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FILOGENETICA MOLECULAR DEL VIRUS DE INFLUENZA PORCINA
EN MEXICO

RESUMEN

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria en cerdos, que tomé suma
relevancia desde la pandemia humana del 2009, debido a la asociacién con el
cerdo ya que representaba un problema en salud publica, lo que ocasioné
pérdidas econdmicas por la baja en el consumo de la carne de cerdo. Por tal
motivo es importante el diagndstico en humanos y porcinos, para determinar los
subtipos presentes en ambas especies y determinar la similitud de los virus
circulantes, asi como su constante evolucion. El objetivo del presente trabajo fue
identificar y determinar la variabilidad genética de las glicoproteinas de superficie
del virus de influenza en cerdos mediante la aplicacién de analisis bioinformaticos.
Se analizaron un total 33 muestras obtenidas durante el periodo 2009-2011, para
identificar el subtipo se realizé una One Step RT-PCR multiplex en donde se
determind que 14 muestras fueron positivas al segmento N1, 3 al segmento N3 y 1
muestra positiva al segmento H3 mientras que el segmento H1 no fue identificado,
ademas, se determind la presencia del virus en muestras de semen, asi como la
identificacion de dos subtipos diferentes en una muestra (co-infeccion). Mediante
la RT-PCR multisegmento, 9 muestras fueron positivas. Los resultados obtenidos
mediante la secuenciacién genomica de los virus de referencia presentan cambios
en sus secuencias nucleotidicas y en aminoacidos, la muestra
A/Cerdo/DMZC/11/H3 presenté un cambio importante en la posicion 226 de
aminoacidos a glutamina; y en la posicion 228 a treonina, lo que sugiere la
afinidad a receptores aviares. De los ocho electroferogramas obtenidos a partir de
las muestras clinicas, se observo un cambio de histidina por tirosina en la posicion
274, lo que implica la resistencia al antiviral oseltamivir. El analisis filogenético
determind que no existe una similitud entre los virus que circulan en cerdos y los
virus humanos pandémicos, sin embargo, presentan una similitud a virus de
influenza que circularon con anterioridad en cerdos de Norteamérica, ademas de
su estrecha relacion con otros huéspedes como las aves.

Palabras clave: influenza porcina, filogenética, bioinformatica, diagndstico

molecular.



MOLECULAR PHYLOGENETIC OF SWINE INFLUENZA VIRUS IN MEXICO

ABSTRACT
Swine flu is a respiratory disease in pigs, which has take utmost importance from

the human pandemic of 2009, due to the association with the pig since it
represented a problem in public health, which also caused an economic loss by the
decline in the consumption of pork. For this reason, it is important the diagnosis in
humans and pigs to determine the subtypes present in both species and
determining the similarity of the circulating viruses as well as its constant evolution.
The aim of the present study was to identify and determine the genetic variability of
the surface glycoprotein’s of the influenza virus in pigs through the application of
bioinformatics analysis. A total of 33 samples obtained during the period 2009-
2011 were analyzed; to identify the subtype, a One Step RT-PCR multiplex was
carried out after which it was determined that 14 samples were positive to the N1
segment, 3 were positive to the segment N3 and 1 was positive to the H3 segment
while the H1 segment was not identified, also it was determined the presence of
the virus in semen samples, as well as the identification of two different subtypes in
a sample (co-infection). By the RT-PCR multi-segment, 9 samples were positive.
The results obtained by Genomic sequencing of reference viruses have changes in
their nucleotide sequences and amino acids, sample A/swine/DMZC/11/H3
presented a major shift in position 226 of amino acids to glutamine; and in position
228 to threonine, suggesting affinity to avian receptors. Of the eight
electropherograms obtained from clinical specimens a change of histidine by
tyrosine was observed at position 274, implying resistance to the antiviral
oseltamivir. The phylogenetic analysis determined that there is not similarity
between the viruses that circulate in pigs and the human pandemic viruses,
however, in this study the swine flu viruses analyzed showed a similarity to flu
viruses that circulated earlier in pigs in North America, as well as its close
relationship with other guests such as birds.

Keywords: swine influenza, phylogenetic, bioinformatics, molecular diagnosis.



INTRODUCCION

Estructura Viral

Los virus de influenza son virus RNA de cadena sencilla polaridad negativa, se
clasifican dentro de la familia Orthomyxoviridae, tienen una apariencia pleomorfica,
con particulas esféricas de un diametro promedio de 100 nm y particulas
elongadas de 300 nm de extension (Cox et al., 2000).

El genoma del virus de la influenza esta constituido por ocho segmentos de RNA
de polaridad negativa, que codifican para once proteinas virales, con tamafos que
van desde 2350 nucledtidos hasta 890 nucledtidos, en total el genoma tiene
aproximadamente 13600 nucleétidos (Bouvier y Palese 2008) (Palese y Shaw
2006).

Cada uno de los segmentos presentan una region que codifica para una o dos
proteinas, asi como secuencias cortas que las flanquean. Los segmentos 2, 7y 8
codifican para dos proteinas y el resto para una proteina. Tres segmentos
codifican para el complejo de la polimerasa: la polimerasa basica 2 (PB2) en el
segmento 1; la polimerasa basica (PB1) en el segmento 2; y la proteina acida
(PA) en el segmento 3. El segmento 2 codifica también para la proteina apoptética
F2 con otro marco de lectura distinto a PB1. Dos segmentos codifican para
glicoproteinas antigénicas de la envoltura, que son la hemaglutinina (HA) en el
segmento 4 y la neuraminidasa (NA) en el segmento 6. EI segmento 5, codifica la
nucleoproteina (NP). El segmento 7 codifica para las proteinas estructurales de la
matriz, M1 y M2 que tienen una corta sobreposicion dentro de este segmento.
Finalmente el segmento 8, que es el mas pequefio del genoma, codifica para las
proteinas no estructurales NS1 y NS2, que intervienen como antagonistas de la
transcripcion de genes regulados por el interferon-3, y en la exportacion hacia
afuera del nucleo, de las ribonucleoproteinas virales (Steinhauer y Skehel 2002)
(Lamb y Klug 2006) Ver Figura 1 (a).



La particula viral tiene una envoltura lipidica en la que se encuentran insertadas
tres de las proteinas virales: las glicoproteinas HA y NA y la proteina
transmembranal M2, con una relacion aproximada de 40:20:1. Las tres proteinas
rodean a una capa de proteina matriz M1, la cual tiene en su interior el genoma
viral. El genoma del virus esta a su vez recubierto por la nucleoproteina NP y esta
asociado a un complejo proteinico formado por las tres proteinas que componen la
RNA polimerasa viral, constituido por dos subunidades basicas (PB1, PB2) y una
subunidad acidica (PA). En el interior de la particula viral se encuentra ademas, la
proteina de exportacion nuclear NEP, también conocida como proteina no
estructural 2 (NS2) (Bouvier y Palese 2008) (Palese y Shaw 2006).

Todos los genes virales tienen en sus extremos regiones 5’ y 3’ no traducidas de
longitudes variables que contienen las sefales de union para la RNA polimerasa
del virus, asi como las sefales necesarias para la encapsidacion del genoma viral.
Los ultimos 13 y 12 nucleotidos de los extremos 5 y 3, respectivamente estan
altamente conservados entre todos los genes del virus (Palese y Shaw 2006).

Los virus de influenza se clasifican en tres tipos A, B y C, estudios filogenéticos
indican que los tres tipos de influenza tienen un ancestro comun, sin embargo han
divergido a tal grado que los rearreglos genéticos so6lo puedan ocurrir entre virus
del mismo tipo. (Strauss y Strauss E, 2008) (Wright et al., 2006) Se distinguen
taxondmicamente por diferencias antigénicas, principalmente en la nucleoproteina
(NP) y en la proteina matriz (M) (Cox et al., 2000).

La influenza tipo A se ha aislado en muchas especies animales que incluyen al
cerdo, caballo, mamiferos marinos, aves domésticas y silvestres, y también al
humano (Webster et al., 1992).

Para el tipo A, la identificacion de subtipos se basa en la antigenicidad de dos
glicoproteinas de superficie de los viriones, la hemaglutinina y la neuraminidasa.
Hasta el momento se han identificado 16 HA y 9 NA. Es importante sefalar que
todas las probables combinaciones de estas glicoproteinas se han identificado en
aves silvestres (Webster et al., 1992).

Debido a la naturaleza segmentada del virus de influenza A, existe la posibilidad

de que ocurran reordenamientos cuando diferentes subtipos virales infectan a un



mismo individuo. Los rearreglos ocurren por la co-infeccion de dos o mas virus
diferentes. El resultado es una progenie de viriones que pueden contener una
combinacion aleatoria de segmentos de los virus parentales (Rabadan y Robins
2007).

Los tipos B y C son predominantemente patégenos de humano (Cox et al., 2000).
Aunque esporadicamente se han encontrados en porcinos (Guo et al.,1983) y
focas (Osterhaus et al., 2000).

Los virus de influenza tipo B realizan antigenic drifts y no poseen la capacidad de
producir antigenic shifts, debido a que su genoma no es segmentado (Hoffmann et
al., 2005).

Las proteinas HA y NA pueden variar entre un 20% y un 50% de la proteina
original de los subtipos previamente circulantes en humanos y asi los nuevos virus
evitan ser reconocidos por el sistema inmune. Es importante que estos rearreglos
pueden suceder entre virus de influenza provenientes de diferentes especies
animales (Doherty et al., 2006).

La hemaglutinina

Es una de las glicoproteinas mayoritarias de la particula viral y representa el
principal antigeno de neutralizacion del virus, esta proteina, como su nombre lo
indica, tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos. La membrana de los eritrocitos
es rica en una sialoglicoproteina llamada glicoforina, la cual tiene un alto contenido
de acidos sialicos que son reconocidos por la hemaglutinina dando lugar a la
formacion de redes de eritrocitos o hemaglutinacion, propiedad que ha sido
utilizada para la clasificacion de los diferentes subtipos de virus de influenza A
(Neumann et al., 2009) (Wright et al., 2006).

La hemaglutinina también juega un papel determinante en la entrada del virus a la
célula huésped. Esta proteina se sintetiza como una proteina precursora llamada
HO, la cual es proteoliticamente cortada en HA1 y HA2 en una region especifica

que contiene un aminoacido basico (lisina o arginina), lo que resulta en la



activacion de la infectividad del virus. Este corte proteolitico expone un péptido
hidrofébico en el amino terminal de HA2 que es responsable de mediar la fusidn
de membranas viral y celular durante la endocitosis, o que permite el paso de la
ribonucleoproteina del virus al citoplasma de la célula. Se ha observado que a
diferencia de los subtipos de baja patogenicidad, los subtipos de alta
patogenicidad tienen no solo uno, sino varios aminoacidos basicos en el sitio de
corte, lo que hace particularmente susceptibles a ser activadas proteoliticamente y
por lo tanto a ser mas infecciosas (Kawaoka y Webster 1988).

La hemaglutinina media la unidn del virus con su célula huésped, ya que es la
proteina responsable del reconocimiento del acido sialico en enlaces a-2-3 o a-2-6
galactosa (Ito et al., 1998) (Rogers y Paulson 1983).

Existen diferencias entre el tipo de receptores de HA y la localizacién anatomica
en distintos hospederos. El virus reconoce a la célula hospedera mediante
receptores que contienen acido N-acetilsialico ligado a la galactosa. Lo que hace
la diferencia en el reconocimiento de los distintos hospederos, es el tipo de enlace
que une al acido sialico con la galactosa. Mientras que los virus que se han
adaptado al humano, reconocen preferentemente receptores con enlace a2,6Gal,
los receptores de aves reconocen al virus cuando el enlace es a2,3Gal

(Rogers y D Souza 1989) (Connor et al.,, 1994) (Couciero et al., 1993) (lto y
Kawaoka 2000) (Skehel y Wiley 2000).

Analisis filogenéticos han identificado dos grupos y cuatro principales clados H1,
H9, H3, H7 y seis clusters de donde derivan los diferentes 16 subtipos de
hemaglutininas (Medina y Garcia Sastre 2011) Ver Figura 1 (b).

Los diferentes aminoacidos de esta proteina son responsables del reconocimiento
de los diferentes tipos de enlaces de acido sialico, se conoce que residuos de
glutamina en la posicion 226 y glicina en la posicion 228 de las hemaglutininas H2
y H3, permiten la unién de estas proteinas a receptores de tipo aviar; mientras que
si se identifican residuos de leucina y serina en estas mismas posiciones, el virus
se une a receptores humanos. Para las hemaglutininas tipo H1, residuos de acido
glutamico y glicina en las posiciones 190 y 225 respectivamente, confieren

especificidad de unidn a receptores aviares, mientras que la presencia de acido



aspartico en estas posiciones, sugiere especificidad de unidon a receptores

humanos (Stevens et al., 2004).

La neuraminidasa

La segunda proteina externa del virus de influenza, la cual constituye del 20% al
25% de las proteinas de superficie, es la neuraminidasa (Gallaher 2009).

La neuraminidasa es una glicoproteina que tiene actividad de sialidasa, cuya
funcién es la de remover los acidos sialicos de las glicoproteinas HA y NA de los
virus recién sintetizados, asi como los presentes en la superficie celular, lo que
permite la eficiente liberacion del virus. Esta actividad también es necesaria para
remover los acidos sialicos de la capa de mucina que recubre a las células
epiteliales, lo que permite al virus llegar eficientemente a sus células blanco.
Cuando se inhibe la actividad de esta proteina, se provoca que los virus
producidos en una célula, se mantengan unidos a la célula infectada y agregados
entre si, lo que inhibe su diseminacién a otras partes (Palese y Shaw 2006)
(Wright et al., 2006).

Las neuraminidasas son normalmente utilizadas como determinantes antigénicas
encontradas en la superficie del virus de la influenza (Kilbourne et al., 1995).
Algunas de las variantes de la neuraminidasa confieren mayor virulencia al virus
que otras. De ahi que esta glicoproteina sea uno de los componentes de las
vacunas contra la influenza (Tanimoto et al., 2005).

Existe evidencia que los anticuerpos contra la neuraminidasa, si bien no previenen
la infeccidn, podrian disminuir la severidad de la misma (Gillim y Subbarao 2007).
Ademas es el blanco de los antivirales oseltamivir y zanamivir utilizados
principalmente en el tratamiento contra la influenza de humanos. Estas moléculas
son inhibidores especificos de la actividad de sialidasa de la proteina. La mutacién
mas frecuente que confiere la resistencia de la neuraminidasa subtipo N1 a este
farmaco, es la sustitucion de un residuo de histidina en la posicion 274 por un

residuo de tirosina (Dharan et al., 2009).



Transmision Interespecies

La infeccion inicia cuando el virus se une al acido N-acetilneuraminico (sialico)
presente en la superficie de las células. El acido sialico es un monosacarido de
nueve carbonos que se encuentra frecuentemente en el extremo de la cadena de
oligosacaridos de muchos glicoconjugados. Es una molécula abundante en todas
las células y define el tropismo de los virus de influenza, debido a la especificidad
que tienen diferentes cepas del virus por distintos tipos de enlaces del acido sialico
con el azucar que les precede en la cadena de carbohidratos, el cual usualmente
es una galactosa.

El acido sialico es reconocido por la hemaglutinina de los virus de influenza. Los
virus de influenza aislados en humanos se unen principalmente a acidos sialicos
en union a-2-6, mientras que los virus aviares se unen preferentemente a acidos
sialicos con union a-2-3. Los cerdos presentan ambos receptores por lo que se les
ha relacionado como amplificadores de virus humanos y aviares, sin embargo
recientemente se ha identificado que el humano presenta también ambos
receptores en el epitelio respiratorio aunque el enlace a-2-3 en menor cantidad
(Palese y Shaw 2006) (Strauss y Strauss 2008).

La afinidad por el tipo de enlace de acido siadlico determina la restriccion de
huésped de los virus de influenza. La expresion diferencial de estos receptores en
el tracto respiratorio de los humanos explica la baja infectividad pero alta
patogenicidad de algunas cepas de origen aviar, ya que estas glicoproteinas con
acidos sialicos en union a-2-3 se expresan particularmente en el tracto respiratorio
bajo (bronquiolos y alvéolos), con lo cual estan menos accesibles al virus, pero
mas susceptibles a una infeccién grave cuando ésta se produce (De Jong et al.,
2006) (Tran et al., 2004) Ver Figura 2.

En el cerdo se encuentran presentes en el tracto respiratorio ambos tipos de
receptores, es decir, aviares (02,3Gal) y humanos (a2,6Gal) (Ito et al., 1998)
hecho que explica porque este hospedero es altamente susceptible de ser
infectado tanto por virus humanos como aviares. Por esta razon se le atribuye al

cerdo el papel de ser un amplificador de virus de influenza donde se genera los



reordenamientos de segmentos de virus aviares y humanos tras eventos de
coinfeccién que dan como resultado zoonosis (Scholtissek et al., 1985).

Aunque se reconoce al cerdo como el intermediario entre virus de influenza aviar y
humana, se han encontrado receptores de tipo aviar en los pulmones de algunas
personas, lo que permitiria una transmision directa de ave a humano (zoonosis
aviar), sin que ocurra una adaptacion previa en el cerdo, tal y como ocurrio en el
brote epidémico humano del virus de origen aviar A (H5N1) (Shinya et al., 2006)
(Gambotto et al., 2008). Ver Figura 3.

La gran afinidad de adhesién del virus a estos receptores esta determinada por la
secuencia de aminoacidos de HA. En los subtipos H2 y H3, una glutamina en las
posiciones 226 (GIn226) y una glicina en la posicion 228 Gly (Gly228) confieren la
adhesion a receptores de tipo aviar, mientras que la leucina en la posicion 226
(Leu226) y serina en la posicion 228 (Ser228), son reconocidos por receptores
humanos (Connor et al.,1994) (Stevens et al., 2004).

En el subtipo H1, un acido aspartico en las posiciones 190 (Asp190) y 225
(Asp225) ha sido encontrado en humano, mientras que un acido glutamico en la
posicion 190 (Glu 190) y glicina en la posicion 225 (Gly225) en el tipo aviar
(Stevens et al., 2004).

En el subtipo H3 el Asp190 se encuentra tanto en humano como en cerdo, y el Glu
encontrado en virus aviares en esa misma posicion, no es responsable de su
afinidad (Matrosovich M, 2000). Cambios experimentales de aminoacidos
GIn226Leu y Gly228Ser pero manteniendo sin cambio en la posicion 190, permite
el reconocimiento tanto en receptores aviares como humanos (Stevens et al.,
2006).

Webster propone la transmision del virus de influenza A entre diferentes
hospederos partiendo de un origen aviar (Webster et al., 1992). Por lo tanto el
analisis filogenético de los virus de influenza A permite postular que los virus que
infectan a mamiferos surgieron a partir de cepas de virus de origen aviar, ya que la
tasa de evolucion es mucho menor para virus que circulan en aves silvestres en
comparacién con aquellos que circulan en mamiferos (Palese y Shaw 2006)
(Wright et al., 2006).



En las aves circulan todos los subtipos de HA y NA descritos hasta ahora, y se
piensa que son la fuente de los virus que son transmitidos a los demas animales,
incluyendo a las aves de corral. Los subtipos H5 y H7 denominados de alta
patogenicidad causan enfermedad severa y muerte entre algunas especies de
aves silvestres, asi como en aves domésticas, tales como pollos y pavos. Algunas
cepas de influenza infectan a los cerdos de manera asintomatica, mientras que
otras pueden causar en estos animales sintomas similares a los que se presentan
en humanos (Wright et al., 2006) Figura 4.

Recientemente Gatherer et al., 2009 realizaron una revision de todas las especies
para las que existen secuencias nucleotidicas de la HA documentadas en la base
de datos del National Center Biothecnology Information (NCBI) y encontraron que
ademas de las aves, al menos 18 especies de mamiferos incluyendo al humano,
son infectados por el virus de influenza A.

De 16 subtipos de HA seis fueron identificados en humanos H1, H2, H3, H5, H7 y
H9. A excepcion de H7 los cinco subtipos restantes también fueron aislados en
cerdo. El subtipo H4 es el unico presente en cerdo que no se ha aislado en
humano. Después de H5, que es el subtipo aislado en el mayor numero de
especies, el subtipo H1, ocupa el segundo lugar en cuanto a numero de especies
infectadas (Gatherer 2009).

El diagndstico en cerdos frecuentemente se realiza para la identificacion de los
subtipos estacionales H1N1 H3N2 y H1N2 sin embargo se han identificado
diferentes subtipos virales en otras regiones del mundo como por ejemplo: H1N7
en Inglaterra (Brown 1994 e Ito et al., 1998) H2N3 en Estados Unidos (Ma et al.,
2007) H3N1 en ltalia y Estados Unidos (Moreno 2009) (Ma et al., 2007) H3N3 en
Canada (Karasin 2004); H3N8 en China (Tu 2009) H4N6 en Canada (Karasin
2000) HON2 en China (Yu 2008).



Evolucion viral

Una de las caracteristicas naturales de los virus RNA, es la de mutar, es decir
realizar cambios en su secuencia genética. Esto ocurre con mayor frecuencia en
virus con material genético formado por RNA (Butler 2009) (Treanor 2004) ya que
las RNA polimerasas responsables de la replicacion viral, a diferencia de las DNA
polimerasas, carecen de capacidad editora, es decir si la RNA polimerasa al
momento de hacer una copia de la cadena de RNA introduce una base por otra,
no tiene la capacidad de corregir el error, resultando en una cadena mutada. Con
el paso del tiempo estas mutaciones se acumulan, provocando que dentro de un
individuo infectado pueden existir variantes del mismo virus. Este fendbmeno ha
permitido que existan variantes del mismo virus, sin embargo, es importante
destacar que estos cambios no son suficientes para dar lugar a un nuevo virus
(Treanor 2004).

Los virus de influenza sufren constantes variaciones antigénicas en sus proteinas
HA y NA para escapar a la respuesta inmune del huésped, mediante dos
mecanismos los cuales se les conoce como deriva antigénica (antigenic drift) y
cambio antigénico (antigenic shift) (Drake 1993).

La deriva antigénica resulta de mutaciones puntuales que ocurren en los genes
como resultado de los frecuentes errores de copiado de RNA polimerasa viral. La
infidelidad de la replicacion del RNA viral resulta de una tasa de mutacién de 7.3 x
10" mutaciones/nucleétido replicado (Drake 1993).

Este cambio continuo que genera modificaciones en la estructura de las proteinas
del virus, ocasiona variaciones en los sitios antigénicos. Cabe senalar que las
proteinas externas o de superficie de este virus son las que estan sujetas a mayor
presion selectiva. EI dominio HA1 de la proteina HA es el que presenta el mayor
numero de epitopes lo cual indica que es la proteina mas expuesta a esta presion
de seleccion. Esta es la causa principal de la necesidad de renovar la vacuna
contra la influenza estacional frecuentemente con un conjunto de virus humanos
distintos (Fitch et al.,1991) (Suzuki et al., 2006).



El antigenic drift genera cambios en la secuencia de aminoacidos que dificultan el
reconocimiento de estas proteinas por parte de los anticuerpos, lo que permite que
una proporcion de la poblacién viral escape a la respuesta inmune adaptativa
(Doherty et al., 2006).

Se ha demostrado que una sola mutacién puntual en la proteina de superficie HA
y en el complejo de la RNA polimerasa, son suficientes para que el virus pueda ser
transferido de una especie a otra (Butt et al., 2005) (Fouchier et al., 2004).

Algunos cambios puntuales en la secuencia de las proteinas del virus de influenza
A, fueron identificados como determinantes de especificidad, y son claves para el
reconocimiento exitoso por el hospedero. En la HA y PB2 han sido identificados
estos cambios (Neumann et al., 2009) (Horimoto y Kawaoka 2005).

Por otra parte el cambio antigénico se debe a la naturaleza segmentada del
genoma del virus. Esta particular caracteristica facilita que cuando dos subtipos
diferentes de virus infectan a un mismo huésped, los genes puedan mezclarse y
produzcan una constelacion de nuevos virus que portan diversas combinaciones
de genes de los virus parentales. Se piensa que este tipo de intercambio de genes
entre virus de diferentes especies animales ocurre principalmente en los cerdos.
Debido a que los cerdos se infectan con virus de origen aviar, humano, y por
supuesto porcino (Strauss y Strauss 2008).

El antigenic shift es la capacidad del genoma del virus de la influenza de
rearreglarse e intercambiar las regiones codificantes para las proteinas virales de
diferentes subtipos de virus de influenza, resultando en la generacién de variantes
de virus conocidos como virus rearreglantes. Estos rearreglos son favorecidos por
la estructura segmentada del genoma viral (Doherty et al., 2006).

Cuando el segmento de RNA que es remplazado proviene de un linaje distinto,
entonces se dice que ocurri6 un reordenamiento o arreglo nuevo. Las
combinaciones resultantes repercuten en la ampliacion del rango de hospedero y
en la patogenicidad del virus. Esto es debido a que las poblaciones de hospederos
potenciales, no poseen memoria inmunoldgica ante este nuevo virus, lo que se

conoce como “cambio antigénico” (Webster et al., 1992).
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Las cepas de influenza A que circulan en humanos presentan una tasa de
evolucion que difiere en cada segmento del genoma. Por ejemplo los virus subtipo
H1N1 en las proteinas HA y NA en menor medida M2, tienen una mayor tasa de
evolucidn que las proteinas PB2, PB1, PA, NP y M1 (Webster et al., 1992).

Las tasas de evolucion son diferentes para cada segmento del genoma, lo cual
probablemente refleja la diferente presion de seleccion por parte del huésped
para cada proteina. Los genes de la HA y NA del virus pandémico A/H1N1-2009
presentan en promedio una tasa de evolucion promedio del genoma de 3.66 x 107
cambios/nucledtido/aiio (Smith et al., 2009) (Wright et al., 2006).

Los analisis filogenéticos han permitido rastrear los origenes del virus pandémico
A/H1N1/2009 (Shinde et al., 2009) (Thifonov et al., 2009).

El virus de influenza también evoluciona por la acumulaciéon de mutaciones que se
han ido fijando con el tiempo, a través de seleccion natural por la interaccién con
la célula hospedera (coevolucién) (Rabadan y Robins 2007).

El ligando que le permite al virus identificar a la célula hospedadora es la HA,
misma que en el caso de los virus de influenza aviar es capaz de reconocer como
receptor de acido sialico unido a una molécula por el enlace a-2-3 galactosa
presente en las células del epitelio intestinal de las aves acuaticas; en cambio la
HA del nuevo virus A/HN1-2009, reconoce como receptor el acido sialico unido a
la galactosa pero a través de un enlace a-2-6 que se encuentra en las células del
epitelio traqueal humano. La diferencia entre ambas proteinas radica en los
aminoacidos localizados en la posicion 190 y 225; en el caso de la HA aviar
presentan respectivamente una molécula de acido glutamico y glicina, mientras
que la HA de A H1N1 presenta en ambas posiciones dos moléculas de acido
aspartico (Neumann et al., 2009) (Salomon y Webster 2009).

Estos cambios en la secuencia de aminoacidos han permitido que el virus se
replique en la traquea de los pacientes afectados provocando asi su rapida
dispersion (Neumann et al., 2009).

El uso de antivirales en humanos también ha provocado mutaciones por ejemplo:
la resistencia a oseltamivir reportada en virus de influenza estacional A (H1N1);

durante los ultimos afos se ha realizado de manera permanente la vigilancia de
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este fendmeno en aislamientos clinicos practicamente en todas partes del mundo
en laboratorios referencia. La resistencia a oseltamivir se evalua por medio de la
deteccion de la mutacion His274Tyr por técnicas de biologia molecular y
bioinformatica (Russell et al., 2006) (World Health Organization, 2009) Ver Figura
5.

Aun cuando se ha postulado que existe cierta inmunidad cruzada hacia las cepas
A (H1N1) contenidas en las vacunas estacionales que cambian anualmente, no
se ha encontrado evidencia que permita determinar la magnitud de esta respuesta
inmune, por lo tanto se ha concluido que las vacunas estacionales no estan
indicadas para la prevencion de la infeccion por el nuevo virus y que es necesario
contar con una vacuna especifica (National Institute for Biological Standars and
Control 2009).

Una de las medidas mas efectivas para la disminucion de la incidencia de
influenza estacional en humanos, es la aplicacion anual de la vacuna trivalente, la
cual se produce con los rearreglantes de los virus que demostraron ser los mas
prevalentes durante la temporada del afio previo (Treanor 2004).

La eficacia de la vacuna contra influenza se ve afectada por la capacidad de
cambio viral. La mutacién de uno a tres aminoacidos en los sitios antigénicos de
HA, reducen la efectividad de las vacunas elaboradas con virus inactivos o virus
vivos (Hoffmann et al., 2005). Estos cambios son la principal razoén del escape viral
a los anticuerpos neutralizantes, haciendo necesaria la vacunacién anual contra
influenza (Fiore et al., 2009).

Por ejemplo, en el caso de influenza A/Shanghai/11/87 y de A/Victoria/7/87, existe
la diferencia de un solo aminoacido, pero estas variantes son antigénicamente
distintas debido a que el cambio de aminoacidos resulta en un cambio estructural
en el sitio que determina la neutralizacion de anticuerpos (Lee y Chen 2004).

En el caso del virus de la influenza, las proteinas de superficie del virus,
hemaglutinina y neuraminidasa, ademas de reconocer receptores especificos en
las células respiratorias humanas, son los principales antigenos que
desencadenan la respuesta inmune humoral. La HA es una glicoproteina trimérica

que dependiendo de la cepa, pueden contener de tres a nueve repeticiones de
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glicosilaciones N-terminales. Mediante una proteasa especifica del hospedero se
generan dos péptidos, HA1 y HA2, y los cambios en la secuencia de aminoacidos
en el sitio de procesamiento, confieren un incremento en la virulencia del virus
(Skehel y Wiley 2000).

En general, la inmunidad inducida por HA aumenta la resistencia del hospedero a
la influenza, reduciendo la probabilidad de infeccion (Chen y Deng 2009).

Una de las maneras en que se ha tratado de mejorar la vacuna estacional, es la
de incluir regiones conservadas del virus. De esta manera, las nuevas vacunas
contra la influenza basarian su proteccion tanto en la inmunidad humoral como en
la celular (Thomas et al., 2006).

Las vacunas que estimulan la produccion de anticuerpos en contra de la
glicoproteina HA, especialmente los anticuerpos tipo IgA, son capaces de eliminar

al virus y prevenir infeccion en vias respiratorias altas (Renegar y Small, 1991).

El papel del cerdo en la transmision del virus de influenza

Los primeros aislamientos de virus de influenza fueron de cerdo en 1930 (Shope
1931). Estos virus mostraron ser antigénicamente similares al virus reconstruido
de la epidemia de influenza humana A (H1N1) de 1918, por lo que probablemente
se originaron del mismo ancestro (Reid y Taubenberger 2003), (Tumpey et al.,
2004).

Desde 1930 hasta los afios noventa, la influenza porcina A H1N1 permanecio
genéticamente estable y a ese linaje se le ha llamado influenza porcina clasica
(Sheerar et al.,1989) (Vincent 2006).

Alrededor de 1998, el virus porcino clasico se rearreglé con el virus H3N2 de la
influenza humana de 1968 y con un virus de origen aviar norteamericano de
subtipo desconocido, resultando un linaje porcino con triple arreglo
ave/cerdo/humano de H3N3 (rH3N2) que estuvo circulando por Estados Unidos y
Canada (Karasin 2000) (Webby 2000) (Zhou 1999).

Poco después de la deteccion de rH3N2 otros rearreglos ocurrieron entre rH3N2 y

el virus porcino H1N1. De esa combinacién surgieron los virus rH1N1 y rH1N2,
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que son los subtipos predominantes que circulan en las poblaciones de cerdos en
Estados Unidos de Norteamérica y Canada (Vincent 2006), (Vincent 2009).

Estos virus porcinos de triple arreglo norteamericano también han sido detectados
en poblaciones de cerdos de Asia (Lee 2008).

El linaje porcino de triple arreglo, tiene una caracteristica comun que lo define y es
que conserva el origen de los genes que codifican para las seis proteinas internas:
PB2 y PA de origen aviar; PB1 de origen humano; y M, NS y NP de origen porcino.
A este grupo de genes se le llama casete de arreglo triple de genes internos (TRIG
del inglés triple reassortant internal genes) (Vincent 2006).

En los subtipos de este linaje, el casete TRIG se conserva y s6lo acepta cambios
en los genes que codifican las proteinas de contacto externo con el hospedero que
son la HA y NA. Desde la introduccion del casete TRIG, se observo un incremento
en la deriva antigénica de los virus de influenza porcina de subtipo H1 de
Norteamérica. En 2003 y 2004, virus HIN1 y H1N2 con HA y NA tipo humano, se
aislaron en Canada (Vincent 2006) (Karasin 2000).

Esto significa que los virus porcinos que contenian TRIG lo mantuvieron y solo
intercambiaron H1 con los de la influenza humana estacional, que son genética y
antigénicamente distintos al porcino clasico. Esto demuestra que el cerdo se ha
convertido en el reservorio de subtipos H1 intercambiables (Ma et al., 2007).

Los analisis filogenéticos del virus pandémico A H1N1 demostraron que las
secuencias de los segmentos (PB2, PB1, PA, HA, NP y NS) fueron similares a los
de virus porcinos de triple rearreglo y porcino clasico que circulan en las
poblaciones de cerdos de Estados Unidos de Norteamérica, en tanto que, los dos
restantes, NA y M, estaban relacionados a los virus porcinos de Euroasia.

La diferencia mas notable que mostré este virus con respecto a las zoonosis
anteriores, fue la introduccion de dos segmentos de origen euroasiatico, los
segmentos 6 (N) y 7 (M). El cambio de M que es una de las proteinas internas,
representa una violacion de la conservacion del casete TRIG que se habia
mantenido sin intercambios (Pensaert et al., 1981).

El virus pandemico A/H1N1-2009 pudo haber circulado de manera criptica en
cerdos por varios afos antes de transferirse a humanos (Smith et al., 2009).
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Aunque los virus H1N1 porcinos y humanos todos son en principio de origen aviar,
cada uno evoluciond en sus respectivos hospederos dando origen a los linajes
clasico porcino y a la influenza humana. La separacion de estos linajes puede
verse con la anulacion de la proteccion cruzada de anticuerpos contra virus de
este subtipo H1IN1 de ave, cerdo y humano, asi como en las reconstrucciones
filogenéticas a partir de la comparacion de secuencias de los segmentos del virus
(Garten et al., 2009) (Gatherer 2009).

Analisis bioinformatico y Filogenética Molecular

Estudios filogenéticos de las secuencias gendomicas de decenas de cepas del virus
A/H1N1-2009 aisladas en varias partes del mundo, indican que tiene un origen
porcino, ya que sus genes estan presentes en linajes de virus que han circulado
en cerdos cuando menos en los ultimos diez afos (Garten et al., 2009) (Smith et
al., 2009) (Thifonov et al., 2009).

Los estudios filogenéticos realizados sugieren que la transmision del virus de
cerdos a humanos ocurrié en algun momento durante el segundo semestre del
2008, varios meses antes de que se diera la alerta del brote (Fraser et al., 2009)
(Smith et al., 2009).

En este sentido, la coevolucidn del virus y la especie hospedera van delineando la
formacion de distintos linajes que se ven reflejados en los arboles filogenéticos
construidos con secuencias de virus que han sido aislados en escalas de tiempo
relativamente cortas (Chang et al., 2009) (Neumann et al., 2009) (Smith et al.,
2009).

Las vacunas desarrolladas con base en la bioinformatica de miles de secuencias
genéticas y en la representacion de la variabilidad de sitios neutralizantes de HA o
epitopos inmunodominantes de la proteina NP, por medio de péptidos sintéticos

permiten ser mas eficaces en la prevencién de la enfermedad (Azizi et al., 2008).
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JUSTIFICACION

La pandemia del virus de influenza A/H1N1/2009, la situacién actual en aves por el
subtipo H7N3 y los reportes recientes de un nuevo virus H3N2 transmitido de
cerdos a humanos en Pennsilvania proporciona la oportunidad de diagnosticar,
identificar y monitorear los subtipos que se encuentran circulando en cerdos.

El diagndstico molecular, la secuenciacion y el analisis filogenético permite
obtener informacion valiosa sobre las caracteristicas moleculares particulares de
ciertos subtipos virales de influenza, como pueden ser las mutaciones asociadas a
la virulencia, resistencia de farmacos o ambas. Asimismo, permite monitorear el
surgimiento de nuevos virus que se generan por el intercambio de segmentos

génicos completos (rearreglantes).
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HIPOTESIS

» Mediante la secuenciacidén gendmica de las glicoproteinas de superficie
hemaglutinina y neuraminidasa del virus de influenza de aislados en
México, se confirmara el nivel de evolucién asi como la determinacion de
las caracteristicas particulares de identidad mediante la aplicacion de la

bioinformatica y el analisis filogenético.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar y determinar la variabilidad genética de la hemaglutina y neuraminidasa

del virus de influenza en cerdos mediante la aplicacion de la filogenia.

Objetivos Especificos

» Secuenciar los segmentos hemaglutinina y neuraminidasa del virus de
influenza porcina de diferentes muestras de campo.

» Determinar el nivel de variabilidad de las secuencias obtenidas en
nucleotidos y aminoacidos.

» Determinar mediante la bioinfomatica y el analisis filogenético el patrén de
evolucion de las muestras positivas en relacion a otras secuencias en la

base de datos.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de muestras

Nuestro grupo de trabajo colectd un total de 1246 muestras en rastros de 18
estados de la Republica Mexicana, durante el periodo 2009-2011, en donde
Avalos et al., 2012 reportaron un total de 791 muestras positivas al virus de
Influenza mediante la identificacién del gen M por RT-PCR Tiempo Real. De estos
se eligieron 33 muestras incluyendo en el proyecto de secuenciacion genomica
los virus referencia A/swine/NewdJersey/11/76 (H1N1) y A/swine/NewdJersey/11/76
(H3N2) replicados en embrion de pollo SPF (Cuadro 1).

El estudio se realizd en el laboratorio de diagnéstico del Departamento de
Medicina y Zootecnia de Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (UNAM).

Extracciéon de RNA gendémico viral

A partir de las muestras clinicas y los virus referencia, se extrajo el RNA viral con
TRIzol®Reagent (Invitrogen Cat. No. 15596-018), siguiendo el protocolo

recomendado por el fabricante (Chomczynski y Sacchi 1987).

Transcriptasa Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

La presencia de RNA correspondiente al virus de influenza se verifico mediante la
subtipificacion (H1N1, H3N2) con una RT-PCR (One Step RT-PCR Kit, Quiagen®,
Valencia, CA; Cat. No. 210212) con oligonucleétidos especificos descritos por
Choi et al, 2002, para amplificar las hemaglutininas H1, H3 y las neuraminidasas
N1, N2. El protocolo de amplificacion incluyd los siguientes tiempos vy
temperaturas: 50°C por 30 min, 95°C por 15 min, como temperatura de pre-

desnaturalizacion por un ciclo; cuarenta ciclos desnaturalizacién a 94°C por 30
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seg., alineacién a 55°C por 1 min y extensién a 72°C por 1 min, extension final

72°C por 7 min, en el MultiGene Thermal Cycler (Labnet International, Inc.)

RT-PCR Multisegmento

De manera complementaria se realizé una RT-PCR multisegmento (M-RTPCR),
para amplificar el genoma completo utilizando oligonucleétidos universales
especificos para influenza, que son complementarios a los extremos 3’ y 5
conservados de <cada uno de los segmentos génicos (MBTuni-12
5ACGCGTGATCAGCAAAAGCAGGS, MBTuni-13
5ACGCGTGATCAGTAGAAACAAGG 3) reportados por Zhou et al., 2009. Se
utilizé el kit SuperScript® Il One-Step RT-PCR with Platinum® Tag DNA
polymerase, (Invitrogen Cat. No. 12574-026) bajo el siguiente protocolo de
amplificacion: 42°C 60 min, 94°C 2 min, (94°C 30 seg, 45°C 30 seg, 68°C 3 min)
X 5 ciclos (94°C 30 seg, 57°C 30 seg, 68°C 3 min) por 31 ciclos.

Secuenciacion

Los productos de RT-PCR fueron purificados mediante el kit QUIAquick® Gel
Extraction (Quiagen, Hilden, Germany Cat. No. 28106). El material genético
purificado se cuantifico en el equipo Nanodrop 2000 (Thermo SCIENTIFIC), la
PCR de secuenciacién se elaboré con el Kit Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems Cat. No. 4337455 ) los productos fueron
purificados mediante CENTRI-SEP™ Spin Columns (Princeton Separations Cat.
No. CS-901), las muestras se concentraron mediante el Concentator 5301
(Eppendorf Germany) y la lectura del electroferograma se realiz6 en el Analizador

Genético 3130 (Applied Biosystems).
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Edicion de las secuencias

La edicion de las secuencias se realizd mediante el software ChromasPro
version 1.5 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Queensland, Australia)
posteriormente, para confirmar que las secuencias obtenidas correspondieran al
Virus de Influenza se realizé6 un analisis Basic Local Aligment Search Tool en
nucledtidos (BLASTn) y en aminoacidos (BLASTp) para identificar aquellas
secuencias en nucledtidos con un alto porcentaje de similitud (Lipman 1990).

La transformaciéon de las secuencias obtenidas en aminoacidos se realizo
mediante la busqueda de ATG como codon de inicio Open Reading Frame
(ORF) en la pagina del National Center for Biotechnology Information (Tatusov y
Tatusova 1988).

Para este trabajo se tomd la definicion de SNP como una variacién en una

secuencia de bases que ocurre en cualquier posicion del genoma (Futuyma 1998).

Analisis Filogenético

Las secuencias se alinearon mediante el algoritmo Multiple Aligment using Fast
Fourier Transform (MAFFT) (Katoh et al., 2009).

El analisis evolutivo se disefi6é bajo el método estadistico de maxima verosimilitud
(ML) con el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGAS), (Tamura
et al., 2011) test filogenético bootstrap 1000 repeticiones (Felsenstein 1985).

Los arboles de ML se infirieron con el mejor modelo de inferencia evolutivo
Bayesian Information Criterion (BIC) obteniendo para H3 nct y N1 nct Tamura 3-
parameter+Gamma distribution (T92+G), H3 aa N1 aa Jones Taylos
Thorton+Gamma distribution (JTT+G) N2 nct Kimura 2-parameter (K2) N2 aa
Whelan and Goldman+Gamma distribution (WAG+G) para el soporte de las
ramas (Schwarz 1978).

Mediante el alineamiento de las secuencias se identificaron los sitios variables y

conservados de las secuencias obtenidas.
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Debido a la importancia de la enfermedad en la salud publica y para determinar el
probable nivel de similitud se incluyeron las siguientes secuencias del virus de
influenza pandémicas identificadas recientemente en humanos y cerdos con la
siguiente nomenclatura A/Humano/California/2009 (H1N1),
A/Humano/MéxicoLaGloria/2009 (H1N1), A/Humano/MéxicoCity/2009 (H1N1),
A/Cerdo/Querétaro/2009  (H1N1),  A/Humano/MéxicolnDRE/2010  (H1N1),
A/Humano/MéxicolnDRE/2011 (H1N1), A/Humano/MéxicolnDRE/2012 (H1N1).
A/Humano/Indiana/2011 (H3N2), A/Humano/Pennsylvania/2011 (H3N2),
A/Cerdo/lowa/2011 (H3N2), A/Cerdo/Minnesota/2011 (H3N2) (cuadro 2).
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RESULTADOS

Subtipificacién mediante One Step RT-PCR

A partir de las muestras colectadas en rastros, se realizo el diagnostico molecular
mediante la tecnica de One Step RT-PCR para identificar el subtipo viral, donde
se identific6 14 amplicones obtenidos fueron clasificados como neuraminidasa
N1, solo se logré determinar la presencia de la hemaglutinina H3 del virus
referencia A/swine/Newdersey/11/76 (H3N2) y 3 muestras fueron positivas para
la neuraminidasa N2. En el control positivo A/Cerdo/DMZC/11 H1N1 no se
identifico la H1; también las muestras clinicas fueron negativas.

Las muestras de semen identificadas como A/Cerdo/Estado de México/48/09 y
A/Cerdo/Estado de México/49/09 resultaron positivas al virus de influenza subtipo
N1; mientras que las muestras A/Cerdo/Estado de México/50/09 vy
A/Cerdo/Estado de México/51/09 fueron positivas para ambos subtipos N1 y N2
identificando una infeccion mixta por diferentes subtipos de neuraminidasas
(Cuadro 1).

Identificacion del Virus de Influenza mediante RT-PCR Multisegmento

La técnica de RT-PCR multisegmento se aplic6 de manera complementaria en
donde se identificaron nueve muestras positivas, lo que representa un 27% del
total de las muestras. Por esta metodologia se identificaron 3 muestras positivas
al virus de influenza que no fueron identificadas por la técnica de One Step RT
PCR. Los segmentos HA, NP, NA, M, NS se identificaron en la muestra
A/Cerdo/Veracruz/37/09 mientras que en las muestras A/Cerdo/Estado de
México/19/09/N1, A/Cerdo/Estado de México/51/09/N1, A/Cerdo/Estado de
México/52/09/N1, A/Cerdo/DMZC/11/H1N1, A/Cerdo/DMZC/11/H3N2
A/Cerdo/Veracruz/29/09, A/Cerdo/Veracruz/31/09/N1, A/Cerdo/Querétaro/35/09
unicamente amplificaron los segmentos M y NS.
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Similitud BLASTn secuencias en nucleétidos

Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion se realizé un analisis BLASTn
en donde se identificaron las secuencias con mayor porcentaje de homologia
encontrando que para la neuraminidasa N1 del virus de referencia se present6 un
elevado porcentaje de similitud a los virus de influenza de Norteamérica que
circularon previamente en aves y cerdos (Cuadro 3).

Respecto a las muestras clinicas positivas al virus de influenza identificadas como
N1 se observd que presentaban una elevada similitud a virus porcinos que
circularon en afios pasados en Norteamérica, sin embargo existi6 también
similitud con virus aviares identificados a finales de los afios 80s y principios de
los 90s. Durante esta época se identificé un virus similar en Hong Kong asi como
la presencia del subtipo H3N1 en cerdos de Norteamérica (Cuadro 4).

En la mayoria de las secuencias identificadas como H3 del virus de referencia se
presenta una elevada similitud de afinidad a virus de influenza de humanos y
cerdos, mientras que existe una marcada diversidad respecto a la region
geografica principalmente Americana, seguida de la Europea y Asiatica (Cuadro
5).

En el segmento N2 del virus referencia existe la presencia del subtipo H1N2, asi
como también una gran diversidad de huéspedes como cerdo, humano y pato; los

principales continentes involucrados son América y Asia (Cuadro 6).

Similitud BLASTp en secuencias en aminoacidos

Los resultados obtenidos mediante el analisis BLASTp de las secuencias en
aminoacidos para el segmento N1 identifican dos secuencias con un elevado
grado de similitud pero que pertenecen al subtipo H3N1 donde el huésped
principal es el cerdo y la region geografica Asia (Taiwan) (Cuadro 7).

La secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia nucleotidica de las
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muestras clinicas presentan afinidad para huéspedes porcinos en donde la regiéon
geografica predominante es Estados Unidos y Asia, compartiendo una homologia
a virus H1N1 (Cuadro 8).

La similitud del segmento H3 presenta uniformidad del subtipo H3N2, siendo los
huéspedes aves, cerdos y humanos, las regiones geograficas estan
representadas por América, Europa y Asia (Cuadro 9).

La afinidad de la secuencia N2 representa una elevada similitud a secuencias de
subtipos H1N2 y H3N2, asi como virus que se han identificado en humanos,

cerdos y aves en Norteameérica y Asia principalmente (Cuadro 10).

Secuenciacién genémica en los virus referencia

La identificacion de SNPs en los virus de referencia fueron determinadas
encontrando para A/Cerdo/DMZC/11/N1 una lectura total en el electroferograma
de 576 nt, lo que corresponde al 40.85% de cobertura total del segmento N1. Una
vez transformada la lectura en aminoacidos, se obtuvieron 178 aa lo que
corresponde a un 37.95% de cobertura. Se identificaron 29 SNPs en nty 5
cambios en aa en las posiciones 255, 265, 267, 270, 289, respectivamente.

En la secuencia obtenida de la muestra A/Cerdo/DMZC/11/H3 se obtuvo una
lectura total del electroferograma de 666 nct, lo que corresponde al 49.6% de
cobertura total del segmento H3; transformada la secuencia en aminoacidos, se
obtuvieron 218 aa lo que corresponde 49.77% de cobertura. Se identificaron 10
SNPs en nt y 7 cambios en aa en las posiciones 28, 72, 79, 153, 158, 225, 230,
ademas se identifico en esta muestra en la posiciéon 226 de aminoacidos a la
glutamina; y en la posicion 228 a la treonina lo que sugiere la afinidad a
receptores aviares (Figura 6).

Finalmente, para el virus A/Cerdo/DMZC/11/N2 se obtuvo una lectura del
electroferograma de 382 nt lo que corresponde al 27.5% de cobertura total del
segmento N2. Una vez transformada en aminoacidos, se obtuvieron 119 aa lo que

representa un 25.7% de cobertura total; no se identificaron cambios evolutivos.
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Secuenciacién genémica en muestras clinicas

Se obtuvieron ocho electroferogramas de las muestras de campo identificadas
con la siguiente nomenclatura: A/Cerdo/Veracruz/0/09/N1,
A/Cerdo/EdoMex/1/09/N1, A/Cerdo/EdoMex/2/09/N1, A/Cerdo/Oaxaca/20/09/N1,
A/Cerdo/EdoMex/49/09/N1, A/Cerdo/Veracruz/31/09/N1 el tamafio total obtenido
mediante el electroferograma fue de 490 nct lo que representa 34.7% nct. Una
vez transformada en aminoacidos, 160 aa de longitud, lo que representa 34.1%
aa; mientras que para las secuencias identificadas como
A/Cerdo/Veracruz/19/09/N1 y A/Cerdo/Veracruz/50/09/N1 la lectura obtenida
mediante el electroferograma fue de 634 nct lo que representa un 44.9% del
tamafio total del segmento N1. Transformada la secuencia en aminoacidos, se
obtuvieron 192 aa de longitud; lo que representa un total de 40.9% de longitud.

Las ocho muestras clinicas presentaron un cambio de histidina por tirosina en la

posicion 274, lo que implica la resistencia al antiviral oseltamivir (Figura 7).

Arboles Filogenéticos en Nucleétidos

Los virus identificados en este trabajo como N1 se encuentran en el arbol
filogenético en dos clados; en el primero se presentan los virus secuenciados y
obtenidos a partir de la muestras clinicas, ademas se observd que existe un virus
muy similar que presenta una hemaglutinina diferente H3 (A/Cerdo/USA/(H3N1).
En este cluster se encuentran virus de influenza de cerdos que circularon con
anterioridad en Norteamérica, estos taxones descienden del Vvirus
A/Pavo/1988/H1N1.

En el mismo clado se agrupan los virus referencia identificados como
A/Cerdo/NewdJersey/1976(N1) y A/DMZC-UNAM/11/N1 en donde dentro de la
cobertura secuenciada existen 29 cambios en nucledtidos; por lo que se observan

ubicados en un cluster diferente,
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En el segundo clado se observan los virus pandémicos que circularon en México
en la pandemia del 2009 (A/Humano/California/2009(H1N1)); asi como el primer
virus identificado y secuenciado en el cerdo durante ese periodo
(A/Cerdo/Querétaro/2009(H1N1)) (Figura 8).

La diferencia entre los virus A/cerdo/Minnesota/98/(H3N2) y A/DMZC-
UNAM/2011/H3 en las secuencias obtenidas es de 10 nucledtidos, que permiten
se identifiquen dentro del mismo cluster. Los virus que actualmente circulan en
cerdos y humanos como H3N2 en Estados Unidos se encuentran ubicados en otro
clado (Figura 9).

En los virus referencia A/Cerdo/Minnesota/1998(H3N2) y A/Cerdo/DMZC-
UNAM/2011/N2 no se presentaron SNPs en su genoma viral, por lo que se
encuentran ubicados en el mismo clado y cluster; ademas tienen una similitud a
virus de porcinos de Norteamérica aunque se encuentran ubicados en este cluster

virus aviares de pato y pavo (Figura 10).

Arboles Filogenéticos basado en aminoacidos

En el segmento identificado como N1 de las muestras de campo existen dos
clados y nueve clusters, en el primer clado se encuentran los virus porcinos
secuenciados con gran similitud a virus estacionales porcinos y aviares, sin
embargo las secuencias obtenidas de las muestras clinicas tuvieron un grado de
divergencia muy relacionado a virus de cerdo asiaticos que fueron identificados en
2001 y 2003; ademas que pertenecen a un subtipo diferente H3N1.

En el segundo clado se ubican los virus pandémicos secuenciados en humanos y
cerdos.

Respecto a los virus referencia A/Cerdo/Newdersey/1976(N1) y A/DMZC-
UNAM/11/N1 presentaron 5 cambios en las posiciones Leu255lle, Arg265Lys,
lle267Val, Asp270Asn y Val289Met lo que ocasiond se le ubicara en otro cluster
(Figura 11).
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Por otra parte, la filogenia para la hemaglutinina H3 present6 2 clados y 6
clusters. En el primer clado se encuentran predominando virus porcinos de
Norteamérica; ademas de un virus de pato, en los otros clusters se encontraron
virus H3N2 en donde existen secuencias obtenidas a partir de cultivos celulares.
En el segundo clado se ubican virus humanos y porcinos subtipo H3N2.

En tanto que los virus de referencia A/cerdo/Minnesota/98/(H3N2) y A/DMZC-
UNAM/2011/H3 presentaron 7 cambios en las posiciones Thr28Met, GIn72His,
Asn79Ser, Tyr153Asn, Gly158Glu, Asn225Ser, 11e230Asn lo que dio origen a su
ubicacion en un cluster diferente (Figura 12) (Cuadro 14).

La filogenia en el segmento N2 presentd dos clados; en el primero se encontraron
los virus estacionales que circularon en cerdos. Algunos virus son similares
aunque pertenecen a otro subtipo H1N2; y no presentaron cambios en su
secuencia los virus A/Cerdo/Minnesota/1998(H3N2) y A/Cerdo/DMZC-
UNAM/2011/N2, de manera que se encuentran en el mismo cluster perteneciendo
al mismo linaje. En el otro clado se encuentran los OTUs que pertenecen a virus

H3N2 de cerdos y humanos (Figura 13).
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DISCUSION

El diagndstico molecular y la interpretacion de los resultados son herramientas
indispensables para la toma de decisiones para el control y tratamiento de la
enfermedad por el virus de influenza. EI método de extraccién asi como la
cuantificacion de RNA viral especifico es importante para determinar la
sensibilidad de la prueba, se ha determinado que la técnica de One Step RT-PCR
Multiple presenta una sensibilidad de 10TCIDsy/ml detectando concentraciones
virales bajas de 1TCIDso/ML en muestras de campo de cerdos en Korea para los
segmentos H1, H3, N1, N2 (Lee 2008).

El diagndstico dirigido al virus de influenza debe contemplar la deteccion de
segmentos que presenten un menor grado de variabilidad respecto a las
glicoproteinas de superficie, para identificar en primer término segmentos
conservados que presenten una menor tasa de mutacion o evolucion. En
Alemania para determinar la prevalencia del virus de influenza en cerdos salvajes
identificaron la proteina M en 242 muestras de pulmén, obteniendo que 0.8%
fueron positivas. Los resultados indican una baja identificacion del virus respecto a
granjas porcinas tecnificadas en donde la prevalencia del virus es mas elevada
(Kaden 2008).

La identificacion del virus de influenza en cerdos mediante la técnica de One Step
RT-PCR Multiple ha sido reportada en Corea, en donde a partir de 5 hisopos
nasales y 70 muestras clinicas de pulmon; detectaron tres muestras positivas para
H1N1 (4%), cinco para el subtipo H1N2 (6.6%) y una muestra positiva para H3N2
(1.3%). Es importante sefialar que en este trabajo se utilizé el mismo “set” de
“primers” y ademas se concluye que existe una cercana relacion filogenética con
virus H1N1 de Estados Unidos, lo que sugiere una transmision del virus de
influenza a cerdos de Korea (Lee et al., 2007). Los resultados indican una baja
prevalencia del virus de influenza estacional en cerdos ademas se identifica que
las muestras secuenciadas presentan una elevada similitud de virus con linaje

norteamericano.
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Es evidente la circulacidon del virus de influenza estacional en cerdos basado en
reportes de Estados Unidos, en donde de un total de 9,400 hisopos nasales
obtenidos en rastros, 478 (5.1%) fueron positivos. En un segundo estudio, de
1,200 muestras, 26 (2.2%) fueron positivas. Estas frecuencias fueron
relativamente bajas en comparacion con paises europeos como Bélgica,
Inglaterra, ltalia, Francia y Espafia, en donde durante 3 afios colectaron muestras
en época de invierno y primavera, identificando 169 virus de influenza. De estos el
81.9% de virus identificados que provenian de cerdos de 6 meses 0 mas jovenes;
sin embargo en Hong Kong de 4957 hisopos de traquea, 184 (3.7%) fueron
positivos. En Taiwan, de 881 hisopos nasales el 7 (0.79%) fueron positivos
identificando el segmento de la nucleoproteina mediante RT-PCR Tiempo Real.
Estas frecuencias muy bajas y similares a los estudios realizados en Norteamérica

(Torremorell et al., 2011).

Comunmente se sefala que los cerdos transmiten el virus de influenza a humanos
debido a que los subtipos que circulan entre ambas especies son muy similares.
Para determinar esta relacién, en un estudio en China se colectaron 450 muestras
de hisopos nasales y pulmones en granjas de cerdos con signologia clinica
respiratoria, asi como 90 hisopos nasofaringeos en humanos enfermos;
determinando que no existe correlacién genética entre los virus de influenza
subtipo H3N2 del 2005 humano y los virus que circularon con anterioridad en
cerdos durante el periodo de 1990 al 2000. Se propone que el virus de influenza
en cerdos necesita un minimo de 5 afios de adaptacidon para convertirse en un
virus prevalente. Lo que se confirma mediante los resultados de analisis
filogenéticos realizados ubicando los taxones en un clado diferente (Liu et al.,
2009).

Existen informes en donde la evolucién antigénica de virus H3N2 porcinos es seis
veces mas baja que en humanos (de Jong 2007); lo que coincide con nuestros
resultados, en donde los virus de influenza en cerdos secuenciados se ubican en

un clado diferente de los virus pandémicos humanos y porcinos.
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Los virus porcinos identificados presentan un elevado porcentaje de similitud en
las secuencias en nucleétidos a virus norteamericanos porcinos; mientras que
respecto a las secuencias en aminoacidos, el grado de divergencia es menor a
virus de influenza porcinos asiaticos, en las glicoproteinas de superficie

hemaglutinina y neuraminadasa.

Es comun que dentro de la rutina de trabajo en los laboratorios se realice la
replicaciéon viral a partir de muestras de campo en embrion de pollo para
posteriormente realizar estudios de secuenciacion gendmica; sin embargo, un solo
cambio de un aminoacido puede ocasionar efectos pleotrépicos y de antigenicidad
viral. La replicacion del virus referencia A/INJ/11/76(H1N1) presentd un cambio en
el residuo Gly158Glu, determinandose como un cambio funcional biologico fortuito
ya que en la naturaleza existia este cambio (Both et al., 1983). La replicacién viral
en embridén de pollo depende también del sitio de inoculacion, se ha demostrado
que de manera inicial el crecimiento del virus en la cavidad amniética incrementa o
permite una replicacion eficiente en la cavidad alantoidea y que al menos son
necesarios tres pases en la cavidad amnidtica para obtener una mejor replicacion
en la cavidad alantoidea para posteriormente realizar varios pases (Widjaja et al.,
2006). Por lo tanto cuando el objetivo sea determinar los cambios evolutivos del
virus de influenza es conveniente realizarlo a partir de las muestras clinicas

directamente.

La bioseguridad dentro de una granja de cerdos es de vital importancia para el
control de enfermedades, aunque también resulta indispensable identificar las
rutas o areas de mayor densidad de explotaciones porcicolas asi como sus vias
de comunicacién. Con la finalidad de monitorear que subtipos se encuentran en
una region y de esta manera entender la dinamica de infeccion del virus de
influenza. En Estados Unidos se colectaron 1,516 muestras del afio 2003 al 2010
y determinaron que la circulacion es del sureste al centro-oeste, lugar donde se
importan millones de cerdos anualmente, ademas de identificar que el subtipo H1

fue introducido a los cerdos a partir del humano durante el 2003. En este estudio
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encontraron que el subtipo H1N2 se disemina del centro-sur al Oeste confirmando
que los virus que circulan en cerdos provienen de humanos, ya que se encontrd
que los arboles filogenéticos de estos aislados fue un virus humano (Nelson et al.,
2011).

Respecto a la probable relacion entre el virus pandémico A/H1N1/2009 en China,
se sefala que durante los pasados cinco afos han circulado virus rearreglantes
H1N1 y H3N2 aviares y humanos, sin embargo no existe una evidencia o
correlacion entre el virus pandémico A/H1N1/2009 y los virus que circulan en
cerdos de China (Lu et al., 2010).

La caracterizacion genética y el analisis filogenético de los virus pandémicos
A/H1N1/2009 los diferenciaron en dos grupos o clusters (Fereidouni et al., 2009) y
en siete diferentes subclados definidos (Nelson et al., 2009). Dentro del cluster 1
Texas 248N (asparginina) se encuentran los resultados de las muestras
identificadas como N1 en cerdos de México como California 2009
A/Humano/California/2009, A/Humano/MéxicoLaGloria/2009,
A/Cerdo/Querétaro/2009 ubicados en el cluster 2, New York presenta 248D (acido
aspartico) en donde se encuentran los virus A/Humano/MéxicoCity/2009,
A/Humano/MéxicolnDRE/2010, A/Humano/MexicolnDRE/2011,
A/Humano/MéxicolnDRE/2012. Sin embargo los virus pandémicos identificados en
el cluster 1 no se encuentran en el mismo clado dentro de la filogenia presentada
para este segmento, 0 que sugiere que no existe una correlacién evidente del

segmento secuenciado en las muestras clinicas de cerdos en México.

Se ha reportado un set de oligonucleotidos para identificar los nueve diferentes
subtipos del virus de influenza A (aves, humanos y cerdos) esta técnica identificd
200 muestras positivas de aves silvestres asi como muestras de referencia
porcinas y humanas; posteriormente, se realizé la secuenciacién de las muestras
con una lectura del electroferograma de 500 pb (Goyal 2010). De esta manera se
puede identificar de manera general los diferentes subtipos de
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Es poco comun la identificacién del virus de influenza en los sementales de
centros de transferencia genética de manera que si la dosis de semen es positiva
al virus de influenza; esta puede ser transmitida al momento de inseminar a las
cerdas y de esta manera diseminar las enfermedades infecciosas, lo que

repercute en pérdidas econdmicas de manera particular (Guérin y Pozzi 2005).

El analisis del gen M mediante la técnica de RT PCR Tiempo Real a partir de 60
hisopos nasales procedentes de hembras de pie de cria no fue identificado;
mientras que en neonatos de 3-11 dias de edad las muestras fueron positivas
(Allerson et al., 2011).

Los fluidos orales en humanos son utilizados para la deteccion viral, deteccién de
anticuerpos, monitoreo de farmacos y niveles de hormonas. En cerdos son
recientemente utilizados para el monitoreo del virus de PRRS, por lo que puede
ser una eficaz alternativa para monitorear grupos de animales infectados por el

virus de influenza (Detmer et al., 2010) (Brown et al., 2012).

La principal practica en campo para el control del virus de influenza en cerdos es
la aplicacion de las vacunas comerciales dirigidas a los tres principales subtipos
estacionales que circulan en cerdos (H1N1, H3N2 y H1N2) seguida de la
aplicacion de antibidticos para controlar agentes secundarios bacterianos. No es
convencional la aplicaciéon de farmacos antivirales como es el caso en humanos;
sin embargo es necesario identificar los cambios en la posicién 274 para identificar
si los virus de porcinos presentan este cambio cuando se llegue a presentar una
infeccion interespecies para tomar decisiones importantes con las medidas de

control y tratamiento adecuado (Brockhoff 2010).

La construccion de arboles filogenéticos se ha realizado para detectar las
recombinaciones de virus con genoma segmentado (Suzuki 2010). La manera
mas evidente de identificar un nuevo subtipo viral es mediante la técnica de

secuenciacion. En Espana se confirmé la presencia del subtipo H1IN2 en el 2006
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mediante esta técnica ademas de identificar los cambios evolutivos en su

secuencia de aminoacidos (Maldonado 2006).

Del periodo 2006 al 2009 se analizaron 469 secuencias completas de HA y NA de
(327 humano, 104 de porcinos y 38 aviares), encontrando 2.6x107 para H1y 2.4x
10 N1 nucledtidos de sustitucidn por sitio/ afio. En este estudio se concluye que
la transmision interespecies es rara especialmente entre humanos y aves,
confirman que el cerdo es el principal amplificador de los virus de influenza (Hal}
et al., 2011).

Recientemente Furuse et al., 2010, analizé 116 secuencias de virus de influenza
pandémico A/H1N1/2009 (marzo-diciembre 2009) identificando una tasa de
evolucion de 0.9x107 substituciones/sitio/ano, 1457 secuencias de virus H1N1
humanos estacionales de 1918 a 1957 determinando una tasa de evolucién de
2.9x107 substituciones/sitio/afio y del periodo de 1977 al 2009 una tasa de
evolucion de 1.7x10° substituciones/sitio/afio. Las 365 secuencias analizadas
para el subtipo H1N1 porcino determinaron una tasa de evolucion de 1.9x107
substituciones/sitio/ano de 1930 al 2009. Se observd que la presion de seleccion
en el cerdo es mas baja y depende del tipo de huésped.

El virus H1N1/2009 tiene una presion de seleccién similar con los virus
estacionales H1N1 humanos, y donde la adaptacion a un nuevo huésped puede
incrementar la presion de seleccion. La evolucidén antigénica de los virus porcinos
ocurre mas lentamente que los virus humanos aunque los cambios evolutivos
antigénicos son muy similares para ambos huéspedes.

La presion de seleccion de los virus porcinos H1 es menor que la de los virus H1
estacionales y muy equivalente a 1977 a 2009. Esta podria ser una consecuencia
de que la presion de seleccion sea mas baja, ya que afecta las propiedades
antigénicas de la HA en cerdos. La mayoria de los cerdos se sacrifican a los 6
meses de edad y la poblacidn de cerdos es constantemente reemplazada por lo
tanto, la poblacion de cerdos susceptibles cambia continuamente limitando al
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sistema inmune razon por la cual la evolucion del virus de influenza porcina se
dirige a la deriva antigénica (Furuse et al., 2010).

En México durante la pandemia de influenza por el virus A/H1N1/2009 solo existe
un reporte de este virus identificado en cerdos en la base de datos del NCBI con el
numero de acceso ADA72003 lo que sugiere la baja prevalencia de este virus en
granjas de cerdos.

Es evidente la transmision del virus de influenza entre diferentes especies, sin
embargo los virus identificados en cerdos de México durante el periodo 2009-2011
presentan una similitud a virus de cerdos que circularon en afos anteriores en
Norteamérica por lo que no tiene una similitud con virus pandémicos identificados

en humanos y cerdos de México durante el periodo 2009-20011.
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CONCLUSIONES

La técnica de M-RT PCR puede utilizarse como una técnica “screening”
para la identificacion del virus de influenza.

La técnica de One Step RT-PCR puede identificar virus de influenza porcina
en muestras de semen.

Una muestra positiva mediante una prueba screening debe realizarse de
una técnica diagnostica que identifique el subtipo.

Una muestra puede ser positiva a dos subtipos del virus de influenza.

El analisis de las secuencias en aminoacidos debe de realizarse en la
identificacion de posiciones de interés para determinar la afinidad de
receptores por tipo huésped y la resistencia a antivirales. Esto podria
ayudar a realizar otras técnicas como la pirosecuenciacion para un analisis
mas rapido en la deteccion de SNPs.

Es necesario el uso de la secuenciacioén y la bioinformatica para determinar
los posibles cambios evolutivos o0 mutaciones para determinar el nivel de

nivel de las muestras secuenciadas.
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LISTA DE CUADROS
Cuadro 1. Nomenclatura y tipo de muestras clinicas, resultados mediante
diferentes técnicas moleculares.

. One Step RT-PCR Secuenciacion

No. Nomenclatura I\-II-IIE:s:‘rZ RT-PCR Multi- Parcial

segmento

H1 N1 JH3 |N2 H1 N1 JH3 N2
1 A/Cerdo/Veracruz/0/09 PULMON - L+ | - - - - N - -
2 A/Cerdo/Estado de México/1/09 PULMON I - - SN - -
3 A/Cerdo/Estado de México/2/09 PULMON - L+ | - - - - A - -
4 A/Cerdo/Tamaulipas/3/09 PULMON - + - - - - - - -
5 A/Cerdo/Veracruz/7/09 PULMON S R - - - -]
6 A/Cerdo/Estado de México/19/09 PULMON - L+ | - - + -] - -
7 A/Cerdo/Oaxaca/20/09 PULMON - + - - - - N - -
8 A/Cerdo/Estado de México/23/09 PULMON - - - - - - - - -
9 A/Cerdo/Jalisco/26/09 PULMON - - - - - - - - -
10 Al/Cerdo/Jalisco/27/09 PULMON - - - - - - - - -
11 A/Cerdo/Veracruz/29/09 PULMON - - - - + - - - -
12 A/Cerdo/Veracruz/31/09 PULMON RN + N - -
13 A/Cerdo/Querétaro/32/09 PULMON - - - - - - - - -
14 A/Cerdo/Querétaro/35/09 PULMON - - - - + - - - -
15 A/Cerdo/Guanajuato/36/09 PULMON - - - - - - - - -
16 A/Cerdo/Veracruz/37/09 PULMON - - - - + N
17 Al/Cerdo/Michoacan/40/09 PULMON - - - - - - - - -
18 AlCerdo/Hidalgo/46/09 PULMON - - - - - - - - -
19 AlCerdo/Estado de México/47/09 PULMON - - - - - N
20 A/Cerdo/Estado de México/48/09 SEMEN - + - - - - - - -
21 A/Cerdo/Estado de México/49/09 SEMEN - + - - - - v - -
22 A/Cerdo/Estado de México/50/09 A. VIRAL S e R . - - - LN - -
23 A/Cerdo/Estado de México/51/09 A. VIRAL - L+ | - + + - - - -
24 A/Cerdo/Estado de México/52/09 A. VIRAL - + - - + - - - -
25 A/Cerdo/Sonora/67/10 SUERO - - - - - - - - -
26 A/Cerdo/Guerrero/68/10 PULMON - - - - - - - - -
27 A/Cerdo/Distrito Federal/69/10 PULMON - - - - - - - - -
28 A/Cerdo/Tlaxcala/70/10 PULMON - - - - - - - - -
29 A/Cerdo/Puebla/71/10 PULMON - - - - - - - - -
30 A/Cerdo/Hidalgo/74/11 PULMON - - - - - - - - -
31 A/Cerdo/Morelos/75/11 SEMEN - - - - - - - - -
32 A/Cerdo/DMZC/11/H1N1 A. VIRAL - + - - + - N - -
33 A/Cerdo/DMZC/11/H3N2 A. VIRAL - - + + + - - N |4

+ Muestra positiva
- Muestra negativa
\ Electroferograma obtenido



Cuadro 2. Secuencias pandémicas periodo 2009-2012 identificadas en
cerdos y humanos en México, incluidas en el analisis bioinformatico.

Nomenclatura HA en
aa

A/Humano/California/2009 (H1N1) *N/A FJ966084 *N/A ACP41107
A/Humano/MéxicoLaGloria/2009 *N/A CY077597 *N/A ADT64478
(H1N1)

A/Humano/MéxicoCity/2009 (H1N1) *N/A CY050200 *N/A ACY77947
AlCerdo/Querétaro/2009 (H1N1) *N/A ADA72003 *N/A ADA72005
A/Humano/MéxicolnDRE/2010 *N/A CY057074 *N/A ADD84685
A/Humano/MéxicolnDRE/2011 *N/A CY089388 *N/A AEA74032
(H1N1),

A/Humano/MéxicolnDRE/2012 *N/A CY110744 *N/A AFB18655
(H1N1)

A/Humano/indiana/2011 (H3N2) JN638733 AEO00689 JN638732  AEO00688
e JN65537 AEO16287 N655533  AE016282
(H3N2)

A/Cerdo/lowa/2011 (H3N2) JQ350522 JQ350524  AEY75650 AEY75652
AlCerdo/Minnesota/2011 (H3N2) JQ783072 AFH53671 JQ783097 AFH53696

*N/A No aplica



Cuadro 3. Analisis BLAST del virus referencia A/cerdo/DMZC/2011 en
nucleétidos, tamaio de la secuencia obtenida de 701 pb.

No. de Regidn % %
Acceso Geogrifica Similitud Simili_tud .
GenBank Total Parcial Subtipo

CY035072 Cerdo 1990 Memphis 100 95 H1N1
CY028782 Cerdo 1991 California 100 95 H1N1
CY022335 Cerdo 1988 lowa 100 95 H1N1
CY039927 Cerdo 1988 Indiana 100 94 H1N1
EU735788 Pavo 1988 *N/R 100 94 H1N1
CY039919 Cerdo 1988 Wisconsin 100 94 H1N1
EU139837 Cerdo 1999 Minnesota 100 94 H1N1
CY040572 Cerdo 2003 North Carolina 100 94 HIN1
EU139839 Cerdo 2002 North Carolina 100 94 H1IN1
EU409956 Cerdo 2004 Ohio 100 94 H1N1
EU743161 Pavo 1992 *N/R 100 93 H1N1
CY087066 Cerdo 1994 Hong Kong 100 93 H1N1
CY040544 Cerdo 2004 North Carolina 100 93 H1N1
CY040540 Cerdo 2005 North Carolina 100 93 H1N1
CY099193 Cerdo 2003 lllinois 100 93 H1IN1
CY028189 Cerdo 1976 Wisconsin 100 93 H1N1
CY022351 Cerdo 1976 Kentucky 100 93 H1IN1
CY099161 Cerdo 2008 Ohio 100 93 H1N1
CY099097 Cerdo 2008 lllinois 100 93 H1IN1
HQ378742 Cerdo 2009 Missouri 100 93 H1N1

*N/R No Reportado



Cuadro 4. Analisis BLAST secuencias N1 en nucleétidos de muestras
clinicas: A/Cerdo/Veracruz/0/09/N1, A/Cerdo/EdoMex/1/09/N1,
A/Cerdo/EdoMex/2/09/N1, A/Cerdo/Oaxaca/20/09/N1,
A/Cerdo/EdoMex/49/09/N1, A/Cerdo/Veracruz/31/09/N1

No. de Region % %
Acceso Huésped i Geografica Similitud Similitud  Subtipo
Gen Bank Total Parcial
AF342820 Cerdo 1998 Wisconsin 99 98 Hi1N1
CY035072 Cerdo 1990 Memphis 100 97 H1N1
CY028782 Cerdo 1991 California 100 97 H1N1
CY022335 Cerdo 1988 lowa 100 97 H1N1
EU735788 Pavo 1988 NC 100 97 HIN1
EU139837 Cerdo 1999 Minnesota 100 96 HIN1
CY040580 Cerdo 2003 North 100 96 H1N1
Carolina
EU743161 Pavo 1992 *N/R 100 96 HIN1
CY040544 Cerdo 2004 North 100 96 HIN1
Carolina
EU409956 Cerdo 2004 Ohio 99 96 H1N1
CY085019 Cerdo 1993  Hong Kong 100 95 H1N1
CY099097 Cerdo 2008 lllinois 100 95 Hi1N1
CY099019 Cerdo 2003 Kentucky 100 95 H1IN1
CY022980 Cerdo 1981 Ontario 100 95 H1N1
CY099161 Cerdo 2008 Ohio 100 95 H1N1
CY099089 Cerdo 2005 Nebraska 100 95 Hi1N1
EU735796 Gallina 1991 USA 99 95 H1N1
DQ150427 Cerdo *N/R USA 99 95 H3N1

*N/R No Reportado



Cuadro 5. Analisis BLAST del virus referencia A/cerdo/DMZC/2011/H3
secuencias en nucleétidos, tamano de la secuencia obtenida de 666 pb.

CY041879
AF251427

AF251403
CY095675

AF153234
HM765432

EU798792
AY661196

AY661187
AB019354

CY013319
AY661194
AY661182

AF534018
AF017271

AY661192

CY038503
CY077800

CY017307

Huésped

Pato
Cerdo

Cerdo
Cerdo

Cerdo
Cerdo
Cerdo
*N/R
*N/R
*N/R
Humano
*N/R
*N/R
*N/R
C/Vero
*N/R
Humano
Humano

Humano

Ano
2007

1999

1998
1998

1998
2007

2006
1995

1995
1995

1995
1996
1995

1995
1996

1995

1995
1993

1994

Region

Geografica

South Dakota
Minnesota

Nebraska

Texas
Minnesota

China
Korea
Finlandia
Hong Kong
Japon
New York
Holanda
Génova

Argentina

Viena
Lyon
Siena
Holanda

New York

Similitud

100
100

100
100

100
99
99
100

100
100

100
100
100

100
100

100

100
100

100

%

Total

%

Similitud

98
98

98
98

98
97
97
96

96
96

96
96
96

96
96

96

96
96

96

Parcial Subtipo

H3N2
H3N2

H3N2
H3N2

H3N2
H3N2
H3N2
H3N2

H3N2
H3N2

H3N2
H3N2
H3N2

H3N2
H3N2

H3N2

H3N2
H3N2

H3N2

*N/R No Reportado

52



Cuadro 6. Analisis BLAST del virus referencia A/cerdo/DMZC/2011/N2
secuencias en nucleétidos, tamano de la secuencia obtenida de 382 pb.

No. de Huésped Ao Region % % Subtipo
Acceso al Geografica Similitud Similitud

Gen Bank Total Parcial
CY095677 Cerdo 1998 Texas 100 99 H3N2
CY041881 Pato 2007 South Dakota 100 99 H3N2
AF251428 Cerdo 1999 Minnesota 100 99 H3N2
AF251412 Cerdo 1999 lowa 100 99 H3N2
AF153238 Cerdo 1998 Minnesota 100 99 H3N2
CY036849 Humano 1997 Siena 100 99 H3N2
EU857289 Humano 1997 Hong Kong 100 99 H3N2
AY038015 Pavo 1999 *N/R 100 99 H3N2
EF584366 Humano 1997 Atenas 100 98 H3N2
CY012202 Humano 1996 New York 100 98 H3N2
AY233391 Pato 2001 USA 100 98 H3N2
CY098470 Cerdo 2001 Minnesota 100 98 H1N2
CY086748 Cerdo 2004 Hong Kong 100 98 H1IN2
HM765434  Cerdo 2007 China 100 98 H3N2
EU798836 Cerdo 2007 Korea 100 98 H3N2
EF584375 Humano 1997 Brasil 100 98 H3N2
EF584363 Humano 1997 Sydney 100 98 H3N2
AJ307600 Humano 2000 Montreal 100 98 H3N2
AY060093 Cerdo 2001 USA 98 99 H1N2
AY052779 Cerdo 2001 Minnesota 98 99 H1IN2

*N/R No Reportado



Cuadro 7. Analisis BLAST del virus referencia A/cerdo/DMZC/2011/N1
secuencias en aminoacidos 178 residuos.

No. de i Region % % Subtipo
Acceso Huésped Geografica Similitud Similitud
Gen Bank Total Parcial
ABW?75643 Cerdo 2005 Korea 98 96 H1N1
AAR90875 Cerdo 2001 Taiwan 98 94 H3N1
ABQ45417 Cerdo 1976 Tennessee 100 94 H1N1
AB549924 Cerdo 1977 lowa 98 96 H1N1
ACR26680 Cerdo 2005 Minnesota 98 93 H1N1
ACl41025 Pavo 1988 USA 98 96 HIN1
ADY70082 Cerdo 1977 Hong Kong 98 96 H1N1
ABV25648 Cerdo 1999 Minnesota 98 96 HIN1
ABY84687 Cerdo 1991 California 98 96 HIN1
ACQ84500 Cerdo 1988 Indiana 98 96 H1N1
ADY71068 Cerdo 2001 Hong Kong 100 93 H1N1
ABS50114 Swine 1987 lowa 98 95 H1N1
ACF25593 Pavo 1992 USA 98 96 H1N1
ADY70988 Cerdo 2001 Hong Kong 100 93 HIN1
ACD88519 Pavo 1980 Kansas 98 95 HIN1
ACF25034 Gallina 1998 USA 98 96 HIN1
ARR28661 Cerdo 1981 Ontario 98 95 HIN1
AE091836 Cerdo 2003 lllinois 98 95 H1N1
ACR26718 Cerdo 2003 Notrh 98 95 H1N1
Carolina
ACN90189 Cerdo 2003 Taiwan 98 94 H3N1

*N/R No Reportado



Cuadro 8. Analisis BLAST secuencias en aminoacidos muestras clinicas:
A/Cerdo/Veracruz/0/09/N1, A/Cerdo/EdoMex/1/09/N1,
A/Cerdo/EdoMex/2/09/N1, A/Cerdo/Oaxaca/20/09/N1,

A/Cerdo/EdoMex/49/09/N1, A/Cerdo/Veracruz/31/09/N1

No. de Regidn % %
Acceso Huésped Geografica Similitud Similitud  Subtipo
Gen Bank Total Parcial
ABW75643 Cerdo 2005 Korea 100 99 HiN1
AAR90875 Cerdo 2001 Taiwan 100 98 H3N1
ACR26680 Cerdo 2005 Minnesota 100 96 Hi1N1
ABV29527 Cerdo 1977 Tennessee 100 99 HIN1
ADY70082 Cerdo 1977 Hong Kong 100 99 H1N1
ABV25648 Cerdo 1999 Minnesota 100 99 Hi1N1
ADY70918 Cerdo 2000 Hong Kong 100 98 H1N1
ABY84687 Cerdo 1991 California 100 99 H1N1
ACF25593 Pavo 1992 USA 100 99 H1N1
ACD88519 Pavo 1980 Kansas 100 98 H1N1
ABR28661 Cerdo 1981 Ontario 100 98 H1iN1
ADY70948 Cerdo 2001 Hong Kong 100 98 HIN1
ABR28727 Cerdo 1970 Wisconsin 100 98 HiN1
BAG49744 Cerdo 1979 Kyoto 100 98 HiN1
ACR26718 Cerdo 2003 North 100 98 H1N1
Carolina
Q76WIJ1 Aves 1976 New Jersey 100 97 Rec
Cerdos Name
Humanos full
ABV82576 Cerdo 1957 Wisconsin 100 97 HiN1
B3EUQ9 Aves 1961 Wisconsin 100 97 Rec
(UniProt) Cerdos Name
Humanos
AE091694 Cerdo 2005 Nebraska 100 98 H1
(mixed) H3
ADM18069 Cerdo 2008 Missouri 100 98 Hi1N1

*N/R No Reportado



Cuadro 9. Analisis BLAST del virus A/lcerdo/DMZC/2011/H3 secuencias en
aminoacidos 220 residuos.

No. de % %
Acceso Regidn Similitud Similitud
Gen Bank i Geogréfica Total Parcial  Subtipo
AAD51242 Cerdo 1998 lowa 99 98 *N/R
AAG10739 Cerdo 1999 North Carolina 99 97 H3N2
AAD51240 Cerdo 1999 Texas 99 97 H3N2
ACS92202 Pato 2007 South Dakota 99 98 H3N2
AAC80153 *N/R 1994 Japon 99 94 H3N2
AAT64870 *N/R 1996 Geneva 99 94 H3N2
AAT64862 *N/R 1995 Hong Kong 929 94 H3N2
AAT64814 *N/R 1993 Holanda 99 93 H3N2
AAT64858 *N/R 1995 Finlandia 99 93 H3N2
ADK89127 Cerdo 2007 China 99 95 H3N2
AAT64826 *N/R 1993 Madrid 99 93 H3N2
AAF06949 MDCK 1996 Lyon 99 R. 93 H3N2
Precursora
BAA21648 *N/R 1993 China 99 R. 93 H3N2
Precursora
AAT64873 *N/R 1996 Singapore 929 93 H3N2
AAC59603 *N/R 1996 Vienna 99 93 H3N2
BAA96303 *N/R 1994  Japon 100 91 H3N2
ABG26253 *N/R 1998 Marruecos 99 92 H3N2
AAQ10356 *N/R 1995 Buenos Aires 99 93 H3N2
AAT64849 *N/R 1993 Noruega 99 92 H3N2
AEA51525 Humano 1997 Escocia 97 94 H3N2

*N/R No Reportado



Cuadro 10. Analisis BLAST del virus A/cerdo/DMZC/2011/N2 secuencias en
aminoacidos 119 residuos.

No. de Regidn % %
Acceso Geografica  Similitud  Similitud
Gen Bank Huésped Afio Total Parcial Subtipo
AAL15460 Cerdo 2000 Minnesota 98 98 H1N2
AAL29742 Cerdo 1999 *N/R 98 98 H1N2
AAL29757 Cerdo 2000 *N/R 98 97 H1N2
ADY72553 Cerdo 2005 Hong Kong 100 97 H1N2
AAL29761 Cerdo 2001 *N/R 98 96 H1N2
AAG49332 Humano 1998 Atenas 100 98 H3N2
ACK99479 Humano 1997 Siena 100 98 H3N2
AAG10751 Cerdo 1999 North 100 98 H3N2
Carolina
ACE78000 Cerdo 2005 Korea 100 98 H3N2
AAG01759 Cerdo 1998 Nebraska 100 98 H3N2
ACS92904 Pato 2007 South 100 98 H3N2
Dakota
AAK71688 Pavo 1999 USA 100 98 H1N2
AA065610 Pato 2001 USA 100 98 H1N2
ADY72039 Cerdo 1999 Hong Kong 100 94 H1N2
ACE78002 Cerdo 2007 Korea 100 97 H3N2
ADY72433 Cerdo 2003 Hong Kong 100 94 H1N2
ADY72465 Cerdo 2004 Hong Kong 100 94 H1N2
ABV25649 Cerdo 2001 Minnesota 100 97 H1N2
ABE12650 Humano 1996 New York 100 97 H3N2
ADY72643 Cerdo 2008 Hong Kong 100 95 H1N2
ACV42119 Cerdo 2008 Texas 100 95 H1N2

*N/R No Reportado



Cuadro 11. SNPs identificados en el segmento N1 secuencias en nucleétidos.

[T =T I SR = Y o IR - TE R R ]

= AR R R
L= R I VR =

POSICION DE VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA

Virus 438 450 465 468 480 486 480 549 618 630 660 670 687 696 702 711 732 750 756 763 794 705 799 808 825 865 870 939 045
AfCerdo/Newlersey/1976{N1} T 6 T A C C C A A T A T T T A G CA G T G G A G C G T A G
AfCerdo/DMZC/11/N1 c A CGTGTT GGG C A CCATGAAAAGAT A C G A
AfCerdof/Veracruz/0/09(N1) G T 6 T T G G G C A C C AT GAAAAGATACG A
Afcerdo/EdoMex/1/09(N1) G T 6 T T G G G C A C C AT GAAAAGATACG A
Afcerdof/EdoMex/2/09(N1) G T 6 T T 6 G 6 C A C CATGAAAAGATACG A
AfcerdofDaxacaf20/09(N1) G T 6 T T 6 G 6 C A C C AT G A A A A G A TAC G A
AfcerdofEdoMex/49/09({N1) G T 6 T T 6 G 6 C A C C AT G A A A A G AT A C G A
AfcerdofVeracruz/31/09(N1) G T 6 T T 6 G 6 C A C C AT G A A A A G AT A C G A
AfcerdofEdoMex/19/09({N1) c A CGT G TT GGG C A CCATGAAAAGAT AT G A
Afcerdof/EdoMex/50/09{N1) c A CGT G TT GGG C A CCATGAAAAG AT A C G A
AfHumanofCalifornia/2009{H1N1) T A T A C T T T A C A T T A A T T G A & A A G A C A T G A
AfHumano/México City/2009{H1N1) T A T A C T T T A C A T T A A T T G A & A A G A C A T G A
AfHumano/MéxicolnDRE/2012{H1N1}) T A T A C T T T A C A T T A A T T A A A A A G A C A T G A
AfHumano/MéxicolnDRE/2011{H1N1}) T A T A C T T T A C A T T A A T T G A A A A G A C A T G A
AfHumano/MéxicolnDRE/2010{H1N1) T A T A C T T T A C A T T A A T T G A A A A G A C AT G A
AfHumano/MéxicolaGloria/2009(Hi1N1) T A T A C T T T & C A T T A A T T G A A A A G A C A T G A
AfCerdo/Querétaro/2009{H1N1} T A T A C T T T A C A T T A A T T G A A A A G A C A T G A
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Cuadro 12. Cambios evolutivos identificados en el segmento N1 secuencias en aminoacidos.

Numero de residuo

Virus 188 191 210 212 222 232 234 241 248 254 255 257 258 259 262 264 265 267 269 270 275 285 286 287 288 289 298 307 308 311
A/Cerdo/Newlersey/1976/HIN1 M L K vV 1 | N L K Mm E K I R I L D H T K Vv A D D
A/Cerdo/DMZC/2011/N1
A/Cerdo/Veracruz/0/09
A/Cerdo/EdoMex/1/09
A/Cerdo/EdoMex/2/09
A/Cerdo/EdoMex/19/09
A/Cerdo/Oaxaca/20/09
A/Cerdo/Veracruz/31/09
A/Cerdo/EdoMex/49/09
A/Cerdo/EdoMex/50/09
NRAM 176A7/RecName: Full Neuraminidasa
NRAM I61A1/RecName: Full Neuraminidasa
A/Cerdo/Korea/2005(HIN1)
A/Cerdo/Taiwan/2001(H3N1)
A/Cerdo/lowa/1977(HIN1)
A/Cerdo/Minnesota/2005(H1N1)
A/Pavo/NC/1988(H1N1)
A/Cerdo/HongKong/1977(HIN1)
A/Cerdo/Minnesota/1999(H1IN1)
A/Cerdo/California/1991(H1N1)
A/Cerdo/Indiana/1988(H1N1)
A/Cerdo/lowa/1987(HIN1)
A/Pavo/USA/1992(H1N1)
A/Pavo/Kansas/1980(H1N1)
A/Pollo/NY/1998(H1N1)
A/Cerdo/Ontario/1981(HIN1)
A/Cerdo/lllinois/2003(H1IN1)
A/Cerdo/NorthCarolina/2003(H1N1)
A/Cerdo/Taiwan/2003(H3N1)
A/Cerdo/Tennessee/1977(HIN1)
A/Cerdo/HongKong/2000(H1N1)
A/Cerdo/HongKong/2001(H1N1)
A/Cerdo/Wisconsin/1970(H1N1)
A/Cerdo/Kyoto/1979(HIN1)
A/Cerdo/Wisconsin/1957(H1N1)
A/Cerdo/Nebraska/2005(mixed)
A/Cerdo/Missouri/2008(HIN1)
A/Humano/California/2009
A/Humano/México City/2009
A/Humano/México/InDRE/2012
A/Humano/México/InDRE/2011
A/Humano/México/InDRE/2010
A/Humano/MéxicoLaGloria2009
A/Cerdo/México/2009(H1N1)
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Cuadro 13. SNPs identificados en el segmento H3 secuencias en nucleétidos.

POSICION DE VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA
112 245 265 308 486 502 539 551 659 703

Virus
1 A/Cerdo/Minnesota/98/(H3N2)

2 A/DMZC-UNAM/2011/H3
3 A/Cerdo/lowa/2011 (H3N2)

C AACTGAGGA
T CGTAAGAAG
Cc CA TT GG TAG
C CA TTAGTAG
C CA TT GG TAG

4 A/Cerdo/Minnesota/2011 (H3N2)
5 A/Humano/Indiana/2011 (H3N2)

6 A/Humano/Pennsylvania/2011(H3N2) C C A T T G G T A G

idos.

re

1as en aminoaci

dos en el segmento H3 secuenci

identifica

IVOS |

Cuadro 14. Cambios evolut

Nimero de Residuo
14 19 22 26 28 37 47 66 69 72 73 79 91 94 95 98 104 108 114 117 122 123 133 137 138 140 149 151 153 154 156 158 160 161 171 172 173 174 175 177 179 180 188 202 205 206 208 209 212 213 215 219 223 223 225 230
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Cuadro 15. Cambios evolutivos identificados en el segmento N2 secuencias en aminoacidos.
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LISTA DE FIGURAS

(Medina et al., 2011)

Figura 1. a) Estructura viral del virus de influenza.

b) Filogenética de la hemaglutinina. Las propiedades antigénicas de la
hemaglutinina permiten la clasificacién de los virus de la gripe A en dos grandes grupos,
los cuales se clasifican en cinco clados y 16 subtipos.

(Ito et al., 1998)

Figura 2. Tinciéon de lectina para la identificacion de receptores de acido sialico en
intestino de pato (colén) a2,3Gal y receptores en traquea de cerdo a2,3Gal y
a2,6Gal.
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(Medina et al., 2011)

Figura 3. Afinidad de receptores virales en diferentes huespedes. Los virus aviares se
unen preferentemente a a2,3Gal, que se encuentra en el intestino y el tracto respiratorio
de las aves. Los virus humanos estacionales H1N1, H3N2 y H1N1 pandémico 2009 tienen
una mayor afinidad por a2,6Gal, que se expresan en el tracto respiratorio superior de los
seres humanos.
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(Ma et al., 2009)

Figura 4. Transmisidon interespecies, las aves acuaticas silvestres son reservorios
naturales de los 16 subtipos identificados de la hemaglutinina. Las lineas continuas
indican transmisién de eventos frecuentes o confirmados, las lineas de puntos, posibles
eventos ocasionales de transmision.

(Du et al., 2010)

Figura 5. Estructura 3D del complejo de la neuraminidasa del virus H1N1/2009 y
posiciéon de la Mutaciéon His274Tyr que indica la resistencia al antiviral Oseltamivir
(Tamiflu).
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Figura 7. Alineacién de secuencias del segmento N1

Figura 6. Alineacion de secuencias del segmento H3 posicion His274Tyr.

posicion GIn226 (Q=Glutamina) y Thr 228 (T=Treonina).



Figura 8. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del segmento N1 a partir de muestras clinicas y virus referencia, se

presentan secuencias en nucleétidos con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. Ei color de los taxones indica el huésped;
negro=cerdo estacional, azul=cerdo periodo 2009-2011, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia.
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Figura 9. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del virus referencia segmento H3 a partir de secuencias en nucleétidos

y secuencias con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. El color de los taxones indica el huésped; negro=cerdo estacional, azul= cerdo periodo
2009-2011, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia, morado=humano estacional.
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Figura 10. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del virus referencia segmento N2 a partir de secuencias en

nucleoétidos y secuencias con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. El color de los taxones indica el huésped; negro=cerdo estacional,
azul=cerdo referencia, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia, morado=humano estacional.
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Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del segmento N1 a partir de muestras clinicas y virus referencia, se

presentan secuencias en aminoacidos con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. Ei color de los taxones indica el huésped;
negro=cerdo estacional, azul=cerdo periodo 2009-2011, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia.
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Figura 12. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del virus referencia segmento H3 a partir de secuencias en

aminoacidos y secuencias con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. El color de los taxones indica el huésped; negro=cerdo estacional,
azul=cerdo periodo 2009-2011, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia, morado=humano estacional.
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Figura 13. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del virus referencia segmento N2 a partir de secuencias en

aminoacidos y secuencias con mayor porcentaje de identidad en el Genbank. Ei color de los taxones indica el huésped; negro=cerdo estacional,
azul=cerdo referencia, verde=aviar, rojo=humano pandémico, naranja =virus referencia, morado=humano estacional.
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