener6 las secuencias consenso (ca)timde cada una de las
regiones, ver apéndice F.

La secuencias consenso ensambladas se analizarah pgrama bioinformatico
BLASTndel NCBI, para corroborar la identidad de las secuenciasnatas. Después se
corrobor6 el ensamblaje empleando una secuenciaféiencia mediante mapeo. Este se
formé comparando las reads obtenidas con la seieudac referencia del NCBI (A/New
York/3745/2009(H3N2) del gen de la neuraminid®$&)( de las reads de cada una de las
regiones, con el softwa®S Reference Mappe$e realizaron mapeos mas especificos,
con el mismo software delimitando la zona dondesseuentra el marcador molecular
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D151 a 100 pb (50 pb rio arriba y 50 pb rio abajondarcador molecular). Para corroborar
la informacién obtenida, se utiliz6 un segundo wgafe llamado“CLC bio Genomics
Workbench®’ Los archivos con la extensidPAIRALING.TXTse alinearon en este
software, ademas permitd determinar la la cobalisecuenciacion para cada region.
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CAPITULO 4.
RESULTADOS

La seleccion de los extractos provenientes de lesstras de hisopado nasofaringeo (HNF)
y cultivo celular a secuenciar, se realizé en lzakes resultados previos de secuenciacion
capilar del marcador D151 en el gen NA. Se seleecin las muestras clinicas de HNF
4553H y 5505H, y sus respectivos cultivos celulédés3C y 5505C).

La razon por la cual se seleccionaron éstas, fugupoal secuenciar capilarmente
los cultivos celulares de estas muestras, en kxdreferogramas mostraron poblaciones
heterogéneas en el codon GAT, correspondiente alaghar D151 asociado a resistencia
antiviral en el virus de influenza A H3N2 (Fig.11yAL1 C).

Para la muestra 4453 se encontraron dos picospmer nucledtido del codois(

y A), observandose dos poblacion€3AT y AAT en menor proporcion), también se
encontraron dos pico#(y G) en el segundo nucleétido de este coddn, obsevgénatras
dos posibles poblaciones A& y GGT) en menor proporcion (Fig.11A), mientras que el
electroferograma proveniente de exudado nasofarimge present0 variantes definidas.
(Fig.11B)

Para la muestra 5505, s6lo se observd una poblaei@nogénea en cultivo celular,
presentd dos picos en la segunda posicion del c¢donm G), observandose solo dos
poblacione{GAT y GGT), de igual manera del exudado nasofaringeo demastatra no
se aprecio mezcla poblaciones. Los codones corseieuGGT y/o AAT estan asociados a
resistencia a oseltamivir segun Deyde y colaboesd¢Deydest al.,2009)

Dado lo anterior se secuenciaron estas muestrasacplataforma 454 de roche,
para la busqueda de variantes en este codon, @ataal implico primeramente realizar
una la extraccion del material genético de las mmagseleccionadas.
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Seleccion de las muastde hisopo y cultivo para secuenciar.

S BT (I 120
¢ TG A TJh 6 6 A G TG A TI|IA GG A
D151
Posibles
variantes Posibles
GAT variantes
AAT no
GGT definidas
AGT
. Posibles
Poslbles variantes
variantes:
no
GGT e
\\ definidas

C D

Fig. 11. Electroferogramas obtenidos por secueitoiacapilar del gen NA del virus de influenza ANH3de
muestras clinicas y de cultivo. Se indica el cod®T correspondiente al maracdor molecular D151,
asociado a resistencia antiviral. a) muestra 45p8@veniente de cultivo celular. b) muestra 4553H
proveniente de hisopado nasofaringeo. c) muesttaGproveniente de cultivo celular. d) muestra 5505
proveniente de hisopado nasofaringe

De todos los extractos virales provenientes dephido nasofaringeo y cultivo celular, se
amplificaron mediante una RT-PCR un fragmento d& pB del gen NA de Influenza
H3N2 con los iniciadores sentido 333 y antisenfidd, reportados por el CDC (Ver Fig.
12), especificos para amplificar la region que edo@t marcador molecular D151, ademas
de otros marcadores moleculares asociados a ressstntiviral (Dydeet al.,2009)
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1pb 1410pb NAZ Neuraminidasa

453
GAT
0151

581ph
F-333- 8. TGOGGACATCTGGGTGACAY

R-914 S ATATCTACTATGGGCCTATTIGGA-3

Fig. 12 Mapa del gen NA2, con los iniciadores islenB33 y antisentido 914 que generan un fragmeeito
581pb, donde se encuentra el marcado de interaepastudio. Mostrandose la secuencia de caddeaino
ellos.

La identidad de los productos amplificados se zéalpor medio de una
electroforesis de microfluidos utilizando el Biokredor Agilent 2100®. Las cuatro
muestras presentaron un amplicon de 581 pb (lig.18), el cual corresponde con el
tamafio esperado de la region de interés del gedeNA3N2.

[be]

Ladder 4553 HIL 4553 /L 5505 HiL 5505 CiL

%EEE - Producto de
1000 — / 581 Pb (NA)

Foo —

So0 —

Al

300 —

100 — -
T

Fig. 13 Electroferograma del analisis de micrafbs con el Bioanalizador Agilent 2100 para la
identificacion de los productos de RT-PCR amplidics: El analisis se efectud con un chip de DNA7500.
Carril L) Marcador de peso molecular. Carril 1) 3865 Carril 2) 4553C. Carril 3) 5505H y carril 4)@&C.

Se realiz6 un total de 20 reacciones de RT-PCRa gada muestra. Los productos
fueron colectados en un solo tubo eppendorf dendlL5y el DNA se concentré a un
volumen de 50 pL con columnas MiniElute de Qiagegun las instrucciones del
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fabricante. Posteriormente se visualizaron y ctieaton en el Bioanalizador Agilent
2100® en un chip de DNA 7500 (datos mostrados). La aunmaeion de DNA total que se
obtuvo para la muestra 4553 de hisopado nasofarifugede 1.5 pg y 1.6 pg de cultivo
celular, mientras que de la muestra 5505 se obtuvidl.7 pug para hisopado nasofaringeo
y 1.1 pg de cultivo celular.

A partir de estos amplicones se generaron 4 gesmte4553H (exudado
nasofaringeo), 4553C (cultivo celular) y 5505H @eaao nasofaringeo), 5505C (cultivo
celular) con el estucheGS general library preparationde Roche de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La evaluacion de la calidad de las genotecas faasjarbnsistio en determinar el
tamafo del pico promedio de la genoteca de DNAadierta sencilla (ssDNA), lo cual nos
indica el tamafio promedio de los fragmentos a setare por medio de electroforesis de
microfluidos, empleando un chip de RNA 6000 enieamalizador agilent 2100®. En la
figura 14 se observa un pico promedio de 602 pé lsar4 genotecas formadas, también se
observan pequefios picos en los costados del piconeplio de las genotecas,
correspondientes a los adaptadores “A” y “B”.

602pb Adaptadores
/ L:”.“H. 51 C b 7 RS0 T e

i T = il s —— B i ——
| —-— b
— ¥ T T T ¥ r T T T
mooO® & W W N il » & B W M 3 X 4 %W W n h
e AT M Ui Lidhs .
La]| ' 5 N 6
) il :
: | LT, l I i i L i
e — I — - L
! k
BooW & moow m wO0M = w @ | oW & W ow o m Wp

Fig. 14 Grafico de Fluorescencia contra tiempoasdegenotecas bioanalizador Agilent en RNA chip060
Grafico 1_4553H (hispado nasofaringeo), Grafico5B53€ (Cultivo celular), Grafico 3 _5505H (hisopado
nasofaringeo), Gréafico 4_5505C (Cultivo celulanaf&o 5 marcador de peso molecular y Grafico 6 tfbn
Negativa
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La cuantificacion de la genotecas se realiz0 corstliche RIbogreen®RNA
guantitation reagent and Ri{molecular probes), el cual nos permito determoentidades
de DNA de cadena sencilla en el orden de picogra®esealizd la curva de calibracion
con 5 puntos (ver tabla NO. 3) por triplicado. I&rfigura 15 se muestran los resultados de
la curva y la ecuacion de la recta que arroj6 upaetacion de 0.999, lo cual

Primera Segunda Tercera Promedio de .
9 DNA Flourescencia

Tubo Lecturadela | lecturadela | lecturadela la

) ) ) .| (ng/mL) | Normalizada
flourescencia | flourescencia | flourescencia | flourescencia

1 355.3 416.8 384.6 385.6 50 378.22
2 134.3 197.3 232 187.9 25 180.52
Curva
3 49.61 47.46 57.59 51.6 5 44.2
calibracion
4 14.07 14.08 11.36 13.2 1 5.82
5 6.985 6.33 8.74 7.35 0 0.0

estadisticamente indica que tiene un comportamiérgal adecuado.

Tabla No.3 Curva de calibracion por el método déuorescencia Ribogreen®

p
CURVA DE CALIBRACION POR EL
METODO RiboGreen v=7.4988x+ 02702
400.00 /R: 0999
350.00
300.00 /
250.00
230.00
1?0,00 /
100.00 /
50.00 //
0.00 - : : : : : :
0 10 20 RNA3g/mL 40 50 60
N _/

Fig. 15 Grafico de la curva de calibracion del ddigt RiboGree®
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Se interpolaron las lecturas promedio de las fem®ecias obtenidas de cada una de la
genotecas en la curva de calibracion para obtarcemcentracion de cada una de éstas. Se
obtuvo una concentracion de 6.18 ng/mL para la traged553 de hisopado nasofaringeo y
6.78 ng/mL para la muestra de cultivo celular. Fagamuestras 5505 se obtuvo una
concentracion de 6.98 ng/mL y 6.39 ng/mL para hagopnasofaringeo y cultivo celular
respectivamente (Tabla No. 4). Los resultadosrangs se transformaron a microlitros y
posteriormente se multiplicaron por el volumen ialide la genoteca, para obtener la
concentracion en nanogramos totales: 4.49 ng4&83H, 6.78 ng para 4553C, 6.98 ng
para 5505H y 6.39 ng para 5505C

Tabla No. 4 Concentracion de las genotecas obtenigar el método Ribogreen
Se marcan en color amarillo la concentracion ergi@mos totales de la genotecas.

Muestra Primera| Segunda Promedio de las | Flourescencid Concentracion de las | Concentracior]
Lectura Lectura lecturas normalizada genotecas ng/mL en ng totales
4553H 49.28 58.71 54.00 46.643 6.18 4.49
4553C 58.99 57.96 58.48 51.123 6.78 6.78
5505H 63.99 55.98 59.99 52.633 6.98 6.98
5505C 58.2 52.93 55.57 48.213 6.39 6.39

Posteriormente se calcul6é el nimero de moléculapArh cada genoteca de acuerdo a la
formula para concentracion de genoteca en molépllasdonde multiplicé la
concentracion obtenida de la genoteca por Ribo@emor el nimero de Avogadro de
moléculas entre el tamafio del amplicon multiplicado la constante 328.3x1@onde se
obtuvo para la muestra 4553H 1.88%Ifol DNA/UL, para la 4553C 2.0658X1@nol
DNA/uL, para la muestra 5505H 2.126xX1fiol DNA/pL y para la muestra 5505C 1.947
x10° mol DNA/uL. Una vez teniendo estas concentracioseesliluyé cada una de las
genotecas a una concentracion de Ixa6l DNA/uL . De la misma forma se prepararon
las soluciones de trabajo de la genoteca a unaentiacion de de 2x2amol DNA/ pL
cada una, las cuales se utilizaron para la titilede cada genoteca.

La curva de titulacion de las cuatro genotecaseptPCR, se realiz6 empleando el
estucheemPCR reagents de Ro¢lsegun las instrucciones del fabricante, con®@3,,0,5
y 1 copias de DNA por perla (cpb). Se calcul6é élir@en de para obtener el nimero de cpb
para cada genoteca, multiplicando moléculas potapdeseadas (cpb) por 2.4%10
moléculas por tubo (nimero de perlas requerido pamplificar en pequefio volumen)
entre la concentracion de la genoteca.
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Una vez que se amplifiaron, se recuperaron lasapeatarreadoras de DNA al
romper los microreactores de la emPCR y éstasnsquecieron con el iniciador de
secuenciacion, segun las instrucciones del faldigcan
El porcentaje de recuperacion de perlas de DNA pada punto de la curva se obtuvo
dividiendo el Total de perlas recuparadas (molj pentre el nUmero de moléculas por tubo
(2.4x10) por 100. Por otro lado, el porcentaje de engiguinto se calculé dividiéndo el
total de perlar enriquecidas, entre el nimero décatas por tubo (2.4xfppor 100. Los
porcentajes de recuperacién y enriquecimiento guelduvieron para cada uno de los
puntos de la curva, para cada genoteca, se entistEntabla No.5.

Tabla No.5 Titulacién de las genotecas por emPCéh pequefia escala.

Copias Concentracion Volumen de Concentracion Volumen de Total de % Total de Total de perlas % Total de
DNA de perlas perlas de perlas perlas perlas perlas enriquecidas perlas
por recuperadas recuperadas enriquecidas enriquecidas recuperadas recuperadas (moléculas/ enriquecidas
perlas (x10%/mL) (uL) (x10%/mL) (uL) (moléculas/ uL)
pl)
4553H 0.1 7.090 220 0.451 118 1,559,800 65.99 53,218 2.22
0.3 7.470 228 1.327 120 1,703,160 70.97 159,240 6.64
0.5 7.860 226 2.764 128 1,776,160 74.02 351,488 14.65
1 7.350 228 5.800 132 1,675,800 69.83 765,600 31.90
4553C 0.1 7.560 228 0.520 110 1,723,680 71.82 57,200 2.38
0.3 8.230 229 1.107 110 1,884,670 78.52 121,770 5.07
0.5 8.270 228 3.920 114 1,885,560 78.56 446,880 18.62
1 8.160 229 7.250 116 1,868,640 77.86 841,000 35.04
5505H 0.1 9.430 218 1.760 102 2,055,740 91.66 179,520 7.48
0.3 10.000 220 3.750 103 2,200,000 98.93 386,250 16.09
0.5 10.600 224 3.840 104 2,374,400 96.05 399,360 16.64
1 10.200 226 6.990 107 2,305,200 76.96 747,930 31.16
5505C 0.1 8.210 225 3.290 109 1,847,250 86.72 358,610 14.94
0.3 9.050 230 5.540 108 2,081,500 92.46 598,320 2493
0.5 9.170 242 6.150 109 2,219,140 87.26 670,350 27.93
1 8.950 234 9.280 110 2,094,300 87.26 1,020,800 42.53

Se resalta en color amarillo los porcentajes depe@cion y enriquecimiento Optimos para cada geaoh
secuenciar.

Para amplificar la genoteca en mayor escala, se eabajar con el nUmero de cpb,
en el cual se hayan ontenido una recuperaciénampia del 60 % y estén entre un 8 y 12
% de enriquecimiento (Manual de emPCR SV de Roche)

En base a lo anterior, se determiné que el mejotopde la curva para la genoteca
4553H fue trabajar con 0.3 cpb, en el cual se obton 1, 703,160 perlas con un
porcentaje de recuperacion del 70.97 % y 6.64 #ndguecimiento (Tabla No. 5). Para la
genoteca 4553C se trabajé con 0.4cpb, en el cuditseieron 1, 884,670 de perlas con un
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porcentaje de recuperacion de 78.52 % y 5.07 %ndiguecimiento. Para la genoteca
5505H se trabajé con 0.1 cpb, en el cual se obtvi@, 055,740 de las perlas con un
porcentaje de recuperacion 91.66 % y enriqueaditmi€.48 %. Finalmente para la
genoteca 5505C se trabajé con 0.1 cpb, en el eualbtsivieron 358,610, con un porcentaje
de recuperacion de 86.72 %y 14.94 % de enriguecto.

Una vez que se determind la cantidad de genotecsecaenciar, éstas se
amplificaron clonalmente en mayor escala.

El volumen de genoteca que se utilizé para amalifipor emPCR en mayor escala, se
calculé en base al niumero de regiones de la PP yotlimen por region. En este caso, se
utilizé una PTP con 8 regiones, cada region requde 340,000 perlas por lo que el
volumen de cada genoteca para cada region, selccahuitiplicando el nimero de cpb
seleccionado multiplicado por 6.8X¥foléculas por tubo( niimeros de moléculas para una
emPCR a gran escala) entre la concentracion siduaion de trabajo. Para amplificar la
genoteca 4553H se requiere de 8.5 pL de la soluw® trabajo , 11.3 pL para la genoteca
4553C, 2.83 uL para la genoteca 5505H y 2.83 p& [gagenoteca 5505C. A execepcion
de la genoteca 5505C la cual se diluy6 1:2 y kinaen requerido fue de 1.41 puL.

Cada una de las genotecas se amplifico por duplicetiiante emPCR en volumen
mediq siguiendo las especificaciones del fabricante. dizsro genotecas se obtuvieron
con un porcentaje de recuperacion por debajo dstablecido por ROCHE.

Para las genotecas 4553H y 4553C los porcentajescdperacion fueron de 54, y
48 % , 54 y 58 %, respectivamente, mientras que lpargenotecas 5505H y 5505C fueron
de 37y 38 %, 55y 38 %, respectivamente (Talolag)l

Se observo una perdida considerable de perlasw@gheearlas de los microreactores,
sin embargo, pese a la perdida, el volumen fueisuate para poder cargar cada una de las
regiones de la PTP. Por otra parte, se encontramnentajes de enriquecimiento optimos
de acuerdo con ROCHE. Los porcentajes fueron ehti® % y 12.9 % para 4553H y
entre 4 % y 5% para 4553C.
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Tabla No.6 Titulacion de las genotecas a gran esaa

Muestra Copias | Total de perlas % Total de Total de perlas % Total de
de DNA recuperadas perlas enriquecidas perlas
por perla (mol/ uL) recuperadas (mol/ pL) enriquecidas

4553H A 0.3 3,713,422 54.61 798,562 11.74

4553H B 0.3 3,275,722 48.17 709,326 10.43

4553C A 0.4 3,711,420 54.58 759,872 11.17

4553C B 0.4 3,975,633 58.47 877,424 12.90

5505H A 0.1 2,522,826 37.10 346,692 5.10

5505H B 0.1 2,644,452 38.89 293,586 4.32

5505C0.1 0.1 3,761,160 55.31 291,824 4.29

5505C 0.05 2,624,188 38.59 234,864 3.45

0.05

En listandose el numero total de perlas recupsraéariquecidas se obtuvo por el contador de
particulas Beckman Coulter y los porcentajes deniamas.

Una vez amplificadas las genotecas, se prepd?d Pade 8 regiones con el estuche
“GS Titanium Sequencing Kit XLR7@"se depositaron cada una de las genotecas en la
region correspondiente. Se introdujo la PTP eseelenciador GS Titanium 454 vy se
secuenci6 con los parametros antes mencionados,

El secuenciador solo proceso las imagenes crudatidas por la CCD vy
trasformadas a una imagen digital por el softwe8eSBquencer.

Los reads 0 secuencias se ensamblaron csoftelare DNA baserel cual genero
la secuencia consensac@hting”) de cada una de las regiones y se identificarorl
NCBI con una alineacién local (nBLAST) con la sewia de referencia Influenza A virus
(A/New York/3745/2009(H3N2)).

En la region 1 (4553H) se obtuvieron dos secuenci@ssenso: La primera
secuencia correspondié a un fragmento de 581 pd mEuramindasa del virus de influenza
A(H3N2) con un valor de expectacion de 0.0 y 99déocidentidad con la cepa de
referencia. (ver Fig. 16). En la secuencia de eetd#ig se muestra en color rojo las
posiciones de otros marcadores asociado a resst@mseltamivir en influenza A H3N2.
Sin embargo, la secuencia en el marcador D151 reanha en color verde muestra una
cepa sensible al farmaco. La secuencia de estig copresenta la mayoria de las
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poblaciones virales presentes en esta muestraopgue con este analisis no podemos
hablar de la presencia de cuasiespecies.

La demas regiones mostraron resultados similaresi@nto a la identidad del virus
y la resistencia al farmaco. (Imagenes no mostjadas

REGION 1: 4553 hisopado nasofaringeo

CEPA DE REFERENCIA
>gb|CY080452.1nfluenza A virus (A/New York/3745/2009(H3N2))

IDENTIDAD
>gb|CY080452.1nfluenza A virus (A/New York/3745/2009(H3N2)) maminidase (NA) gene,
complete cds Length=1431 Score = 1062 bits (57&)eEt = 0.0 Identities = 580/582 (99%), Gaps =

1/582 (0%) Strand=Plus/Plus
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Fig. 16. Ensamble de las secuencias regién 1 (4p38ehtificacion del conting ensamblado por BLASde
la genoteca 4553 de hisopado nasofaringeo

La segunda secuencia consenso de la region 1 (35&3respondidé a Adenovirus
respiratorio con 99% de identidad a la cepa dereetia Human adenovirus C
serotype 5, en un fragmento de 370 pb y una expsatade 0.0.( Ver Fig. 17).
Adenovirus solo se encontrd en la muestra 45536l gmlas demas muestras.
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Region 1 Adenovirus Respiratorio.
>gb|AY339865.1Human adenovirus C serotype 5, complete genomgthef5934
Score = 660 bits (357), Expect = 0.0 Identities56/370 (99%), Gaps = 3/370 (1%)

B zunan adencvirus c© serctype 3, complete genome

Length=355834

Score = 660 bits (3537), E=xpect = 0.0

Identities = 366/370 (99%), Gaps = 3/370 (1%)

Strand=Flus/Minus

Query 1 CALGCGTACGCACGTGETTGTTARAGC - TTTTTGARAGTTARTCTCCTGGTTCACCGTCT 59
Prrrrreererreenrreeen e e teereen e e e e r e e

Sbjet 11593 CARGCGTACGCACGTGGTTGTTARAGCTTTTTTGARAGTTAATCTCCTGGTTCACCGTCT 11534

Query &0 GCTCGTATGCEET TACCAGGTCGECEECCECCACGTIGTGCGCECECEEEACTAATCCCGE 118

PEEREETEr e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 11533 GCTCGTATGCGGTTACCAGGTCGGLGECCGCCRCGTGTGCGLGCGCGEGACTRATCCCGE 11474

fuery 120 TTCGCGCGTCGGECTCARAGTCCTCCTCGCGCAGCARCCGCTCGCGATTCAGGCCATGCC 178
PEEREETEr e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 11473 TTCGCGCGTCGEGECTCARAGTCCTCCTCGCGCAGCARCCGCTCGCGATTCAGGCCATECC 11414

Query 180 GCRGCTCGCGCCCTGCGTGGARCTTTCGATCCCGCATCTCCTCGEGCTCCTCTCCCTCGE 238
PEREREE e r e e e e e e e e e e e e nrnennl

Sbjet 11413 GCAGCTCGCGCCCTGCGTGGRAACTTTCGATCCCGCATCTCCTCGGGCTCCTCTCCCTCGE 11354

Query 240 GEICGCERRACNGETTCTGCCGCGGECACGTACGCCTCACGCGTATCACGCTTCAGCTGCAE 299
PERrerrer e rene e e e e e e e e e e e e el

Sbjet 11353 GGTCGCGARACAGGTTCTGCCGCGGCACGTACGCCTCACGCGTATCACGCTTCAGCTGCR 11254

fuery 300 CCCTTGGGTGCCGCT TCAGGGAGAGEECGCTCCTAGCCGOGCCAGGCCCTCGCCCTCCTC 359
PEEREErErrereer reer berer e e e e e e e e e e e el

Sbjct 11293 CCCTTGGGTGECCGCT-CAGG-AGAGGGCGCTCCTAGCCGCGCCAGGECCCTCGCCCTCCTC 11236

Query 360 CRAGTCCRGG 3685

NERRRRERN
Sbjet 11235 CAAGTCCAGE 11226

Strand=Plus/Minus
Fig. 17. ldentificacion de adenovirus respirat@izontrado en la muestra de hisopado nasofaringeo.

Posteriormente para la busqueda de cuasiespeadssvée realiz6 una comparacion de las
secuencias obtenidas de cada una de las regionelsa @gcuencia de referencia A/New
York/3745/2009(H3N2) , empleando los softwa&S Reference Mappery CLC bio
Genomics Workbench®, a lo cual se le denominé mapEstos mapeos solo se realizaron
para la una region de 100 pb region del marcad&1D
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En la region 1se encontrd cinco poblaciones geaseta dicho marcador, predominando la
cepa silvestre (D151) 71 %, seguida de AAT ( D152RP6, de GTT (D151V) 0.606 %,
de GAC(D151D) 0.169 % (mutacion silenciosa) y GGTI09 %, de un total de 3131
secuencias (fig. 18A). En la secuenciacion de cadede las regiones analizadas se obtuvo
una profundidad de 1101 (nUmero de veces que Sebéuesta region).

Mientras que en la region 2 de la misma muestrarsmntraron 4 poblaciones genéticas en
el marcador D151, en mayor proporcion sensiblé@haco 71.9 %, seguida de AAT
(D151N) 27.29 %, de GTT (D151V) 0.658 %, y de GAT151D) 0.105 % (mutacién
silenciosa) de un total de 3799 secuencias. (/8B)

BEEETANBARACTANCTCARAGCANERETTAT
BAGTABGTGABAGGA TAT

BAGTABGTARTAGCARE

G TET
BARATAEBABAGTABGTAATAGGAREEETTAT

Consensus CAAATAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTAT

Consensus CAAATAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTATC

Wk

sy, OWATRACHCAGTACGTGRTHGOACCCCTIAT e CARATRCACAGTACSTAGRACEECTIATE

Fig. 18 Mapeo de las secuencias de la region tley Pnuestra hisopado nasofaringeo (4553H) A) Majee
las secuencias de la region 1 muestra. B) Mapédasdsecuencias de la region 2, ambas visuafizaata
CLC Genomincs Workbendh6.1.
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En la region 3 (4553C), se encontraron 4 poblasiogenéticas, estando en mayor
proporcion la cepa silvestre GAT (D151) 27 % sdesidl farmaco, después AAT
(D151IN) 27 %, GTT (D151G)1.27 % y GGT (D151V) D.% de un total de 626
secuencias. Obteniéndose porcentajes similaresdeldisopado nasofaringeo. (Fig.19A)
En su duplicado la region 4 se encontraron 3 pablas genéticas, estando en mayor
proporcion la cepa silvestre GAT (67.52 %) sens#dllédrmaco, después AAT (D151N)
32.17 %, GTT (D151G) 0.307 % de un total de 97@iesecias. Mostrando un incremento
en la cuasiespecies resistente a oseltamivir cgmecto a los resultados obtenidos en el
hisopado nasofaringeo. (Fig. 19B)
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Fig. 19 Mapeo de las secuencias de la region 8ey #nuestra hisopado nasofaringeo (4553C) A) Mdpeo
las secuencias de la region 3. B) Mapeo de lagsei@s de la region 4 ambas visualizadasGidd
Genomincs Workbeneh6.1.
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En la region 5 (5505H) se encontraron tres pobfesogenéticas en la posicion del
marcado D151. Estando en un 99.3% la cepa siev&AT (D151) sensible al farmaco y
en proporciones mucho menores las poblaciones GGHI(Y) 0 .48% y GAC (D151D)
0.194%, de un total de 1030 secuencias. (Fig. 20A)

En la region 6 se encontraron cuatro poblacionegtgms en la posicidon del marcado
D151. De las cuales el 99.75 % corresponde a pa AT (D151) el 0.149 % a
GGT(D151V), el 0.0499 % a GAC(D151) (mutacion siiosa) y el 0.0499 % a GCT
(D151A) de un total de 2002 secuencias. (Fig. 20B)

GTABGTGHARA TAT
BRSETEARAEACTANCTCANNCGREBERTTAT

Consensus CAAATAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTAT
0%

Consensus CAAATAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTAT

» [T I LTI
s, OMATARCRCAGTACGTGRTAGGACLECTTAT sz, CAARTARCACAGTACGTGATAGEACCCCTTAT

B
Fig. 20 Mapeo de las secuencias de la regién Be énuestra hisopado nasofaringeo (5505H) A) Wlalge
las secuencias de la region 5. B) Mapeo de laegeias de la region 6 ambas visualizadasGldd
Genomincs Workbeneh6.1.
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En el cultivo celular de la misma muestra regiorse/ encontraron tres poblaciones
genéticas, prevaleciendo en mayor proporcion GATibee al farmaco en un 81.3 % .
Mientras que la poblacién genética GGT (D151V)inmeementd 18.2 % con respecto al
hisopado nasofaringeo y finalmente se hall6 lageia de AAT(D151N) (0.53 %), cabe
resaltar que ésta no estaba en la muestra de tsopaofaringeo. (Fig. 21A)

En la secuencia consenso se muestran: GWild type”) y GGT, pero esta Ultima
en menor proporcion como se mencionod anteriormg@uateello se observa la letra “G” en
menor tamafio, mientras que AAT no se observa esedaencia consenso ya que es
despreciable para el software.

En la regiébn 8 se encontraron cuatro poblacioree®micas, estando en mayor
proporcion GAT 79.9 %, seguida de GGT(D151V) 1284AAT (D151N) 0.58% y GAC
(D151D) 0.11 %. (Fig. 21B)

TAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTATCGGACCCTAT
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HIHHHHH semarcecn. MATAACACAGTACGTGATAGGACCCCTTATCGGACCCTAT
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Sequence logo CAAA
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A
Fig. 21 Mapeo de las secuencias de la region dey 8nuestra hisopado cultivo celular (5505C) Apkta
de las secuencias de la region 7 . B) Mapeo deelasencias de la region 8 ambas visualizada€t@n

Genomincs Workbeneh6.1.
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En la tabla No.7 se presenta un resumen generébsdépos de cuasiespecies tanto
sensibles como resistentes en el marcador moldoat, ver apéndice H.

Tabla No. 7 Resumen de los resultados de secuacgdn de las muestras de hisopado
nasofaringeo y cultivo celular

Muestra | Numero No. De No. De Total No. De secuencias | Total en
de secuencias, secuencias en correspondientes a % de
region | delimitas a de cepa % de cuasiespescies Cuasiespe
de la 100pb silvestre cepa encontradas en la cies.
PTP GAT silvestre posicion D151
D151
(“wild type”)
4553H A 1 3131 2230 71 % AAT (N) 872 27 %
GTT (G) 19 0.606 %
GAC (D) 6 0.169 %
GGT (V) 4 0.109 %
4553H E 2 3799 2732 71.9% | AAT (N) 1037 | 27.29 %
GTT(G) 25 0.658 %
GAC(D) 4 0.105 %
4553C A 3 626 446 71.24 AAT(N) 169 27 %
% GTT(G) 8 1.27 %
GGT(V) 3 0.47 %
455C B 4 976 659 67.52 AAT(N) 314 32.17 %
%
GGT(V) 3 0.307 %
5505H A 5 1030 1023 99.3% | GGT(V) 5 0.48 %
GAC(D) 2 0.194 %
5505H B 6 2002 1997 99.75 GGT(V) 3 0.149%
% GAC(D) 1 0.0499%
GCT(A) 1 0.0499%
5505C A 7 1130 919 81.3% | GGT(V) 206 18.2%
AAT(N) 5 0.53%
5505C B 8 901 686 79.9% | GGT(V) 166 19.34%
AAT(N) 5 0.58%
GAC(D) 1 0.11%
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CAPITULO 5.

DISCUSION
En este estudio se realizé la deteccion tempran@sistencia a oseltamivir en virus de
influenza A H3N2, provenientes de muestras clinigasultivo celular, mediante la
busqueda de cuasiespecies virales en el marcadst, pbr medio de secuenciacién
masiva paralela.

En el afio 2010, La Direccion Epidemioldgica de Méxcomunicd un importante
brote por influenza A H3N2 localizado en el sured pais, donde se identificaron un
elevado numero de pacientes diagnosticados pasivinfluenza A H3N2, Con ello la
importancia de buscar cepas resistentes a oseitagnivéste subtipo, y especialmente en
marcadores moleculares que confieren resistent¢rgirahcomo el D151 (Nelsort al.,
2009).

Distintos estudios comunican que en el marcaddecutar D151, presenta distintos
cambios en su secuencia que codifica para acidartagp (D, GAT) sensible al farmaco,
éstos cambios son para glicina G, valina (V, GE$paragina (N, AAT), y acido glutamico
(E, GAG) los cuales se asocian a resistencia ondicion de la susceptibilidad a los INAs
empleados en el tratamiento de la enfermedad. (Moket al.,2003; Deydeet al.,2009).

Los extractos seleccionados con variaciones en Bé&Simplificaron en la reaccion
de RT-PCR y se cuantificaron por medio de un asélde microfluidos. Las
concentraciones obtenidas de cada una de las ewmesspués de la purificacion fue en
promedio 1 pg, cantidad inferior a la requrida pardormacion de genotecas, (3-5 HQ)
segun el manualGS FLX Titanium General Library’sin embargo con esta cantidad de
material genético se formaron las genotecas exiteste, demostrado esto por los
parametros con los que se evaluo.

Se evaluo en calidad de las genotecas mediantelectoforesis de microfluidos
en Chip de RNA, los graficos de fluorescencia @nttiempo, de cada una de las
genotecas (Fig. 13), muestran un picopromedio coremento en pares de bases (602 pb)
con respecto al fragmento amplificado por RT-PGR581 pb, esto es por la incorporacion
de la secuencia de adaptadores cuya longitud &8 @b, estos son los adaptadores “A” y
“B” que contienen la secuencia clave para ser m@tdo por el sistema de secuenciacion,
los cuales en el grafico alcanzan la altura deélol@Esto cumple con una buena calidad de
la genoteca ya que esta dentro rango propu@demual General Library)y los dimeros de
adaptadores estan en menos de un 10 %.
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La concentracion de la genoteca formada se evaudngdio de la metodologia
Ribogreen®. Los resultados obtenidos se analizarediante un analisis estadistico de
regresion lineal, obteniéndose la ecuacion dedi@neun coeficiente de determinacion del
0.999, es decir, existe una alta correlacion dedéiss, validando la curva de calibracion.
La interpolaciéon de las genotecas en la curva @rald. 4) presentaron concentraciones
entre el 6.18 ng/mL al 6.309 ng/mL al multipliegdrpor el volumen total se obtuvieron
gue los de 4.9 ng a 6.41 ng, nos indica que sevdlumMinima concentracion para formar
una genoteca, esto porque el minimo es de 5 rgusdl muestra se encuentra ligeramente
baja con respecto al valor minimo sin embargo eet@fecta ya que la perdida es muy
poca.

La formacion de las soluciones concentradas y a®ajp para la titulacion de las
genotecas por emPCR presentaron resultados d#eremtas de otras, esto es por la
naturaleza de cada una de las muestras.

Por otro lado la titulaciéon de las genotecas a mencala, se obtuvé la cantidad de
DNA Optima para secuenciar en el equipo, para kasotgcas fue de 0.3 cpb con
porcentajes de enriquecimiento del 6 %. Mientras las genotecas 5505 fue de 0.1 cpb
con un porcentaje superior de enriquecimiento ieslica que esta uUltima tiene una mayor
cantidad de DNA, ya que con el menor punto de epliiene un alto porcentaje con
respecto a lo referenciado la metodologgenPCRMethod Manual S\tabla No.5). Los
porcentajes de enriquecimiento en listados en b taon en orden creciente, esto es
porque a mayor cpb tiene mayor cantidad de DNAlwiai perlas, a mayores porcentajes
de enriguecimiento se tienen mayores lecturas sadaenciacion pero de mala calidad y si
se tienen menores porcentajes de enriqguecimiermommg&imero de lecturas pero de buena
calidad (‘SequencingMethod Manual’Debido a los altos porcentajes de enriqueciraient
de las genotecas 5505C que se le hicieron unaidhlut:2 para tener un 7 % de
enriguecimiento.

En cuanto a amplificacion clonal en gran volumenaetabla no.6 se muestran los
resultados obtenidos de la amplificacion, aqui caesaltar que los porcentajes de
recuperacion se encuentran algo bajos, de un 30 836 & con respecto al porcentaje
indicado para esta metodologia segun el fabric&®%e%), esto fue posiblemente a que los
reactivos no cumplieron su funcion provocando ledig@ de perlas con lecturas. Sin
embargo esta reduccibn en el numero de perlas, Bomon el porcentajes de
enriguecimiento, ya que la metodologia planteaplmeentajes de enriquecimiento deben
estar entre un 5 al 20 % y los porcentajes obtenidma las 8 muestras estan en un rango
del 3 al 12 %. La muestras 5505C presentaron toeptaje de enriquecimiento debajo del
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5 %, por lo tanto nos indica que exista una cadtita perlas que no poseian DNA (perlas
vacias).

Con el software GS Brower se obtuvieron las semasnse ensambleron con el
“software DNA baser'de estas arroj0 dos contings para la muestras dé53isopado
nasofaringeo. El primero de ellos correspondiéragrhento amplificado de 581 pb de
bases del fragmento seis Neuraminidasa del virusfldenza A H3N2, el cual se comparé
con la cepa de referencia de virus influenza A @iiNork/3743/2009) teniendo un nivel
de expectacion de 0.0 lo que significa es quetamahte significativa con un identidad del
99 % lo que nos indica que se amplifico y secuen@sivamente el fragmento de interés.
En la imagen del emsable (ver Fig. 16) ningunocodentarcadores presenté variacion en la
secuencia relacionada con resistencia antiviralpevado con los cambios que reportan
Deyde y colaboradores, en el 2009, asi tambiésl erarcador D151 no presenta cambios
en la secuencia, es decir todo la cepa es serdildseltamivir, ya que ninguno de los
marcadores muestra la variacion de la resistencia.

El otro conting obtenido la muestra 4553H obtenfde de un adenovirus
respiratorio el cual presentd alta homologia cocelga de referencia del NCBI, es decir el
paciente se encontrd0 cursando una infeccion deeimfla asociado con un adenovirus
respiratorio. Estas asociaciones de influenza dem@virus se ha encontrado en muestras
de hisopado nasofaringeo en nifios con asma. Siargmlestas asociaciones de influeza-
adenovirus son poco frecuentes (Lopeal.,2009)

Depués se realizo el mapeo de cada una de lamesgite la placa (PTP) y se
visualizaron las alineaciones formadas con'Sstfware Genomics Workbench 4.6.1",
donde se contabilizaron las secuencias.

En la regidon 1 (4553H) se hallaron la presenci® delasiespecies, es decir, en la
muestra del paciente se encontraron mutantes cahlg@® implicaciones en la resistencia.
Estos cambios encontrados en el marcador D151rfudrov, N y una variante D, GAC
(0.109 %), es decir, una mutacion silenciosa, declales la variante N esta en mayor
proporcion. En la regién 2 correspondiente a lanmaisnuestra (4553H) se encontraron
porcentajes similares comparandolas con la regiofVer Fig. 18) Segun Deyde y
colaboradores comunican que las variantes encastreid D151 son B> N/ G/ E/ Vy
estan asociadas a resistencia o disminucion deraikslidad, siendo la variante mas
importante en esta muestra AAT que codifica para asparagina (N) por estar en mayor
porcentaje 27 %, la cual se ha reportado como nsgile de conferir resistencia al
oseltamivir en estudios en el 2009, pero taml@érmariante V se ha reportado en una cepa
A/Montana/8/2007 (H3N2) que muestra un incremergol80 veces en el valor de la
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concentracion minima inhibitoria al oseltamivir.ef@le et al.2009) Sin embargo estos
cambios se han encontrado en estudios de cultiwtace no en hisopado nasofaringeo.
Gubareva y colaboradores, en el 2001, comunicanla@paricion de mutantes cuando el
virus se propaga en cultivo celular, ha estado resencia del antiviral y después de
multiples pases celulares. En el 2010, asi mismmauogcan que la aparicion de mutantes
en el marcador D151 Unicamente muestras de guttdlular y no en especimenes
clinicos. (Okomeet al,2010)

Sin embargo en estudios del 2010 realizados en Hong entre el 2008-2009 de
influenza H3N2 ya se ha encontrado la presenciaudsiespecies en muestras clinicas.
Comunicando en su estudio la presencia de poblesida hasta un 45 % de N, un 33 % de
G, 65 % de A en la posicion D151. (Yi Pun lahal.,2010). Estos porcentajes difieren
con los encontrados en este estudio, ya que lagohlen mayor proporcion fue N en un
27 % y la variante G en muy baja porcentaje, adeirague la variante de alanina no se
encontro, esto puede ser causa de las diferergli@ntbrno donde se desarrolla.

Mientras que de la regién 3 y 4 donde se secudaciuestra 4553C (ver fig.19A
y 19B) present6 un porcentaje similar en la prasede cuasiespescies, es decir, se
encontraron porcentajes similares con la muestitasdgado nasofaringeo, a excepcion de
la variante GAC (D, acido aspartico), la cual nosséecciond en estas muestras que
corresponden al cultivo celular. Sin embargo sermsfa que los porcentajes en el cultivo
celular se encuentraran mas altos con respediis@bado nasofaringeo ya que en los
electroferogramas por secuenciacion capilar nobs®rgd en la misma proporcion las
poblaciones mutantes.

La presencia o ausencia de la cuasiespecies emidedo medio esté regido por la
eficacia biolégica que mide la capacidad de unaiespecie para imponerse a otra en un
proceso competitivo de replicacion, de manera qumimaran las variantes que mejor se
adapten a un cambio ambiental. (Domingo, 1997; bgmil996). Entonces la eficacia
biolégica indica el grado con el que un determinggmoma se adapta a una nueva
circunstancia, asi por lo tanto la cepa silvest®®CGgue se encontré en hisopado
nasofaringeo y no asi en cultivo, no tiene buditaaa replicativa y por lo tanto las
variantes que tengan una mayor capacidad replicatbminara, en éste caso fueron las
cepas silvestres (GAT) y la mutante (AAT).

Asi también la presion selectiva que ejerza el meltinde se desenvuelvan las
cuasiespecies seleccionara la mas apta y éstanpredoon el paso del tiempo, como se
muestra en el esquema ver Fig.22.
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Efecto inicial de la presion interna o externa, el nimero de virus se
reduce pero alguna cuasiespecie persiste:

© saLvAJE
o SALVAJE ®  NUTANTE

® [IUTANTE

tiempo

Fig. 22 Seleccion de Cuasiespecies. (Castafia8) 200

El Oseltamivir, es un factor que favorece a laipreselectiva, y esto afecta a la
dinamica poblacional y por ello selecciona lasardes progresivamente resistentes a la
medicacion. Ejemplo es un estudio realizado, erl 286nde aislan al virus en medios de
cultivo celular con antiviral (oseltamivir), y afiferentes horas toman material viral el
cual es secuenciador por el método de Sanger, demds que al inicio del tratamiento
con oseltamivir no hay aparicién de variantes testss al farmaco, pero a las 48 hrs las
variantes resistentes predomina sobre la variamsilde al farmaco, por lo tanto el virus
se selecciona rapidamente en el medio de cultive @aadir la accion antiviral. (Guvareba
et al.2001)

Otro factor importante, en la evolucion o pérdigapdblaciones mutantes, son los
cuellos de botella que se generen en la pobladrah esto provoca la pérdida de las de
cuasiespecies, ademas trae como consecuenciadavaoabilidad en la poblacién. Una
disminucion en la variabilidad genética implica dagoblacién no adaptarse a las nuevas
presiones selectivas. (Domindd00)

El cuello de botella se pudo haber ocurrido en@hento de realizar el primer pase
celular, y esto provoco una ligera pérdida en lesiespecies. (ver fig. 23)

2*“generacion”

Fig. 23 Cuello de botella en las cuesipecies. @as, 2008)
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Por otro lado se analizé la muestra 5505 tanthisiepo y cultivo celular. Donde
primeramente en las muestras correspondientes@dinasofaringeo regiéon 5 se encontrd
gue las variantes se encuentran en muy bajos pgajegn(Fig. 20A) por ejemplo GGT (G,
glicina) en 0.48 % y GAC (D, acido aspartico) eh9d. %, ésta ultima correspondiendo a
una mutacién silenciosa y el especie en mayor peajpo fue la silvestre GAT (D, acido
aspartico) en 99.3 %.

La region 6 (Fig. 20B) donde se cargd la mismagstmaese obtuvieron porcentajes
similares, y en mayor proporcion la cepa silve88&5 % GAT (D, &cido aspartico). Aqui
s6lo se encontré una variante de mas GCT (A, rahé@ cual no se encontrd en el hisopo
anterior de la misma muestra, ésta posiblementdeba a un error en el sistema de
secuenciacion, ya que solamente aparece una sgpla v@mbién se sea una mutante pero
gue no se ha seleccionado en estas cepas queaigulMeéxico como es el caso de Hong
Kong donde es la variante mas comun. Sin embargm & menciond anteriormente el
numero de cuasiespecies encontradas en las mudsttasopado nasofaringeo son bajos,
pero se comprueba la existencia de cuasiespediestatinente en el paciente, por lo tanto
el virus influenza se esta adaptando y esta evadilenrespuesta del farmaco. Entonces las
cuasiespecies que confieren resistencia al aritestan evolucionando, y esto es dirigido
por la seleccion positiva que promueve la imposi@dé las variantes mas ventajosas para
el entorno en el que se esta desarrollando. (Cas26a8)

El andlisis de cultivo celular de la muestra 55Brespondientes a la region 7 y 8,
se encontraron porcentajes similares en ambas ZEAy.y 21B). Cabe resaltar que los
porcentajes de GGT que codifica para la glicinasementaron en el cultivo celular esto
se debe a que las cuasiespecesies al encontrauseagnbiente constante o similar, suele
producirse un aumento de la eficacia bioldgicaadeoblacion, y al realizar pases sucesivos
en un medio de cultivo se espera que la poblaesistente se incremente. (Domirgal.,
2000). La variante G (glicina) encontrada en mg@xion se asocia a disminucion en la
susceptibilidad al farmaco como menciona Deyderydri el 2010 esta variante reduce la
suceptibilidad al oseltamivir 10 veces.

También se encontrd la variante AAT (N, aspam@gque se origina en el cultivo
celular, ya que no se encontrd en el hisopado adegeo por consiguiente el medio de
cultivo celular también ejerce una presion selecfigsitiva, para que se generen variantes
resistentes o asociadas a disminucion a la subdejatdl al oseltamivir,

El medio de cultivo celular en uno de sus comptaseejerce presion para que se de
la seleccion de cuasiespecies resistentes al wdéltapor lo tanto el cultivo celular se
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deben de variar los factores que lo componen patarrdinar cual de ellos es el
responsable de la generacién de cepas resistentes.

Con esto se desmiente lo que se creia que elBitsd, era un sitio altamente
conservado, reafirmandose lo mencionado en etliestiel 2009 que el sitio D151 puede
tener los cambios BG,V,N o E. (Deydeet al., 2009) Los cambios encontrados en el
marcador D151, se observaron gracias a la platafatensecuenciacion masiva paralela,
herramienta que permite el analisis del amplicon coa superior profundidad a la
tecnologias convencionales de secuenciacion, dn#ose para las genotecas una

real.

Siendo relevante el estudio por haber hallado d&sntes en muestras de hisopado
nasofaringeo en donde no existen muchos estudloe $a@ presencia de cuasiespecies
virales en estos aislados, confirmandose entonaes & virus estad generando y
seleccionando de manera vivo variantes resistahtE&gmaco, pero también de forrm
vitro se generan y seleccionan las cuasiespecies, tengemonces ambos medios (cultivo
celular-paciente) factores que ejercen una pregasitiva para la seleccién de especies
resistentes y de esta forma evadir la respuestandiglral.

Los resultados obtenidos en presente estudiasgéiri informacion importante
para la epidemiologia molecular del virus, ya qaeeacontrd cierta frecuencia de cepas
resistentes a oseltamivir en muestras clinicas @eera temprana y cuya informacion es
atil para el control y vigilancia de cepas resigtende influenza A H3N2 durante la
temporada estacional o un brote de éste subtipo.
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CAPITULO 6.
CONCLUSIONES

 El uso de la secuenciacidbn masiva paralela perndiéidhostrar la presencia de
cuasiespescies virales en el marcador D151 de ldéliAirus de influenza AH3N2
provenientes de diferente origen: hisopado nasaad y cultivo celular

» Se demostré la presencia de una variedad de campgose presentan el marcador
D151 obteniéndose diferentes cuasiespecies vieglesmbas muestras, las cuales
estan asociadas a resistencia y disminucion deskeeptibilidad al oseltamivir. Las
cuasiespecies encontradas fueron principalmente @GAT ATT (N), GTT (V),
GGT (G) en la muestra 4553, y GAT (D), GGT (V) y AAN) en la muestra 5505.

» Los porcentajes de cuasiespecies virales GGT(VAY(AN) encontrados en una de
la muestras de hisopado nasofaringeo (5505) sativeghente bajos, sin embargo,
se incrementan cuando el virus se propaga en cultlular, estableciéndose que
estas se ven favorecidas por la seleccion, efidaglégica y adaptacion viral en el
medio.

* La propagacion del virus en cultivo celular conisie a la generacion de
cuasiespecies virales, demostrado por la mutaciGil Ancontrada en el
sobrenadante de cultivo celular de una de las magest no asi en el hisopado
nasofaringeo que da origen este cultivo.

» Se detectaron tempranamente cambios en el marcadlecular estudiado, esto
significa que las variantes en el marcador D151ad€A del virus de influenza A
H3N2 que confieren resistencia antiviral, estarsgmées en la poblacion viral que
circula en nuestro pais, lo cual implica que estapueden seleccionar durante las
proximas temporadas de infecciones estacionalesgpersubtipo.

* Los resultados obtenidos en este trabajo ofrecéorniacion epidemioldgica
importante sobre el comportamiento del virus.
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APENDICE A

ELECTROFORESIS EN EL CHIP DNA 7500

Estuche de Reactivos CHIP DNA 7500 para Electrofoess de microfluidos

AN

Sacar los reactivos de refrigeracion y dejarlengperatura ambiente por 30 min
Encender la computadora.

Encender el bioanalizador.

Preparar el gel matriz (gel-colorante), para esdmar 25 pL del colorante y
agregarlo al vial de tapon rojo. Mezclar en vo2&xseg. Tomar todo del contenido
(530pL aproximadamente) y pasarlo por una colunora diltro. Centrifugar a
4000 rpm por 10 min en centrifuga Eppendor 5414Rnacenarlo a 4° C hasta su
uso.

Destapar un chip nuevo de DNA 7500.

Despresurizar un chip nuevo de DNA 7500, para eskocarlo en la estacion del
chip, bajar el embolo de la jeringa hasta atorasegjuro y contar 30 seg en el
cronometro.

Una vez terminado el tiempo, abrir la estacion pcar 9 pL de la matriz (gel-
colorante) en pozo de la letra G.

Distribuir el gel en todo el chip, bajando el entbde la jeringa, cerrar la estacion y
contar en un 1 min en el cronometro.

Abrir la estacién y colocar 9 pL de la matriz (gelerante) los dos pozos restantes
con la letra G, este paso se realiza dos vecgag/axisten dos pozos con letra G.

10.Pipetear 5 pL del marcador de alto y bajo peso entde, en cada uno de los 12

pozos del Chip y en el pozo marcado con la escalera

11.Pipetear 1pL de marcador de peso molecular, yaoken el pozo de la escalera.
12.Pipetear 1L de muestras en los pozos (produet&sdR)
13.Colocar el Chip DNA 7500 en el vortex para mezgar 1 min a 2400 rpm en la

centrifuga Eppendor 5414R.

14.Posteriormente colocar el Chip DNA 7500 en el Badaador
15.Seleccionar el protocolo DNA 7500 en el escritaigola computadora, y dar clic en

inicio y esperar a que termine de analizar.
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APENDICE B

FORMACION DE LA GENOTECA.
(http://454.com/my454/documentation/gs-flx-system/manuals.asp)

Estuche para genoteca General GS Titanium General Library reagents kit; GS
Titanium General Library Buffers prep Kit”

a) Rasurado de fragmentos
Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

e 23pL de Producto de PCR purificado.

* 5L de Buffer de Polishing(rasurado) 10x

* 5uLdeBSA

* 5puLdeATP

e 2puLde MezcladNTP

* 5pLde T4 PNK ligasa

* 5 puL de T4 DNA polimerasa

* 50 pL el volumen final

1) Mezclar e incubar por 15 min a 12°C, seguido deinoabacion de 15 min a 25 °C
en el termociclador AB 9700.

2) Purificar con una columna MiniElute.
a. Usar 250 pL de buffer PBI.
b. Centrifugar en seco y con buffer PE dos veces.
c. Eluir en 10 pL de buffer EB.

b) Ligacion de los adaptadores “A”y “B”

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

e 10 pL de DNA rasurado (preparado en el paso anyerio

» 20 pL Buffer de ligacion 2x.

* 5L de Adaptadores.

* 5 pL de enzima Ligasa.

* 40 pL volumen final de reaccion.

2. Mezclar brevemente e incubar por 15 min a 25°C.

3. Purificar en una columna MiniELUTE.
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a. Usar 200 pL de buffer PBI.

b. Centrifugar en seco y con buffer PE dos veces earl&ifuga eppendor 5414R.

c. Eluir en 50 pL de buffer EB.

¢) Remocién de los fragmentos de menor tamafo.

1. ElI DNA con adaptadores (volumen eluido) se lled®@ pL con buffer EB. Afadir
62 uL de perlas AMPure.

2. Mezclar e incubar durante 5 min a temperatura ambie

3. Colocar en el MPC el tubo con perlas y esperaoti@dcion del pellet de las perlas
en la pared del tubo (esto puede tardar varios tosju

4. Lavar las perlas dos veces con 500 pL con etantt)%l evaporar el etanol a 70°C.

5. Anadir 25 pL de buffer TRIS-HCL 10 mM a pH 8.0,rd&rtex e incubar a

temperatura ambiente por 1 min.

Transferir el sobrenadante (genoteca) en un tyipeidorf de 1.5 mL.

o

Inmovilizacion de la genoteca a las perlas de esptavidina.

1. Lavar 50 pL de perlas inmovilizadoras con 100 uLBleffer Binding Library 2x’
Repetir dos veces.

Resuspender las perlas en 25 pL Beffer Binding Library 2x”

Agregar 25 pL de DNA con adaptadores a las pé@ntaovilizadoras lavadas.
Mezclar y colocar los tubos en el rotador duraf@enih a temperatura ambiente.
Lavar la genoteca inmovilizada (MPC) dos veces t0@ pL de Library Wash
Buffer”.

6. Formar la pastilla de perlas en el MPC vy retiraotelLibrary Wash Buffer.
Formacion de extremos romos.

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

e 40 pL de Agua grado biologia molecular.

o 5 pL de 10x Fill-In Polimerase Buffer”

2 pL de dNTPMix.

3 UL de Polimeras&ill-In” .

Adicionar 50 pL de la mezcla que contiene la geseot®n las perlas acarredoras.
Mezclar e incubar por 20 min a 37 °C en el termqbéo

Lavar la genoteca inmovilizada (MPC) dos veces t08 pL de Library Wash
Buffer”.

5. Remover todo el buffer de la pastilla de genotecwvilizada.

Aislamiento de la genoteca de DNA de cadena sefwil

a M wn

P wn oo
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1.

2.

Preparar solucién de neutralizacion con 500 uPBey 10 pL de acetato de sodio

3M pH 5.2.

También preparar la solucion alcalina denonfim&lt” mezclando 0.125 mL de

NaOH 10 N y 9.875 mL de agua grado biologia madécuAdicionar 50 pL de la

solucion ‘melt” a cada una de las genotecas inmovilizadas y lavada

Concentrar las perlas en una pastilla en el MP@stesir el sobrenadante de cada

una a la solucion de neutralizacion. Repetir cerses.

Purificacion con una columna MIniELUTE.

o Usar 200 pL de buffer PBI.

» 2 lavados con buffer PE en la centrifuga eppendadB.

e Eluiren 15 pL de buffer TE y Almacenar la gewatede ssSDNA inmovilizada
a4-°C.

PURIFICACION POR COLUMNA MINIELUTE

1. Aiadir 5 volumenes de buffer PB (1:5) a cada da los producto de PCR,
mezclar.

2. Anadir 750 pL de esta mezcla a una columna MiteEl

3. Centrifugar por un minuto a 13000 rpm en larmtkega eppendor 5414R.

4. Desechar el sobrenadante de la centrifugacidolocar los restantes 750 pL en
la misma columna, repetir el paso 3.

5. Lavar con 750 pL de Buffer PE en la columna Hliuaie y centrifugar por 1 min
a 13000 rpm.

6. Desechar el sobrenadante obtenido de la cegddion y colocar la columna
Minielute en el mismo tubo.

8. Centrifugar la columna en seco por 1 min a 13pat

9. Colocar la columna MinElute en un tubo de mierdgdfuga limpio de 1.5 mL.

10. Eluir el DNA, afadir 10 pL de Buffer EB (10 mMRIS-CL, pH 8.5), dejar
reposar la columna por un minuto y centrifugaryoominuto a 13,000 rpm.

h) Preparacion de las diluciones de trabajo de lagenotecas.
Calcular la concentracion de la genoteca en maséqubr microlitro de acuerdo con la
siguiente férmula:
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Foérmula para concentracion de genoteca en moldallas

moléculas (concenrraciﬁn de la muesrra;Tg)x[: 6.022x10%3)
pl N (328.3x10° x(longitud del fragmento)

En base a los calculos anteriores, preparar un@idalinicial (‘stock”) de genoteca a
una concentracion final de 1>¥®oléculas por pL corbuffer TE”.
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APENDICE C

EVALUACION DE LAS GENOTECAS

A) ELECTROFORESIS DE MICROFLUIDOS EN CHIP RNA 6000
Estuche de CHIP RNA 6000 para Electroforesis de Microfluidos Agilent 2100

1.
2.
3.

9.

Encender la computadora.

Encender el Bioanalizador.

Lavar el Bioanalizador con un Chip Blanco con 350jd.agua DEPC (Dimetil
policarbonato), por un tiempo de 10 minutos.

Tomar 550 pL del gel matriz Pico RNA 6000 (tapofoyoy colocarlo en la
columna,centrifugar por 10 minutos a 4000 rpm eselarifuga eppendor 5414R.
Alicuotar 65 pL de este gel filtrado y almacena4°@.

Dar vortex al tubo de tapa azul (colorante) porefj0sdos y bajar el contenido
centrifugando 5 segundos.

A una alicuota de 65 pL del gel filtrado, agretgrl del gel colorante y dar vortex
vigorosamente. Centrifugar 10 min a 13000 g. (abnaca 4 °C en la oscuridad).
Despresurizar el Chip de RNA 6000 en la estacian3@seg. El embolo de la
jeringa debe estar en la posicion 1y la basehdpldebe encontrarse en la posicion
C.

Colocar 9 pL del gel en la posicion de la G.

10.Presurizar 30 seg al liberar el embolo dejar qgeese a su posicion.

11.Colocar 9 pL en los otros dos pozos de la G.

12.Colocar 9 pL de la solucién acondicionadora CSlg@oso CS

13.Colocar 5 pL del marcador de alto y bajo peso nutéeen el pozo de la escalera 'y

en los otros doce pozos.

14.Colocar 1 pL de marcador de RNA en el pozo dsdalera.

15.Dar vortex al chip por 60 seg a 2400 rpm.

16.Seleccionar el programa RNA pico en el Bioanalizado

17.Introducir el chip en el bioanalizador y esperarresultados.
B) CUANTIFICACION DE LA GENOTECA DE ssDNA POR Rl BOGREEN
Estuche de Ribogreen®Cuantificacion de DNA cadenasgcilla.
Estandar de Quant-iTRiboGreen, Buffer TE Tris-H8hQua dietilpirocarbonato, EDTA.
RNA ribosomal estandar.
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Preparacion de soluciones
Preparar el Buffer TE (10mM TRIS-HCL, 1Mm EDTA, PH5) de 20x, a 1x
realizando una dilucién 1:20, con agua al 0.1%ddsil policarbonato.
Adicionar 10pL Quant-iTRiboGreen RNA a 20 mL defeuflE.
Proteger de la luz con un papel aluminio o colocadola oscuridad para no
degradarlo.
Curva estandar de RNA
Preparar una solucién de 2 pg/mL de RNA en bufter en articulos de plastico
libre de nucleasas.
Preparar las diluciones sefialadas en la tabla No. 8
Tabla No. 8 Curva de calibracién del método RiboGgen.

Volumen de TH Vol (uL) de RNA|Vol. (uL) de| Concentracion final
(L) stock [100ng/mL] | dilucién de Quantt del Quant-
iTRiboGreen [tRiboGreen

O puL 50 pL 50 puL 50 ng/mL

25 pL 25 pL 50 pL 25 ng/mL

45 pL S5uL 50 pL 5 ng/mL

49 pL 1pL 50 pL 1 ng/mL

50 uL O puL 50 uL Blanco

Anadir 50uL de la solucion RiboGreen en cada uedad cubetas mezclar e
incubar durante 5minutos a temperatura ambientseuridad.

Encender el fluorometro ajustar a la longitud desode 260 nm.

La curva se hace por triplicado, medir la fluoresi® para generar la curva.
Cuantificacion de la genoteca por Ribogreen®

Diluir la genoteca de ssDNA en buffer TE a un vodun final de 1.0 mL.

Afadir 1.0 mL de la solucion RiboGre®ra cada muestra. Incubar de 5 minutos a
temperatura ambiente, protegido de la luz.

Medir la fluorescencia en el fluorémetro bajo lasdiciones de la curva.

Restar el valor de fluorescencia del blanco a cadade las muestras. Determinar la
concentracion de RNA de la muestra interpolandfiularescencia obtenida en la
curva de RNA.
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APENDICE D

TITULACION POR emPCR EN PEQUENA ESCALA.
(http://454.com/my454/documentation/gs-flx-system/manuals.asp)

Estuche para PCR de emulsiénGS Titanium SV emPCR Kit”

1. Descongelar los reactivos, aproximadamente 30 wsrarttes de su uso.

2. Preparar el aditivo del emPCR, agitar por 5 segsindbse observa precipitado
calentar a 55 °C en el termobloque, si el predipitpersiste centrifugar y utilizar el
sobrenandante. Dejar a temperatura ambiente Hastzngento de su uso.

3. Diluir 1 mL de la solucion “5x MckAmplificationMix” en 4 mL de agua grado
biologia molecular para preparar las solucionesat®jo mantener a cuatro grados
hasta el momento de uso.

4. Preparar la mezcla de amplificacidviX Live Amplificacion’; segun la tabla 9:

Tabla No. 9 Condicions de reaccion de la emPCR a pequefia escala.

Reactivos Para 8 Reacciones*
Agua grado biologia molecular 560

“EmPCRadditive” 720
“5x Mixamplification” 380
“amplificacion primer” 110
“EmPCRENzymeMix” 100
Ppiasa 4

Total 1874

*Son ocho reacciones porgue son 4 puntos en la dertitulacion para cada genoteca.
5. Preparar el buffer de lavado de perlas de ca@ulx, a partir del “10<apture
BeadWash Buffer Tw'ton 9 mL de agua biologia molecular.
6. Resuspender perfectamente las perlas de captura.
7. Tomar 80 pL de perlas de captura por tubo aecién, es decir, 640 pL de perlas de
captura y colocarlas en un tubo Eppendorf previaeneriulado.
8. Precipitar las perlas centrifugando el tubod@en una minifuga.
9. Retirar el sobrenadante sin llevarse ninguniaper
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10. Lavar dos veces las perlas con 1mL de buffdadedo de perlas, centrifugando,
retirando sobrenadante y volviendo a centrifugar.

11. Resuspender las perlas con 320 uL de bufféav@delo de perlas, y repartir 40 pL
de perlas en cada tubo previamente rotulado queowdéener a cada una de las
genotecas.

12. Adicionar el volumen de la genoteca a cada ft{ibb a 1 cpb) en base a las
soluciones de trabajo que se prepararon. Ver tébld 0.

cpb x 2.4x10° perlas por tubo

moi)

ul de genoteca por tubo =
concentracién de la genoteca (E

Tabla No. 10. Copias de DNA por pela (cpb) para cadgenoteca a secuenciar.

0.1cpb 1 pL de sol. de trabajo 1x10° mol/pL

0.3cpb 3 uL de sol. de trabajo 1x10° mol/uL

0.5cpb 4.8 pL de sol. de trabajo 1x10° mol/pL
1cpb 9.6 pL de sol. de trabajo 1x10° mol/pL

por 5 segundos cada uno de los tubos para memctansenido, dejar los tubos a 4 °C.

14. Preparar 8 tubos de aceite para realizar lds@muy marcarlos con los siguientes
puntos, 0.1, 0.3, 0.5y 1 cpb para cada genoteca.

15. Agitar en el TissueLyserll”’por 2 minutos a 25 Hz.

18. Adicionar 290 pL de la solucion 1kbck”, invertir tres veces cada tubo.

19. Colocar en elTissueLyser II"los 8 tubos y mezclar a 25 Hz por 5 min.

20. Adicionar el volumen correspondiente de la feede enzimas y la PPiasa a la mezcla
de amplificacién, agitar perfectamente.

21. Adicionar 215 pL de la mezcla de amplificacéoada tubo con perlas de captura y la
genoteca.

22. Agitar perfectamente por 5 segundos.

23. Transferir los 260 puL a los tubos que contiezleacteite con la soluciomiock”.

24. Invertir tres veces los tubos suavemente pazlar contenido.

25. Colocar en elTissueLyser II"y agitar a 15 Hz por 5minutos.
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27. Marcar una placa de 96 pozos, seleccionar deenltde pozos para cada punto de
titulacion, es decir, un par de hileras para 0.lcpbtro par para 0.2cpb, y asi
sucesivamente.

28. Depositar 100 pL de la mezcla de emulsién d& gaunto de la curva en cada pozo
asignado a dicha dilucién (aproximadamente 10 pppogunto de titulacion), con ayuda
de un pipetador automatico de 1 mL.

33. Sellar perfectamente la placa con una micéamido que se formen burbujas de aire.
34. Colocar en el termociclador para placas de @fog seleccionando el siguiente
programa mostrado en la fig. 24.

45min

Desnaturalizacién Amplificacién (40 ciclos) Extension Final

Fig. 24 Condiciones del emPCR a pequefa escala.

Rompimiento y recuperacion de perlas con DNA deemPCR.

1.

Sacar del refrigerador el estuche “emPCRBeadRegReagent€nhancing Fluid
TX y buffer Anneling TX atemperar por 30 minutos”.

Recuperar los microreactores del emPCR con ayudandeeringa de 10 mL y
aguja de punta roma calibre 16, utilizar una jeaipgr punto de titulacion.

Subir y bajar el embolo de la jeringa para elimielaaire.

Aspirar con la jeringa suavemente el contenidoatkaano de los pozos. Por cada
punto de titulacion ensmall volumen”son aproximadamente 10 pozos, es decir un
total de 1 mL.

Lavar los pozos de la placa para recuperar el maglamen posible de la reaccién
de emPCR con 100 pL de isopropanol.

Subir y bajar el contenido con ayuda de la pigstalas paredes de los pozos.

Para lavar las perlas se coloca un filtro pirirdéa40 um en la jeringa, en el lugar
de la aguja y se elimina el isopropanol al pasaroetenido de la jeringa por el
filtro, quedando las perlas en la membrana.

Invertir la jeringa y tomar 3 mL de aire.
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9. Lavar las perlas con 3mL de isopropanol,

10.Colocar la jeringa con el filtro sobre un papelabsnte en el vértex y agitar por
de 5 segundos.

11.Desechar el contenido de la jeringa en un envaseskrhos que contenga cloro.

12.Realizar los pasos 11, 12 y 13 tres veces.

13.Nuevamente invertir la jeringa y tomar 3 mL de aire

14.Tomar 3mL de buffer Enhancing XT

15.Agitar en el vortex por 5 segundos y desechédnaido.

16.Repetir estos pasos tres veces.

17.Nuevamente tomar 3 ml de aire.

18.Recuperar las perlas en un tubo Eppendorf de 1,7melviamente rotulado. Tomar
“buffer Enhancing XThasta la marca de la jeringa de 0.5 mL.

19.Agitar en el vortex por 5 segundos e invertir langa, al mismo tiempo jalar el
émbolo hasta despegar las perlas de la membraoacgmtrarlas en la solucién. El
contenido de la jeringa sé transfiere a un tulppeBdorf debidamente rotulado,
quitando previamente el filtro.

20.Repetir este procedimiento hasta que la soluci@ sl encuentra en la jeringa
guede totalmente translucida.

21. Si el tubo que contiene las perlas se llena lsstadxima capacidad, centrifugar el
tubo y eliminar el sobrenadante.

Enriquecimiento de las perlas con DNA.

i) Preparacion del enquecimiento indirecto.

1. Centrifugar las perlas recuperadas por 20 seguamdaesxima velocidad y adicionar
1 mL de soluciérMeltl25 pL de NaOH (10N) en 9.875 mL de agua de grado
biologia molecular) al tubo que contiene las peyldar vortex. Incubar 2 minutos a
temperatura ambiente.

2. Centrifugar a maxima velocidad por 10 segundotrr@80° y centrifugar de
nuevo. Descartar sobrenadante.

3. Repetir este pas6 una vez mas.

4. Anadir ImL de"Buffer Anneling” a cada uno de los tubos con perlas y dar vortex.
Centrifugar a maxima velocidad por 10 segundo&rr@80° y centrifugar de
nuevo. Descartar sobrenadante

5. Repetir el paso anterior una vez mas.

6. Resuspender las perlas en 200uLBleffer Annealing”y dar vortex.

7. Tomar una alicuota de 3 pL y adicionar a una cut@tal0 mL deisoton II” para
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8.
9.

contar el numero de perlas con DNA presentes esollzcion en el contador de
particulas en el BeckmanCoulter Z10, para detenm@ha®o de recuperacion de
éstas. Un porcentaje de recuperacion adecuadd 85%e=n adelante.

Namero de perlas recuperadas
% de perlas recuperadas = x100
24x10%perias para un volumen a menor escala

Centrifugar — rotar 180° - centrifugar y descaelesobrenadante.
Anadir 30 puL de Buffer Annealing XT” por tubo agitar.
a. 6 puL de para

10.Colocar los tubos en un termobloque a 65 °C dur&ntminutos, y después

rapidamente enfriar en hielo durante 2 minutos.

11. Andadir 500 pL de Enhancing Fluid XT”por tubo y agitar. Centrifugar — rotar

180°- centrifugar y descartar el sobrenadante.

12. Repetir el paso anterior.
13.Anadir 800 uL deEnhancing de Fluid XTpor tubo y agitar.

i)
1.

n

Prepacion de las perlas de enquecimiento.

Dar vortex al tubo con perlas de enriguecimientoadie 1 minuto para volver a
suspender completamente su contenido.

Transferir 20 pL de perlas de enriguecimiento dubss.

3. Formar un pellet” de las perlas de enriquecimiento usando el Coragnt de

N o o A

8.
9.

particulas magnéticas (MPC).

Eliminar el sobrenandante, teniendo cuidado deéevaise pelas.

Afnadir 500 pL de Enhancing Fluid XT"y dar vortex.

Formar ‘pellet” de las perlas de enriquecimiento, usando el MPC.

Descartar el sobrenadante, cuidadosamente de warsée ninguna perla de
enriquecimiento.

Repetir el paso 4 a 6.

Después de descartar el sobrenadante, removeiblas del MPC.

10.Adicionar 20 pL de Enhancing Fluid XT”por tubo de aceite de emulsion y dar

vortex.

iii) Enriquecimiento de las perlas acarreadoras de DNA

1.

2.

Adicionar 20 pL para un SV de las perlas de endopiento lavadas a cada uno de
los tubos que contiene las perlas con DNA amptifica
Agitar los tubos en ellabguake”a temperatura ambiente (entre +15y
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+25 ° C) durante 2min.

3. Formar un‘pellet” en el MPC esperar de 3-5minutos.

4. Invertir el MPC tres veces.

5. Descartar cuidadosamente el sobrenandante con ajudaa pipeta de 1000 pL

tratando de no llevarse ninguna perlar.

recoger el sobrenadante que contiene a las @arlenriquecidas.

Lavar los perlas con 500 pL derthancing XT"por tubo

Retire los tubos de la MPC vy agitar

Colocar los tubos de nuevo en el MPC para que sszden las perlas en la

pared del tubo con el iman.

10.Invertir el MPC.

11.Elimine con cuidado el sobrenadante de cada tubaioa pipeta 10@l, teniendo
cuidado de no extraer las de perlas enriquecidas.

12.Repita los pasos 3a 6 veces hasta que las p&tasab de DNA ya no se
encuentren en el tubo.

13. Recoger los sobrenadantes de cada lavado, pateoleogue se haya lavado
completamente.

iv) Recoleccion de las perlas enriquecidas de DNA

1. Retire los tubos con perlas de enriquecimientoMieC y resuspender epéllet”
con 700ul de “Solucion Melt”

2. Agitar por 5 segundos y colocar los tubos en el MB&ta formar elgellet”.

Invertir tres veces.

4. Transferir el sobrenadante que contiene las pemasjuecidas a tubos rotulados
con las marcar 0.1, 0.3, 0.5 y 1cpb.

5. A este tubo se centrifuga, para eliminar el soltante, centrifugar-rotar 180°-

centrifugar.

Adicionar al tubo que con perlas enriquecidas offiul de “soluciéonMelt”.

Agitar por 5 segundos, colocar en el MPC hastadorpellet.

Transferir el sobrenadante a los mismo tubos goBeseen las perlas enriquecidas,

. Desechar los tubos de enriquecimiento.

10.Centrifugar-180°-centrifugar eliminar el sobrenaeatte los tubos que contienen las
perlas enriquecidas.

11.A estos mismos tubos adicionar 5@0de “Buffer Annealing XT'por tubo y agitar
por 5 segundos.

12.Centrifugar-rotar 180°-centrifugar descartar sobdamte.

© ©o N

w
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13.Repetir los lavado corBuffer AnnealingXT'dos veces mas.
14.Resuspender las perlas cada pellet conl 8@ “buffer Annealing XT'y agitar.

b) Adicion del iniciador de secuenciacion de lasegotecas enriquecidas

1.

Adicionar 6 ul primer de secuenciacion a cada uno de los tulwos perlas
enriguecidas que contienen @de “Buffer AnnealingXT".
Colocar los tubos en el termobloque a una temperatei 65 °C por 5 min.

3. Inmediatamente colocar en el hielo por 2 min.
4. Anadir 500ul de “Buffer AnnealingXT’por tubo, agitar por 5 seg, centrifugar-rotar-

© N o g

centrifugar y descartar sobrenadante.

Repetir este procedimiento tres veces conb@@ “Buffer AnnealingXT".

Adicionar 100ul de “Buffer AnnealingXT’a cada uno de los tubos.

Medir el volumen que tiene cada tubo con ayudandepipeta de 1004.

Tomar una alicuota de @ y adicionar a una cubeta con 10 mL dsoton II”,
realizar un conteo, con ayuda del contador de quéas BeckmanCoulter, para
obtener el % de enriquecimiento.

Calcular el % de enriquecimiento con la siguiedteniula:

_ _ Namero de perlas contad as
% Perlas enriquecidas = x100
2.4x10® namero de perlas a mayor escala

10.Guardar las perlas a +2°C o 8°C, las cuales seé&erglie secuenciar a mas tardar

en dos semanas.
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APENDICE E

AMPLIFICACION CLONAL DE LAS GENOTECAS POR EMPCR A G RAN
ESCALA. http://454.com/my454/documentation/gs-flx-system/manuals.asp)

Estuche PCR de emulsioriGS Titanium emPCR Reagents MV”

1. Repetir pasos 1y 2 como en el procedimiento d&titon de las genotecas.
2. Diluir 2 mL de la soluciorn'5x MockAmplificationMix’en 8 mL de agua grado
biologia molecular.

3. Prepar la mezcla de amplificaciohlix Live Amplificacion”,como se muestra en la
tabla No.11.

TABLA No. 11 Condiciones de reacciéon de la emPCRgran escala.

Reactivos 8 Reacciones*

Agua grado biologia 2400 pL
molecular

“EmPCRadditive” 3000 pL
“5x Mixamplification” 1560 pL
Amplificacion primer 460 uL
EmPCRENnzymeMix 400 pL
PPiasa 10 pL
Total 7830 pL

*Son ocho reacciones porgque cada genoteca searatiar duplicado.

4. Preparar el buffer de lavado de perlas deucat 1x, a partir del buffer de perlas
de captura de 10x, mezclando 1mL de este con 9nflgda biologia molecular.

5. Agitar perfectamente el tubo que contiene &daspde captura para resuspenderlas.

6. Tomar 230 pL de perlas de captura por tubaedecion, es decir, 920 pL de perlas
de captura y colocarlas en el tubo limpio que sdo@nteriormente.
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7. Precipitar las perlas centrifugando el tuboXibseg en una minifuga.

8. Retirar el sobrenadante sin llevarse ningumiape

9. Lavar dos veces las perlas con 1 mL de buffeadado de perlas, centrigufando,
retirando sobrenadante y volviendo a centrifugar.

10. Resuspender las perlas con 640 pL de buffpedas de lavado, y repartir 80 pL
de perlas en cada tubo previamente rotulado que weantener cada una de las
genotecas.

11. Adicionar el volumen de genoteca a cada tubbase a las soluciones de trabajo
gue se prepararon con la siguiente formular, adelm#&ss volimenes se muestran en la
tabla No. 12.

. ng ! 237
moléculas _ (concenrracaun de la muesrrauT)xl_ 6.022x10-% )

pl N (328.3x10%)x(longitud del fragmento)

TABLA No.12 Volumen de genoteca a amplificar a gn escalar

Genoteca a amplificar Volumen adicionar de genoteca
4553H (AyB) por duplicado 8.5uL
4553C (AyB) por duplicado 11.3 uL
5505 H (AyB) por duplicado 2.83 uL
5505C 0.1 2.83 L
5505 C 0.05 1.41 pL

12. Agitar por 5 segundos cada uno de los tubas pazclar su contenido, dejar los tubos
a4°C.

13. Preparar 8 tubos de aceite para realizar ldsgnuy marcarlos con los nombres de
cada una de las muestras a amplificar.

14. Agitar en el Tissuelyer II”por 2 minutos a 28Hz.

15. Adicionar 1mL de la “solucidklock” 1x, preparada anteriormente.

16. Colocar en elTissuelyer I los 8 tubos y mezclar a 25Hz por 5min.

17. Adicionar el volumen correspondiente de la f@ede enzimas y la ppiasa a la mezcla
de amplifiacion, agitar perfectamente. Ver tabla.5\

18. Adicionar 875 puL de la mezclMix Live Amplificacion’; a los tubos con perlas de

captura y genoteca.

19. Agitar perfectamente por 5 seg.
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20. Transferir los 1000 pL de la mezcla anteritwsatubos que contienen el aceite con la

solucién “mock”.

21. Invertir tres veces los tubos suavemente patler contenido.

22. Colocar el Tissuelyer 11"y agitar por a 12 Hz por 5 min.

23. Marcar una placa de 96 pozos, seleccionar deenltde pozos para cada punto de

amplificacion.

24. Depositar los primeros 100 pL de la mezclardelgon de cada punto de la curva en

cada pozo asignado a dicha solucion (aproximadame@0t pozos por punto de

amplifiacion), con ayuda de un pipeteador autoroatie 1 ml.

25. Sellar perfectamente con una mica, evitandasguerme burbujas de aire.

26 Colocar en el termociclador para placas de ¥ goseleccionar el mismo programa

utilizado en el la titulacion de las genotacas.

Rompimiento y recuperacion de las perlas con DNAmaplificado de emPCR.

1. Armar el estuche de rompimiento y recuperaciénatap como se muestra en la figura
25.

nhﬁ:lh

Fig. 25 Dispositivo para la recuperacion de laslsiones.

2. Aspirar todas las emulsiones de los pozos unavadacompletando las 5 hilares por
muestra.

3. Las emulsiones se recolectaran en un tubo de 50 mL.

4. Lavar los pozos de la placa para recuperar el maglomen posible de la reaccion de
emPCR con 100 pL.

5. Una vez realizado todos los lavados, desarmarteties de rompimiento y tomar el

tubo de 50 mL.

Adicionar al tubo isopropanol hasta la marca delO

Centrifugar a 930 g por 5 min, para formar un p&do.

Remover cuidadosamente el sobrenadante.

Adicionar 20 mL de Buffer Enhancing”al mismo tubo, dar vértex y resuspender el

contenido.

10. Centrifugar a 930 g por 5 min y descartar el saimdante.

11. Adicionar 35 mL de Isopropanol y volver a centrdg 930 g por 5min, descartar el
sobrenandante.

© © N
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12.Adicionar 35 mL de Etanol, centrifugar a 930g pornbnutos y descartar el

sobrenadante.

13.Volver a adicionar 20 mL d@8uffer Enchancing”resuspender mezclando.
14.Centrifugar a 930g y descartar el sobrenadantendejas perlas con 2 mL d8uffer

Enhancing”.

15. Transferir el contenido de cada uno de los tulS@mML a tubos de 1.7mL, teniendo

ahora 8 tubos de 1.7 mL un para cada una de lastrase

16. Centrifugar cada uno de los tubos descargar eésahdante.
17.Repetir la recoleccion de las muestra del tuboGdeb
18.Enguajar los tubo de 50 mL con 500uL dRuffer Enhancing’lavar dos veces dando

un centrifugar-rotar 180-centrifugar y descartasaddrenadante.

a) Enriquecimiento de la genoteca de DNA unido a lasgplas

. Centrifugar las perlas recuperadas por 20 seg ama&elocidad y adicionar 1mL de
solucion “Melt” al tubo que contiene las perlas y dar voértex. lacub minutos a
temperatura ambiente.

. Centrifugar a maxima velocidad por 10 segundosrrd80° y centrifugar. Después
descatar el sobrenadante.

. Repitir este paso6 una vez mas.

. Afadir 1 mL de Buffer Anneling”a cada uno de los tubos y dar vértex. Centrifagar
méaxima velocidad por 10 seg, rotar 180° y centdfugle nuevo. Descartar el
sobrenadante.

. Repetir el paso anterior una vez mas.

. Resuspendar las perlas en 500 uLBleffer Annealing”y dar vortex.

. Tomar una alicuota de 3 pL y adicionar a una cubetal0 mL deisoton II” para
contar el numero de perlas con DNA presentes egolacion en el contador de
particulas en el BeckmanCoulter Z10, para detem@h&o de recuperacion de éstas.
Un porcentaje de recuperacion adecuado es del 85 #delante. Los porcentajes se
obtuvieron con la siguiente formula:

Namero de perlas contadas
% Perlas recuperadas = x100
9.6x10% namero de perlas a mayor escala

. Centrifugar- rotar 180°-centrifugar y descartas@renadante.
. Anadir 30 pL de Annealing Buffer XT"por tubo y adicionar 12 pL de iniciador de
enriguecimiento por tubo de reaccion.
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10.Colocar los tubos en un termobloque a 65 °C dur@mein, y después rapidamente
enfriar en hielo durante 2 min.

11. Afadir 500 pL de Enhancing Fluid XT”por tubo y agitar. Centrifugar- rotar 180-
centrifugar y descartar el sobrenadante.

12. Repetir el paso anterior.

13. Aiadir 800 pL deEnhancing de fluid XTpor tubo y agitar.

14.Dar vortex al tubo con perlas de enriquecimientadie 1 min para volver a suspender
completamente su contenido.

15. Transferir 40 pL de perlas de enriquecimiento aubss.

16.Formar un*“pellet” de las perlas de enriquecimiento usando el Coraxmtrde
particulas magnéticas.

17.Eliminar el sobrenandante, teniendo cuidado ddevarse pelas.

18. Afiadir 1 mLde Enhancing Fluid XT"y dar vortex.

19. Formar ‘pellet” de las perlas de enriquecimiento, usando el MPC.

20.Descartar el sobrenadante, cuidadosamente de warske ninguna perla de
enriquecimiento.

21.Repetir el paso 4 a 6.

22.Después de descartar el sobrenadante, removebos del MPC.

23. Adicionar 40 pL de Enhancing Fluid XT"por tubo de aceite de emulsion y dar voértex.

i) Preparacion de las perlas de enquecimiento.

1. Adicionar 40 pL para amplificacion a gran escalaViMde las perlas de
enriguecimiento lavadas a cada uno de los tuboscqusene las perlas con DNA
amplificado. Y realizar el mismo procedimiento @eeparacipon de perlas de
enriguecimiento para el emPCR a menor escala.

il) Recoleccion de las perlas enriquecidas

1. Retirar los tubos con perlas de enriquecimientoMC y resuspender el pellet con
700l de “SolucionMelt”.

2. Agitar por 5 seg y colocar los tubos en el MPC &#stmar el pellet” e Invertir tres
veces.

3. Transferir el sobrenadante que contiene las perleguecidas a tubos rotulados con el
nombre de cada uno las genotecas a secuenciar.

4. A este tubo se centrifuga, para eliminar el soldente, centrifugar-rotar 180-
centrifugar.

5. Adicionar al tubo que con perlas enriquecidas offiiul de “solucionMelt”.

6. Agitar por 5 segundos, colocar en el MPC hastadoripellet”.
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7. Transferir el sobrenadante a los mismo tubos qoBerwen las perlas enriquecidas,

8. Desechar los tubos de enriquecimiento.

9. centrifugar-rotar 180-centrifugar y eliminar el saadante de los tubos que contienen
las perlas enriquecidas.

10. A estos mismos tubos adicionar 5dGe “Buffer Annealing XT'por tubo y agitar por
5 seg.

11. Centrifugar-rotar 180-centrifugar descartar sobdange.

12.Repetir los lavado con eblffer Annealing XT'dos veces mas.

13.Resuspender las perlas cdgdallet” con 60ul de “buffer Annealing XT"y agitar.

b) Adicion de iniciador de secuenciacion de las getecas enriquecidas.

1. Adicionar 12 ul primer de secuenciacion a cada uno de los tulws merlas
enriquecidas que contienen @de “buffer Annealing”.

2. Colocar los tubos en el termobloque a una temperat 65 °C por 5 min.
Inmediatamente colocar en el hielo por 2minutos.

4. Anadir 500pl de “Buffer Annealing”por tubo, agitar por 5 segundos, centrifugar-rotar

180-centrifugar y descartar sobrenadante.

Repetir este procedimiento tres veces conb@@ “buffer annealing”.

Adicionar 1000ul de “buffer Annealing”a cada uno de los tubos.

Medir el volumen que tiene cada tubo con ayudandepipeta de 10Q0.

Tomar una alicuota de3 y adicionar a una cubeta con 10 mL dsoton II”, realizar

un conteo, con ayuda del contador de particulakrBaxsCoulter, para obtener el % de

enriguecimiento.

9. Calcular el % de enriquecimiento con la siguiedteniila:
. . Namero de perlas contadas
% Perlas enriquecidas = — x100
9.6x10°% namero de perlas a mayor escala
Guardar las perlas a +2°C o 8°C, las cuales sedemlie secuenciar a mas tardar

en dos semana

© N o g
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APENDICE F

SECUENCIACION EN EL SECUENCIADOR 454,
(http://454.com/my454/documentation/gs-flx-system/manuals.asp)

Estuche de pre-lavado Sequencing kit; Estuche de mi@nimiento “GS FLX
MaintenanceWashReagents Kit"Estuche de secuenciacionGS TitaniumSequencing
Kit XLR7” y Placa de secuenciacionGS FLX TitaniumPicoTiterPlate Kit 70x75”

a) Prelavado

1. Encender el equipo e introducir la contraseéeecl

2. Una vez encendido dar dobtdik” en el icono del escritorio que ditstart”

3. Después darcfik” en el software que esta sobre el escritorio que 8equencing 454
donde abrird una ventana que es la ventana prirdgpaplicaciones del 454.

4. Una vez dentro daclick” en Administrador y enseguida ésing in” aparecera la
ventana principal de estado del 454.

5. Preparar los reactivos necesarios para readizgrelavado, comenzado abriendo la
compuerta exterior y elevar la puerta de fluidasgoonpleto.

6. Retirar la bandeja de reactivos anterior y véda fluidos remanente en un recipiente de
basura

7. Enjuagar el cartucho de reactivos vacio con agliante de la llave.

8. Secar todas las superficies exteriores conaaikatde papel.

9. Retirar y desechar los tudos llamadsgpger” popotes que toman el contenido de los
tubos de reactivos. Una vez desechados cambiaigeadées.

10. Remplazar lo%sipper” tubos por nuevos.

11. Preparar el cartucho de prelavado colocandaldds pequefios y 4 tubos grandes en el
cartucho, rellenando estos con buffer de prelawasisertando el cartucho nuevamente en
el secuenciador.

12. Una vez dentro cerrar todas las compuertas.

13. Ahora en la computadora del equipo, en la ventel programa seleccioratart” vy
escoger el procedimiento en este caso es pre-l&&gldacionar siguiente.

14. En la siguiente ventana que muestra el establequipo y el foco o let de esta en la
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superficie del equipo comenzara a parpadear delon\erde.
15. El procedimiento de prelavado dura aproximaddéenel hr, mientras este
procedimiento se realiza se prepara la PicoPlaca.

b) Preparacién del dispositivo de la PTP
Preparar el buffer de perlas (BB2)

1.

ook wbhpRE

Afadir 1.2 mL de'SupplementTitanium”a la botella de 200 mL de buffer de perlas
pre-enfriado, tapar y mezclar por inversion.

El tubo que contiene a la apirasa se descongeleopapleto.

Afadir 34 pL de apirasa a la botella de buffer @otmente preparada, mezclar

suavemente por inversion y devolver la botellaigloh Ahora ha quedado preparado el
buffer de perlas 2 0 BB2

Retirar la picoplaca de sus empaques con una mama@ueantes y colocarla en una

bandeja de plastico limpia.

Anotar el ID de la picoplaca, esté es un numerd dHgitos el cual se anota en la

ventana del software en el momento de realizazdaenciacion.

Sumergir la PTP en buffer de pelas 2 (BB2) por lenas 10 minutos a temperara
ambiente hasta que estan lista las capas de peckEgar en ella. Mantener el resto de
BB2 en hielo.

. Lavar la junta y empaque de plastico de 8 regidla@sado“Gasket” dentro de un

frasco que contenga buffer de lavado, agitandotdoemte por 30 seg. Una vez
terminado secar al aire sobre una toalla de papel.
Lavar el dispositivo cargador de perlas con bufiedavado con un cepillo de cerdas
suaves Yy dejar secar al aire sobre una toallagelp

Preparacion de las perlas que contienen enzima

i) Preparacion de las perlas de empaquetamiento

Lavar tres veces las perlas.

Adicionar 1 mL de BB2 al tubo que contiene las gede empaquetamiento
Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante, cerrar el tubo y dar xdréga resuspender el contenido.
Volver a centrifugar, realizar este procedimiemt® tres veces.

En el Ultimo lavado resuspender con 550 pL de BBalgcar el tubo que contiene las
perlas de empaquetamiento en el hielo.

ii) Preparacion de las perlas control y muestra
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1. Calcular en base a la siguiente tabla la cantidgadotbimen de la genoteca amplificada

clonalmente a gran escalar a cargar en la Picgptacaomo se indica en la tabla
No.13.
Tabla No. 13 Preparacion de las perlas de DNA panana regién en volumen
mediano de la PTP.

Tamafo de laj Tamafio de laf Numero de | Volumen de | Volumen final
region a PTP perlas de perlas control| después de la
cargar DNA a cargar| de DNA (uL) | centrifugacion
por region (uL)
Mediana 70x75 340 000 (x8 6 (x8) 1x8)

. Adicionar

. Dar vortex a cada una de las genotecas amplificadesnsferir la cantidad necesario
de perlas a tubos limpios de 1.7 mL utilizando wipot para cada region, es decir 8
tubos.

. Adicionar la cantidad de perlas control segun ldataa cada uno de los tubos que
contiene la genoteca amplificada.

. Centrifugar las perlas 1000 rpm por 1 min, rotaubb volver a centrifugar por 1 min.

. Calcular el volumen de sobrenadante a quitar peajar @&l volumen indicado en la
columna 5 de la tabla anterior.

. Retirar el volumen calculado en el paso anterigijadosamente, teniendo cuidado de
no remover el pellet.

. Prepara el Mix de incubaci@” de las perlas en un tubo limpio de 15 mL, datesda
los tubos que contiene el cofactor de polimeraB& polimerasa y adicionar al tubo
de 15 mL, 1570 puL de buffer BB2, 150 uL de cofag@olimerasa y 300 pL de DNA
polimerasa mezclar perfectamente.

140 pL de la mezcla anterior a cada deolos tubos que contienen la
genoteca mas las perlas control de DNA.

. Ahora se incuban por 15 min a temperatura ambientain rotador, el tiempo de
incubacion no debe de exceder los 15 min.

10.Dar vortex a las perlas de empaquetamiento y deb&B2, transferir los siguientes

volimenes a los tubos anteriores, 45 pL de pedesnipaquetamiento y 125 uL de
BB2, dar vortex e incubar por 5Sminutos a tempesa#umbiente en un rotador.

Preparacion de las perlas de enzima y ppiasa
Estos dos tipos de perlas se lavan en paralelob&s {por separado.
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. Dar vortex y formar pellet a las pelas de enzimppigsa con ayuda de concentrador de

particulas magnética (MPC) durante 30 seg, re@tasobrenandante y remover los
tubos del MPC.

Lave las perlas de enzima y ppiasa tres veces c¢oh de BB2 para cada uno de los
tubos de que contienen enzima y para el tubo qogeoe la ppiasa 500uL deBB2
mezclar dando vortex.

Después del tercer lavado, afiadir 1ImL de BB2 a cadade los tubos de perlas de
enzimas y 500uL de BB2 ala tubo de perlas de ppiastas se mantiene en hielo hasta
Su uso.

Estas perlas corresponden a las capas 1, 3 ydosien 3 las perlas de enzimas y 4 son
las pelas de ppiasa.

Preparar las capas 1,3 y 4 en tres tubos limpal&ae las diluciones mostradas en la
tabla No.14.

Tabla No. 14 Dilucién de las perlas de enzimas y @piasa para las capas 1, 3y 4

Capa de parlas BB2 uL Perlas de Perlas de Total de
enzima pL ppiasa volumen pL
ML
Capa 1 3250 550 3800
Capa 2 2500 1300 3800
Capa 4 3340 460 3800

e) Emsamble de la BDD, PTP Y GASKET

1.

Usando una mano con guantes, retirar el disposiEV® del bafio de BB2, la

manipulacion es solamente por los bordes

Limpiar la parte posterior de la PTP con un pagelmolde que este complemente
seco, pero teniendo cuidado del lado de los pozRerszque.

Colocar el pico placa sobre el dispositivo cargaderperlas (BDD) alineando las

muescas en las esquinas del dispositivo de la ReFFg base de la BDD.

Coloque el dispositivo para cargar las perlas eskdiene los orificios que funcionan

como ventilas y los orificios que funcionan paregeala muestra sobre la PTP y BDD.

Presionando firmemente hacia abajo los dispositisokir los seguros quedando
firmemente unido y listo para comenzar la deposide las capas de perlas.

f) Deposicion de las capas de perlas

i) Capal
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A la capa 1 de perlas dar vortex durante 5 seg.

Tomar 325 pL y adicionar rapidamente, en una sat#a por el orificio de carga a la
Picoplaca en la primera region de las 8 regiones.

Centrifugar a 1620 g por 5 minutos

Remover de la centrifuga y descartar el sobrenadsudvemente por las orifiacios de
la ventilacion.

Repetir estos pasos para las 7 regiones restantes.

i) Capa?2

Remover los tubos del rotador.

Mezcla subiendo y bajando con una pipeta.

Usando una pipeta adecuada tomar 325 L y depesitarprimera region.
Nuevamente mezcla subiendo y bajando para volveesaspender las perlas y
adicionar a la otra region. Repetir estos pasas gaota una de las regiones.

Tapar los orificios de carga Yy los orificios de ti@acion con un “masking”.

Centrifugar a 1620 g por 10 min.

En este momento cambiar los guantes.

Mover la placa de la centrifuga y retirar el solagamte. (Recuperar el sobrenadante)
iii) Capa 3

. Dar vértex por 5seg al tubo que contiene la capendanas 3.
. Tomar 325 pL de perlas y adicionar a la primer#reg

Antes de cargar la siguiente region mezclar sulsigniohjando con ayuda de una pipeta
para resuspender las perlas.

Tapar los orificios de carga y ventilacién con uasking.

Centrifugar a 1620 g por 5 min.

Remover y descartar el sobrenadante

iv) Capa 4

Dar vortex por 5 seg al tubo que contiene la capantimas 4.

Tomar 325 pL de perlas y adicionar a la primer#&reg

Antes de cargar la siguiente region mezclar sulsigniohjando con ayuda de una pipeta
para resuspender las perlas.

Tapar los orificios de carga y ventilacién con uaisking.

Centrifugar a 1620 g por 5 min.

Remover y descartar el sobrenadante.

d) Corrida de secuenciacion

a) Remover los tubos de prelavado
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ii)
1.
2,
3.

Una vez terminado el prelavado dali¢k Ok”

Abrir la compuerta de de reactivos y levantar pmtde los Sipper” tubos

Remover los tubos de pre-lavado de la charolaatdives y desecharlos en la basura.
Limpiar la superficie externa con etanol al 50%

Preparar los reactivos secuencia
Adicionar 6.6mL de TitamiumSuplement CBhas 1000 pL a una botella de buffer CB
Tapar y mezclar por inversion
Colocar del lado derecho del catucho y manteresrlfyio.
Diluir 5 pL de PPiasa en 45 pL dmhibidor TW” en un tubo de 1.7mL.
En la charola de reactivos se deben suplementas sermuestra en la tabla No. 15.

Tabla No. 15 Orden de preparacién y carga de logactivos de secuenciacion.

En la posicion 1 | En la posicién 9 | En la posicién 11| En la posicion 10
Tubo 1 Tubo 9 Tubo 11 Tubo 10
Adicionar 1 tabla | Adicionar 13.2 pL| Adicionar 260 pL | Adicionar 3000 pL
de Hipoclorito de de la PPiasa de buffer de de buffer dATP

sodio diluida apyrasa
Cambiarlos | ------ Cambiar los Cambiar los
guantes guantes guantes

Invertir 20 veces la chérala de reactivos para taest contenido asegurar de disolver

su contenido que no haya precipitado en los tubos.
Remover las tapas de los tubos vy las tapas dmtalias.
Cargar los reactivos en el secuenciador, cerraidapuertas.

Limpiar el cartucho de la PTP
Dar“click” en la ventana principal del software en el icamdock”

Mover la manivela hacia abajo lentamente.

Remover la PTP del cartucho presionando la cejidalizando hacia fuera la PTP
presionando hacia abajo y con ayuda de una pietiggria junta.

Limpiar la superficie del cartucho con etanol a¥b@ermitir que estd seque al aire
completamente.

Limpiar la cara frontal de la cara de CDC con ufiygdo “Zeiss” humedo y permitir
secar al aire.
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iv) Parametros a seleccionar en el Software para realila corrida de secuenciacion
GS sequencer

En la ventana principal de estado seleccitstar”

Seleccionar el procedimientséquencingrun’y dar clic er‘next”

Introducir el ID y el codigo de barras de la PTé&ay clic enf‘next”

Introducir el nombre de la corrida y en qué lugardesea guarda, una vez dato el

parametro, dar clic eméxt”

. Ahora seleccionar el Kit utilizado para secuentadR 70", dar “click” en“next”

Seleccionar el nimero de regiones que se van &rsgau en este caso seleccionar “8

regiones” y dafclick” en“next”.

7. Seleccionar el nimero de ciclos a realizar “20si¢ dar ‘click” en“next”

8. Seleccionar el tipo de procesamiento de los dataglos “seleccionar solo
procesamiento de imagenes”

9. Seleccionar como se van a respaldar los datos derfiga y en que ubicacion se van
contar.

10. Introducir comentarios finales después de estatseduce la nueva PTP.

V) Insertar la PTP y comenzar la corrida

Instalar la junta o sello del cartucho

Presionar suavemente la junta o sello del cartaohayuda de unas pinzas

Presionar la pastafia del cartucho de la PicogRER) para levantar el marco.

Después de la centrifugacion de la cuarta capareti sobrenadante.

Sacar la Picoplaca de los dispositivos cargadergredas.

Sujetar la Picoplaca por el borde sin tocar lagplaetéalica.

Deslizar la PTP en el marco del cartucho con la oatalica boca abajo.

Asegurar que la muesca de la PTP quede en la esgtenior derecha

Limpiar la parte trasera de la PTP con un pafiuefoun movimiento sueva hacia la

cara de la camara.

10.Cerrar el marco de la PTP y cerrar la puerta damaara.

11.Dar“clik” en “Start” en la ventana principal del software para comelazeorrida de
secuenciacion.

NP
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APENDICE G

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS.

a) GS RUN BROWSER

Desde el escritorio d&enomeSequencer Fldar doble clic en GS RUN BROWER. Una

vez abierta la ventana de la aplicacion dar clitagrestafa de “data”

1. Desplegara procesamientos realizados en el SeadencSeleccionar el procesamiento

de imagenes de la corrida y después dar clic @oeb de Brower abrira una ventana

de herramientas para realizar el procesamientosidatos.

En la ventana de tipo seleccion&ullprocessing”.

Dar “click” en el boton Start”.

Comenzara el procesamiento de datos.

Una vez terminado los archivos generados sff puaseée utilizados por los software

GS referencemapper, GS ampliconvariant y GS asamble

b) Edicion de las secuencias: Chormas

1. Abrir el programa Chormas

2. Dar clic en el icono open, y cargar los archivas egtencion .abi

3. Desplazarse de derecha a izquierda en la secueargiada, para corregir los posibles
errores que tenga la secuencia, y cambiar potrladerrecta (A,G,T,C)

4. ldentificar la posicion en donde se encuentra etcagor D151 para evaluar la

presencia de mezcla de poblaciones.

5. Una vez editadas, salvar la secuencia.

c) Ensamble de las lecturar: DNA baser

1. Abrir el programa dando doble clic

2. En el icono donde se encuentra el disco durdecdenar el dispositivo donde se

seencuetra los archivos con formato .fna

3. Adicionarlos a la ventana del area de trabajpatacono que tiene el simbolo  “>".

4. Dar clic en el icono tiene el simbolo de “pldgmado BatchSequenceAssambly.

5. El programa muestra las secuencias consenssequigiene o conting, en formato .txt.

d) Identidad de las secuencias: BLASTn

1. Ir a la pagina oficial del NCBI

2. En la columna de la derecha dar click en BLAST

a kM wbd
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3. En la seccion de Basic BLAST seleccionar nugddedBLAST

4. En el recuadro en blanco se introduce la se@ene se ensamblo en DNA baser,
copiandola directamente.

5. En la seccion ChooseSearch set seleccionaciaro@thers.

6. En la parte final de la pagina seleccionarc@h® que dice BLAST

7. Abrira otra ventana que muestra la informaciae gorresponde a la secuencia que se
cargo.

e) Mapeo y alineacion de las secuencias GS Referemeapper

1. Abrir el programa GS Reference mapper

2. Dar nombre al proyecto de mapeo a realizar.

3. Aparece el entono grafico del programa

4. En la petafia de “Reference”, dar clik, y apargt® ventana para cargar el archivo que
contenga la secuencia de referencia, la cual Yarerato .fasta

5. Después se da clik en la pestafia siguiente d'Ri@arece un ventana donde se puede
seleccionar cada una de las regiones que fuercnaeciadas.

6. Seleccionar la region con la cual se desea canipaecuencia de referencia.

7. Finalmente dar clik en start.

8. Después de unos segundos se obtienen la abne#eilas secuencia con la referencia.

9. Guardar los archivos.

F) Visualizacion de las Alineacione€LCbioGenomics

Dar doble clic en el icono de CLCbhioGenomics.

En la barra de herramientas del software dar di&lécono “import”.

De lo archivos generados en el mapeo de impotaardbévos con extencidon .ace.
Apareceran en la ventana del software

Localizar la region del marcado D151.

Contabilizar las varientes.

o gk whpE
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APENDICE H

TABLA No. 16 Cambios encontrados en el marcador metular D151.

Aminoacidos Coddn Implicacién con el
Oseltamivir
Acido Aspartico (D) GAT GAC Sensible
Valina (V) GGT Resistente
Asparagina (N) AAT Resistente
Alanina (A) GCT Disminucion de la
sensibilidad
Acido Gltitamico (E) GAA Disminucién de la
sensibilidad
Glicina (G) GTT Disminucion de la
sensibilidad
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