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Abreviaturas

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNv Acido ribonucleico viral

HA Hemoaglutinina

IABP Influenza aviar de baja patogenicidad
IAAP Influenza aviar de alta patogenicidad
M1 Proteina de matriz uno

M2 Proteina de matriz dos

NA Neuraminidasa

NP Nucleo proteina

NS1 Proteina no estructural uno

NS2 Proteina no estructural dos

PA Polimerasa acida

PB1 Polimerasa basica uno

PB2 Polimerasa basica dos

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

RT Transcriptasa reversa
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Resumen

El virus de la influenza aviar subtipo H5N2 de baja patogenicidad ha estado presente en
las unidades de produccion avicola de México desde 1994. Actualmente su presencia es
esporadica con algunos focos al afio en algunos estados de la Republica Mexicana.
Durante una evaluacién de virulencia en embrién de pollo y pollos libres de patdgenos
especificos (SPF) de varias cepas de influenza aviar, donadas por la Comisién México —
Estados Unidos para la prevencion de la fiebre aftosa y otras enfermedades exdticas de los
animales (CPA) de la SAGARPA, se observé que una cepa del virus aislada de pollo, mataba
al 75% de los embriones de pollo, pero causaba signos clinicos de baja virulencia en pollos
SPF. El presente estudio tuvo por objetivo, determinar si los ocho segmentos del genoma
corresponden a un virus de influenza aviar de pollo para comprender su origen
filogenético. Se realizd un analisis de las caracteristicas moleculares de este virus a partir
de la secuencia completa del genoma de los 8 segmentos del virus amplificados por RT-
PCR punto final y la secuencia de nucleétidos se llevo a cabo por el método de Sanger. La
distancia genética fue calculada utilizando el modelo de Kimura para 2-parametros, y el
analisis evolutivo se elabord en el programa MEGAS5. Los dendogramas se realizaron
utilizando el método de Neighbor-Joining del programa bioinformatico MEGAS. Los
resultados del analisis filogenético del virus muestran que los ocho segmentos del genoma
del virus tienen un linaje mexicano con virus aislados en pollos. La secuencia de
aminodcidos que presenta el virus en el sitio de corte de la molécula Hemoaglutinina (HA),
es caracteristica de cepas de virus de influenza aviar de baja patogenicidad. Al realizar el
analisis filogenético, se demostr6 que los ocho genes de este virus
A/pollo/Mexico/2007(H5N2) estan relacionados con los virus de influenza aviar H5N2 de
baja patogenicidad del sur del pais, asi como con los virus aislados de Guatemala y El

Salvador.
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1 INTRODUCCION

El virus de la influenza aviar pertenece a la familia Ortomixoviridae, la cual esta formada
por 5 géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogotovirus e Isavirus.
El género influenzavirus A podria estar conformado por 198 subtipos con base en la
combinacion de las 18 hemoaglutininas (HA) y 11 neuraminidasas (NA) (1). En aves
silvestres se encuentran las 16 HA y 9 NA, pero los principales subtipos presentes en aves
acuaticas silvestres son el H3, H4 y H6, mientras que en las Galliformes han sido el H5, H7

y HO.

1.1 GENOMA

El genoma del Influenzavirus tipo A esta formado por ocho segmentos de RNA de cadena
sencilla de polaridad negativa, con tamafios que van de 890 a 2350 nucledtidos que
incluyen algunas variaciones dependiendo de la cepa de virus; en total, el genoma tiene
aproximadamente 13,600 nucledtidos y puede codificar hasta doce proteinas virales. La
mayoria de los segmentos codifican para una sola proteina, con excepcion de los
segmentos 2, 3, 7y 8. En algunas cepas el segmento 2 codifica la proteina PB1 y PB1-F2, el
segmento 3 codifica para la PA y PA-X, el segmento 7 codifica para la proteina de matriz 1
y 2; v el segmento mas pequefio codifica para las proteinas no estructurales NS1 y NS2
(cuadro 1). Todos los genes virales tienen en sus extremos 5y 3" regiones no traducidas

2
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de longitudes variables, que contienen las sefiales de union para la RNA polimerasa del
virus, asi como las sefiales necesarias para la encapcidacion del genoma viral. Los ultimos
13 y 12 nucledtidos de los extremos 5y 37, respectivamente, estan altamente conservados

entre todos los genes del virus (2, 3, 4, 5).

Cuadro 1. Longitud en nucleétidos de cada uno de los ocho segmentos del virus de

influenza aviar y la proteina que codifican.

Segmento y proteina que # Nucleédtidos # Aminodcidos
codifica.

1.-PB2 2341 759

2.-PB1y PB-F2 2341 757y 87

3.-PAy PA-X 2233 716y 252

4.-HA 1778 566

5.-NP 1565 498

6.-NA 1413 454

7.-M1y M2 1027 252y 97

8.-NS1y NS2 890 230y 121
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1.2 PROTEINAS ESTRUCTURALES Y NO ESTRUCTURALES

El virus de la influenza tipo A es pleomoérfico, sus dimensiones pueden variar entre 80 y
120 nm de didmetro, el cual estd envuelto por una membrana de origen celular que
contiene tres proteinas, la hemoaglutinina (HA), neuroaminidasa (NA) y la M2 que son
proteinas de origen viral (6). En la parte interna estan presentes las proteinas del complejo
de polimerasa PB1, PB2 y PA, ademas de la proteina de nucleocapside NP y la proteina de

matriz M1.

Ademas de las proteinas estructurales, los virus de influenza tipo A codifican para las

proteinas no estructurales PB1-F2, PA-X, NS2 y NS1.

Polimerasa basica 2 (PB2)

Es una proteina que esta relacionada en el reconocimiento del “Cap” presente en el
extremo 5” del ARN celular, la cual es utilizada como iniciador de la trascripcién del ARNm.
También se ha visto que tiene que ver con la capacidad de ciertos virus influenza para
replicarse en células aviares y de mamiferos. Ademas se ha observado que el residuo del
aminodcido 627 en la subunidad PB2 regula la actividad de la polimerasa, participando en
la carga de la superficie y la estructura de este dominio para la replicaciéon del virus y su

adaptacion (7, 8).

Polimerasa bdsica 1 (PB1)

Esta proteina participa en el proceso de iniciacion y elongacién del ARNm que tiene

interaccidn con sitios especificos conservados del ARN viral, a través de las subunidades
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localizadas en sus extremos amino y carboxilo terminal (9). La proteina polimerasa basica
1 (PB1) se une a las regiones, que controlan el inicio de la transcripcidon del ARNv y ARNc, y
contiene la caracteristica conservada de los ARN polimerasas, para funcionar como una
subunidad catalitica de la polimerasa, y responsable de la adicién secuencial de

nucledtidos a las cadenas de ARN naciente (8).

Polimerasa Bdsica 1- F2(PB1-F2)

Esta proteina no estd presente en todos los virus de influenza tipo A. La proteina tiene una
afinidad por la membrana interna de la mitocondria, lo que traera la consiguiente pérdida
de potencial de membrana promoviendo la apoptosis, principalmente de los macréfagos

(10, 11).

Polimerasa dcida (PA)

Esta proteina es una fosfoproteina con actividad endonucleasa que realiza un corte en la
porcion 5° del ARNm del hospedero que contiene la porcion CAP y ademas esta metilado,
conformado por 13-15 nucledtidos, el cual es un molde iniciador para la replicacién de
ARNv (3, 12). También se ha reportado que la proteina polimerasa acida (PA) esta
involucrada en la transcripcion del genoma del virus y es necesaria para que el complejo

de replicaciéon del virus sea funcional (13, 14).

Polimerasa acida X (PA-X)

El segmento 3 del virus contiene un segundo marco de lectura abierto, el cual codifica

para esta proteina ('X-ORF). Esta pequeia proteina provoca la inhibicidn de la expresion
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de ARN polimerasa Il, cuya funcidn es la de traducir el ADN hacia ARNm. Por lo que la PA-X
afecta la expresion de los genes anfitriones requeridos para la respuesta de las células, por

lo que la proteina aumenta la patogenicidad del virus (12).

Hemoaglutinina (HA)

La HA se proyecta desde la membrana lipidica de la cubierta viral, como una espicula de
aproximadamente 10 a 40 nm que; esta distribuida uniformemente en toda la superficie
de la envoltura del virién. La HA participa en la adsorcion y penetracion del virus a la
célula, estimula la fusidén entre la membrana de la célula hospedera y la envoltura viral; y
aglutina a los eritrocitos a través de la HA1 (6). La proteina es sintetizada como una sola
proteina precursora, HAQ, que en el reticulo endopldasmico se trimeriza y se glicosila, para
ser transportada a la superficie celular (15). La proteina HA contiene multiples enlaces
disulfuro y se escinde en una forma madura compuesta de dos subunidades, HA1 y HA2
(12, 16). La subunidad HA2 y las porciones amino y carboxilo terminales de la subunidad
HA1 forman una tallo-membrana proximal que media la fusidon de la membrana durante la
entrada viral (17). El dominio de unién al receptor (HA-RBD, por sus siglas en inglés),
forma la cabeza distal de la molécula y se inserta en la subunidad HA1 que junto con la
subunidad HA2 son producto del corte proteolitico de la HA. Durante la entrada del virus,
el HA-RBD interacciona con receptores que contienen acido sialico en la superficie de la
célula hospedadora, y el viridon es posteriormente internalizado por endocitosis a la célula

(18).
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Ribonucleoproteina (RNP)

La proteina RNP forma una estructura de varillas flexibles; sus filamentos presentan una
forma de tirabuzéon en un extremo y una periodicidad de alternar surcos de mayor a
menor, lo que sugiere que la estructura esta formada por una cadena que se pliega sobre
si mismo y luego se enrolla sobre si para formar una especie de doble hebra en la hélice.
Grandes estructuras helicoidales, sugieren que esta formado por la agregacién ordenada
de los segmentos mas pequenos, a veces se han visto parcialmente interrumpidas en los

viriones (19).

La RNP consta de cuatro tipos de proteinas y ARN. La NP es la subunidad predominante de
la nucleocdpside y se asocia con el ARNm con una periocidad de alrededor de 20
nucledtidos de ARN por cada subunidad NP. El complejo RNP dependiente de ARN consta
de las tres subunidades (PB1, PB2 y PA) que estan presentes en sélo 30 a 60 copias por
virion (9). El ARN en el complejo RNP sigue siendo sensible a la digestién por ARNasa, y
puede ser desplazado por polivinilsulfato. Las proteinas de la polimerasa en el complejo
RNP pueden llevar a cabo la unién con el CAP, endonucleasa, la sintesis de ARN vy las

reacciones de poliadenilacion (20).

Neuraminidasa (NA)

La glicoproteina neuraminidasa se extiende desde la membrana viral como una proyeccién
o espicula formada por una cabeza cuadrangular; cataliza el anclaje de las uniones entre el
acido sidlico terminal y un residuo azucarado adyacente en la membrana celular que

permite transportar al virus a través de las mucinas y destruir los receptores de la HA
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sobre la célula hospedera, permitiendo la elucién de la progenie viral de la célula
infectada (21, 16). La NA también previene la agregacidn viral evitando la unién con su

propia HA (22, 23).

Proteina M1

Se cree que la proteina de la matriz viral (M1) es la base de la bicapa lipidica de la
envoltura viral, y al mismo tiempo, esta proteina se encuentra asociada con el
ARN genodmico y con la nucleoproteina (NP), que en asociacién estrecha con los ARN
virales forman la ribonucleoproteina del virus. La proteina M1 es la mas abundante en el
virién y participa como regulador en el movimiento intracelular de la RNP y ayuda en la

homo-oligomerizacion del genoma viral (6, 24).

Proteina M2

La proteina de membrana M2 estd presente en la envoltura viral, se encuentra anclada en
la envoltura viral por su region hidrofdbica. La proteina M2 se expresa abundantemente
en la membrana plasmatica de células infectadas por el virus, pero es muy escasa en los
viriones, ya que sélo unas pocas moléculas se incorporan a las particulas virales. En las
células infectadas, la proteina M2 se expresa en la superficie celular apical. Esta
proteina funciona como canal idnico que se activa gracias al ambiente acido del
endosoma, el cual permite la entrada de protones al interior de la envoltura viral
ocasionando la acidificaciéon del interior del virién y disociacién de la interaccidon
electroestatica entre la proteina M1 y las ribononucleoproteinas, ocasionando la salida de

la RNP al citoplasma celular (25).
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Proteina NS2

La proteina NS2 (nombrada como la segunda proteina codificada por el segmento de
RNA 8 que también codifica para la proteina NS1) estd presente con 130 a 200 moléculas
por virus y forma una asociacién con la proteina M1. Esta asociacién se cree que es
fundamental en la replicacién del virus en relacion a la exportacidon del complejo RNP del
nucleo al citoplasma. Se ha sugerido que NS2 cambie de nombre por el de NEP para la

proteina de exportacion nuclear (11, 14, 26).

Proteina NS1

Esta proteina inhibe la poliadenilacion del ARNm celulares para restringir la actividad
antiviral inducida principalmente por el interferén, ya que impide el reconocimiento
celular del RNA viral por el “sensor” celular RIG-1 uniéndose directamente, y asi bloquear
la actividad de las proteinas celulares PKR y CPSF30 (13, 4). También se ha descrito que
esta proteina participa en el trafico de los viriones, por lo tanto es esencial para la

replicacion viral (27, 28).

1.3 MUTACIONES

El virus de la influenza tipo A tiene una tasa de mutacion estimada en 2 X 10” por posicién
por generacion viral, debido a que tiene una RNA polimerasa dependiente de RNA que no
corrige los errores y por lo tanto genera los cambios o mutaciones; lo anterior genera

variaciones genéticas de una misma cepa (5).
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La deriva génica observada en el virus de influenza, son cambios especificos de
nucledtidos individuales en los genes que codifican para diversas proteinas. En el caso del
virus de la influenza, estos cambios son de mayor importancia en los sitios antigénicos de
la HA y NA porque son los sitios en los cuales la respuesta inmunoldgica por anticuerpos
participa en la neutralizacion del virus previo a la infeccién. También estos cambios
pueden alterar la afinidad por el receptor celular y evadir la respuesta celular por

linfocitos T citotoxicos (26, 29).

La sustitucion antigenica ocurre cuando dos virus de influenza tipo A de diferentes
subtipos infectan a una misma célula (coinfeccién); permitiendo que el virus intercambie
varios segmentos, generando un nuevo subtipo de virus o bien el mismo subtipo, pero con
diferentes segmentos, este fendmeno también es conocido como rearreglo genético (29,
30). El rearreglo genético del virus puede permitirle adaptarse al huésped y en ocasiones
causar brotes que pueden afectar a los humanos; ejemplo de ello fue la pandemia
ocurrida en Tailandia, Vietham y Camboya por el virus de influenza aviar de alta

patogenicidad (IAAP) A/pollo/Viet Nam/2004(H5N1) (31, 32).

Mutaciones de patogenicidad y transmision

El virus de la influenza tipo A ha tenido mutaciones progresivas, que favorecen la
aparicion de nuevas cepas virales las cuales pueden clasificarse en virulentas o no
virulentas en funcion del sitio de corte proteolitico de la HA. El sitio puede ser cortado por
endoproteasas presentes en el tracto respiratorio y digestivo como la tripsina, mientras

gue otras enzimas ubicuas como las furinas permiten la infeccién viral en otras células del

10
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organismo incluido el tracto respiratorio y digestivo (33). Esta caracteristica conferida por
las mutaciones ayuda al proceso de hidrdlisis y activacion de la HA junto con la NA, que
participa incrementando la concentracién de proteasas al unirse al plasminogeno el cual
es un precursor de la plasmina. Ademas de la HA y NA, existen otras proteinas virales que
estan asociadas a la patogenicidad del virus como la PB1, PB2 y PA, responsables de la
replicacion del genoma virico. La proteina PB1-F2 codificada dentro del segmento dos es
responsable de la citotoxicidad de los macréfagos ya que interactia con las proteinas
ANT3 y VDCA1 de la membrana interna mitocondrial implicadas en la permeabilidad de
esta, lo que provoca el inicio del proceso de apoptosis, desencadenando una
inmunosupresion por muerte de células inmunes, confiriéndole su alta capacidad
patogénica (34).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los ancestros de virus de la influenza tipo A que afectan al hombre y a los cerdos son
aparentemente el virus de influenza tipo A presente en aves silvestres. Estudios
filogenéticos sobre la nucleoproteina de virus aislados en aves, muestran la existencia de
sublinajes separados entre Eurasia y América; esto demuestra que las aves migratorias
gue se desplazan de manera latitudinal entre continentes, tienen poca o ninguna
participacién en la transmision de la influenza tipo A. Por el contrario, las aves que migran
longitudinalmente parecen tener una participacion en el proceso continuo de evolucién
del virus. El andlisis de comparaciéon multiple entre secuencias de aminoacidos de
diferentes virus aislados de aves, muestra que tienen una baja tasa evolutiva en

comparacion con los virus aislados en mamiferos (35).
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En Europa, Asia, América del Norte y Australia han notificado frecuentemente diversos
subtipos del virus de la influenza, que se encuentran en aves comerciales vy silvestres. En
Asia se han reportado brotes de IAAP del subtipo H5H1, entre otros subtipos de baja
patogenicidad. En 1983 y 2004 se aislaron los subtipos H5N2 en Estados Unidos de
América y en 2004 el subtipo H7N3 en Canada (36, 37). América Latina y el Caribe estan
libres de IAAP H5N1, pero tienen la presencia de otros subtipos de IAAP. En México,
Guatemala y El Salvador se ha reportado el subtipo H5N2 y el subtipo H7N3 en Chile (15,

38).

2.1 Situacion de México

En México se detectd por primera vez el virus de la influenza aviar de baja patogenicidad
(IABP) subtipo H5N2 en el afio de 1994 en granjas avicolas del centro del pais; en ese
mismo afio, meses mas tarde se detecto el virus de alta patogenicidad (IAAP). La ecologia
del virus de la influenza con base en estudios de la filogenia viral es compleja, ya que el
virus de la Influenza A tiene como hospedero primario a las aves acuaticas silvestres
donde los subtipos H1-16 se han aislado de aves acuaticas en Eurasia y los subtipos H14,

H15 y H16 no han sido detectados en América. (29).

En México el virus de la influenza aviar H5N2 de baja patogenicidad estd presentando
constantes variaciones genéticas que tienen una divergencia de antigenos importante en
comparacion con la cepa de la vacuna contra la IA. Se han realizado estudios filogenéticos
con anterioridad, en donde los virus aislados dentro del periodo de 1994 a 1997 se

dividieron en 2 grupos denominados Jalisco y Puebla, los cuales fueron cambiado
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posteriormente, denominandolos A y B. Los del linaje A agrupan a todos los virus dentro
de territorio nacional, mientras que los del grupo B se agrupan los virus de Puebla,

Chiapas, Guatemala y El Salvador (2, 39)

3. JUSTIFICACION Y DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

3.1 Justificacion practica

En México, el virus de la influenza aviar H5N2 de baja patogenicidad estd teniendo
constantes variaciones genéticas y los aislamientos de virus de IA tienen una divergencia
de antigenos importante en comparacion con la cepa de la vacuna contra la IA (2, 40). La
replicacion de algunos virus de baja patogenicidad en pollos puede matar a los embriones
de pollo mientras que otros no. La razén de por qué algunos virus considerados de baja
patogenicidad matan embriones y otros no, es desconocida, pero se sabe que el sitio
proteolitico de la HA con presencia de aminoacidos basicos estd asociada a la alta
patogenicidad. En el afio 2009 se evaluaron varias cepas aisladas por el laboratorio de la
Comision México-Estados Unidos para la prevenciéon de la fiebre aftosa y otras
enfermedades de los animales (CPA) para la elaboracidn de vacunas. Durante ese estudio
se observo que la cepa A/pollo/México/2007(H5N2) de baja paotgenicidad tenia la
caracteristica de matar el 75% los embriones de pollo. El presente estudio caracterizo el
genoma del virus A/pollo/México/2007(H5N2) que es letal en embrién de pollo.

4. HIPOTESIS

El virus de influenza de baja patogenicidad A/pollo/Mexico/2007(H5N2) es un virus con

genoma de origen de pollo en México con caracteristicas de baja patogenicidad.
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5. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

5.1 Objetivo general

Determinar el origen genético del virus de influenza A/pollo/Mexico/2007(H5N2) a través

de analisis filogenético.

5.2 Objetivos especificos

1. Secuenciacién de nucledtidos y analisis in silico del genoma del virus de influenza

A/pollo/Mexico/2007(H5N2).

6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Amplificacion de secuencias

Los ocho segmentos fueron amplificados para secuenciacion con base en primers
universales (41) y otros primers disefiados previamente en el laboratorio de Ecomedicina
del Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves.

Se determind la secuencia gendmica completa mediante el método de Sanger (42). Los 8
segmentos del genoma del virus codifican 11 proteinas (PB2, PB1, PA, PA-X, HA, NP, NA,
M1, M2, NS1, y NS2) con longitudes de 759, 756, 716, 368, 566, 498, 454, 252, 97, 230y

121 aminodcido respectivamente.

Alineamiento de secuencias

Se realizaron alineamientos pareados multiples de las secuencias de nucleétidos de los
ocho segmentos utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con aquellas secuencias de virus que fueron aislados de
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pollo, que estuvieran dentro del periodo de 1993 a 2012 y que el aislado presente los
ocho segmentos del virus registrados en el banco de genes del Centro Nacional para la

Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

6.2 Analisis filogenético

Se seleccionaron del banco de genes del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

las secuencias de los ocho segmentos disponibles de virus de Influenza Aviar subtipo H5N2
de baja y alta patogenicidad que correspondieron a aislamientos virales realizados a partir
de pollos en México y Centro América, asi como algunos de América del Norte y Euroasia.
Se excluyeron del andlisis aquellas secuencias que tuvieran espacios (gaps), secuencias

parciales y aquellos virus que tuvieran incompleto el genoma.

Los alineamientos de las secuencias de nucledtidos obtenidas del banco de genes con las
pertenecientes al virus bajo analisis, se realizd mediante el método de alineamiento
progresivo de Clustal W. Posteriormente se calcularon las distancias genéticas entre las
secuencias con el modelo de Kimura dos parametros. Con los valores obtenidos, se
construyeron los dendrogramas utilizando el algoritmo Neighbor-Joining por medio del
programa MEGA versidon 5.05. Las estimaciones de la significancia estadistica de Ia
filogenia se calcularon mediante el método de 1000 réplicas.

A partir del arbol filogenético se definieron grupos con base en los nodos observados a las
regiones geograficas y anos de aislamiento de los virus. Se calcularon las distancias

genéticas entre grupos y dentro de los grupos utilizando el programa MEGA versién 5.05.
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6.3 Traduccion de secuencias

Se tradujo la secuencia de nucledtidos a aminodacidos por medio del programa ExPASy
(43), que pertenece al Instituto Suizo de Bioinformatica. Para la identificacion del sitio de
corte dado por una Arginina o Lisina, que es la region blanco de protedlisis, se empled el
Servidor de Prediccién ProP 1.0 (44, 45) del Centro para el Analisis de Secuencias

Bioldgicas (CBS) de la Universidad Técnica de Dinamarca.

La identificacion de posibles sitios de glicosilacion en la asparagina (N) de la HA cuando
ocurre N-X-[T/S], en donde X puede ser cualquier aminoacido excepto Prolina (P) (46), se

realizd a través del servidor NetNGlyc 1.0 (47) del CBS.

Para identificar eliminaciones de al menos 10 aminoacidos en la regién tallo de la
Neuraminidasa, la cual comienza en el residuo 36 y termina con una Cisteina (Cys= C)
altamente conservada en la posicion 92 (48), se alined y compard la secuencia de
aminodcidos de la NA del virus estudiado con la del virus de alta patogenicidad
A/pollo/Queretaro/14588-19(H5N2), con numero de acceso ABI85130 en el banco de
genes del NCBI; este virus es considerado altamente virulento para las aves comerciales y
se demostré en un estudio previo que presenta una eliminacion de 20 aminoacidos en

dicha regién de la NA (49).

En ambas secuencias de aminoacidos se evalud la presencia de mutaciones asociadas con
la adicién de sitios de glicosilacién, cambios en el sitio de unidn a receptores que

modifiquen el reconocimiento de los mismos a diferentes hospedadores, asi como la
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presencia de mutaciones previamente reportadas que confieran resistencia a fdrmacos

antivirales.

7. RESULTADOS

7.1 Similitud entre secuencias

Al observar el andlisis multiple de apareamientos de cada segmento del virus
A/pollo/México/2007(H5N2) con el programa BLAST, se muestra que las secuencias de
nucledtidos de los segmentos 1 (PB1), 2 (PB2), 3 (PA), 4 (HA), 6 (NA) y 8 (NEP) tienen un
porcentaje de similitud del 95% con aislados encontrados en Guatemala, mientras que el
segmento 5 (NP) y 7 (M) con Hidalgo y El Salvador respectivamente (Cuadro 2). El analisis
multiple con los genes del virus A/pollo/México/2007(H5N2) muestra que la similitud del
gen PB2, PB1, HA, NA y NP es del 94% con aislados de Guatemala; mientras que el gen PA,
NP y M tienen una similitud del 94% con virus aislados de Ibaraki, Hidalgo y El Salvador

respectivamente; cubriendo un alto porcentaje de la secuencia (cobertura) (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Porcentaje de mayor similitud de nucledtidos de cada uno de los 8 segmentos del

virus A/pollo/México/2007(H5N2) con secuencias obtenidas de genomas completos.

Segmento Aislado % ldentidad | % Cobertura
1 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000 (H5N2) 95 98
2 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000 (H5N2) 95 99
3 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000 (H5N2) 95 99
4 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000 (H5N2) 96 97
5 A/pollo/Hidalgo/28159-232/1994 (H5N2) 94 100
6 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 924 100
7 A/pollo/El Salvador/102711-1/01 (H5N2) 96 100
8 A/pollo/Guatemala/45511-5/2000 (H5N2) 926 98
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Cuadro 3. Porcentaje de mayor identidad de nucleétidos de cada uno de los 8 genes del virus

A/pollo/México/2007(H5N2) con secuencias de genes completos.

Genes Aislado % ldentidad | % Cobertura
1 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 95 99
2 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 95 99
3 A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) 96 100
4 A/pollo/Guatemala/45511-5/2000(H5N2) 96 99
5 A/pollo/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) 94 100
6 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 924 100
7 A/pollo/El Salvador/102711-1/01(H5N2) 96 99
8 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 95 100

El analisis de identidad en secuencia de aminoacidos de cada una de las 8 proteinas del
virus A/pollo/México/2007 (H5N2) mostré que las proteinas PB2, PB1, M y NEP tiene
mayor similitud con virus aislados en Guatemala, las proteinas de la PA y HA con virus
aislado en Japon en la region de lbaraki; y las proteinas NP y NA con virus aislados en

Jalisco (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Porcentaje de identidad de aminoacidos de cada uno de los 8 genes del virus

A/pollo/México/2007(H5N2) con secuencias de genoma completo de virus.

Segmento Aislado % Identidad | % Cobertura
1 A/pollo/Guatemala/45511-5/2000(H5N2) 98 100
2 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 98 100
3 A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) 98 100
4 A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) 95 100
5 A/pollo/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) 98 100
6 A/pollo/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) 94 100
7 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 98 100
8 A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) 96 100

7.2 Distancia genética entre poblaciones:

Se realizé el analisis de distancias genéticas entre los 17 aislados para entender la
evoluciéon y el origen de los 8 segmentos del virus A/pollo/México/2007(H5N2).

Comenzando con:
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Segmento 1 (PB2): El A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una menor distancia genética
(0.057) con los aislados de Guatemala A/pollo/Guatemala/45511-1/2000 vy
A/pollo/Guatemala/194573/2002(H5N2), y una mayor distancia genética (0.191) con el
aislado asiatico A/pollo/Hebei/1102/2010(H5N2). Dentro de los aislados de México, el que
mantiene una menor distancia genética (0.068) con el aislado de interés es el aislado
A/pollo/Jalisco/14589-660/1994(H5N2), mientras que el aislado que se mantiene mas

alejado genéticamente (0.082) es el A/pollo/México/22184/1998(H5N2).

Segmento 2 (PB1, PB1-F2): El segmento 2 del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una
menor  distancia genética (0.057) con los aislados de Guatemala
A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) y A/pollo/Guatemala/194573/2002(H5N2), vy
una mayor distancia genética (0.191) con el aislado asiatico
A/pollo/Hebei/1102/2010(H5N2). Dentro de los aislados de México, el que mantiene una
menor distancia genética (0.068) con el aislado de interés es el aislado
A/pollo/Jalisco/14589-660/1994 mientras que el aislado que se mantiene mas alejado

genéticamente (0.082) es A/pollo/México/22184/1998 (H5N2).

Segmento 3 (PA, PA-X): El segmento 3 del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene un menor
distancia genética con los aislados de Guatemala A/pollo/Guatemala/45511-
1/2000(H5N2) y A/pollo/Guatemala/194573/2002(H5N2) y una mayor distancia genética
(0.145) con el aislado asidtico A/pollo/Taiwan/A1997/2012(H5N2), con excepcion del
aislado asiatico A/pollo/lbaraki/1/2005(H5N2), que mantiene una distancia corta (0.043).

Respecto a los aislados de México, la menor distancia genética con el aislado de este
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estudio es el A/pollo/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2) y el que tiene una mayor distancia

genética es el A/pollo/México/22184/1998(H5N?2).

Segmento 4 (HA): El segmento 4 del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una distancia
genética menor (0.042) con los aislados de Guatemala A/pollo/Guatemala/45511-
1/2000(H5N2) y A/pollo/Guatemala/45511-5/2000(H5N2); y una mayor distancia genética
con el aislado A/Pollo/Hebei/2010(H5N2) (0.365). En los aislados de México, se observa
que el aislado A/pollo/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) es el que mantiene una menor
distancia genética es (0.096) y el aislado de México que mantiene una mayor distancia

genética (0.123) es el aislado A/pollo/México/22184/1998(H5N2).

Segmento 5 (NP): El segmento 5 del A/Pollo/México/2007(H5N2) tiene una menor
distancia genética (0.049) con el A/pollo/Guatemala/1998(H5N2) y una mayor distancia
genética (0.365) con el aislado A/Pollo/Hebei/2010(H5N2); mientras que la distancia
genética (0.066) con el A/pollo/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2). Asi mismo, en la matriz
de distancias genéticas, se pude observar que los aislados estan definidos por las regiones
geograficas. Los aislados Asidticos, Europeos y Americanos guardan una distancia genética
marcada entre si, también se pueden observar la diferencia de distancia entre regiones
del continente americano y dentro de México, dividiendo al pais en regiones, en la
primera de ellas se encuentran los aislados de estados, que se localizan en el centro del
pais y otros estados del sur que guardan una distancia genética menor con paises de

Centroamérica, dentro de estos aislados encontramos al A/pollo/México/2007(H5N2).
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Segmento 6 (NA): El segmento 6 del A/Pollo/México/2007(H5N2), el cual tiene una menor
distancia genética con los aislados de los paises de centro América, en particular con el
A/Pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) (0.062), pero una mayor distancia genética
(0.253) con el aislado A/pollo/Hebei/2010(H5N2). Dentro de los aislados mexicanos el que
menor distancia mantiene con el aislado de interés es el aislado A/pollo/Hidalgo/28159-
232/1994 (0.088). Asi mismo, se pudo observar que los aislados americanos, mantienen

una distancia corta entre ellos.

Segmento 7 (M1 y M2): El segmento 7 del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una menor
distancia genética (0.042) con los aislados A/pollo/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) y
A/pollo/El Salvador/102711-2/2001(H5N2), pero una mayor distancia genética (0.158) con
el aislado A/pollo/Hebei/2010(H5N2). Asi mismo, en la matriz de distancias genéticas por
el modelo de Kimura, se pudo observar que los aislados de América del Norte, mantienen

una distancia corta entre ellos.

Segmento 8 (NS1 y NS2): El segmento 8 del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una menor
distancia genética (0.048) con los aislados A/pollo/Guatemala/45511-1/2002(H5N2) y
A/pollo/Guatemala/194573/2002(H5N2), asi como con el aislado de El Salvador e Ibaraki;
pero una mayor distancia genética con los aislados asidticos, siendo el aislado
A/pollo/Hebei/1102/2010(H5N2) el mas alejado de estos (0.586), con excepcidon del
aislado A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) asiatico que conserva una distancia genética de
0.054; dentro de los aislados de México el que mantiene menos distancia genética (0.065)

fue el aislado A/pollo/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2). Adicionalmente, los datos de
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identidad genética obtenidos con estos marcadores moleculares indican que los aislados
de las regiones Europeas y asidaticas mantienen una distancia genética estrecha de 0.000-

0.376 que es similar a los observados entre los aislados en México y Centroamérica.

7.3 Dendogramas:

Para evidenciar lo descrito en la tabla de distancia entre comparacion de pares vy la
historia evolutiva de los segmentos aislados de los virus con mas detalle, se construyeron

dendogramas en base a la secuencia de nucleédtidos.

Segmento 1: En la figura 1 podemos observar que se divide el dendograma en tres grupos
principalmente, en uno de ellos se observan los aislados correspondientes de la Republica
Mexicana (azul marino), un grupo morado con algunos aislados de Estados Unidos y un
grupo anaranjado con los aislados correspondientes a paises centroamericanos y dentro
de este mismo grupo encontramos un aislado japonés. Es de resaltar, que el aislado de
interés (A/pollo/México/2007(H5N2)) no se agrupo en estos grupos; sin embargo, se

observa que mantiene un ancestro comun con el grupo de los aislados centroamericanos.

24



Andlisis del genoma del virus de influenza A/pollo/México/2007 (H5N2)

gg — A/chicken/Jalisco/14583-660/1984
] E AlchickenHidalgo/28155-232/1535(HEN2Z)
99 Ajchicken/Puebia/14587-644/1934(HENZ)

Alchicken/Mexico/22184/1998 [ México
a ﬁE&-’chlﬂen‘Chiapa;:i5-1.DE.-'1EIE|?¢H5N21
88 | Alchicken/Chiapas/15408/1997
Alchicken/Mexico/2007(HSN2Z)
— ’ Alchicken/ibaraki/ 172005
9 = Alchicken/El Salvador/102711-2/2001 Aivikrica
ag | A/chicken/Guatemala/45511-12000 Central
o 90— Afchicken/Guatemalal19457 372002
‘ i-_ﬁ.-':nichm-‘NJﬂT1EE-‘1953[H5N23 i Estados
o8 L Ajchicken/FL/25T17/1993 Unidos
Alchicken/Mew York/d38235/2008
AlchickenTalvan/A1557/2012(H5N2)
| Achicken/Baigium/150VB/1899(HEN2) kb Elroasia
99 | Alchicken/Hebel 1102/2010(H5N2)

FIGURA. 1 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 1, que codifica para la
proteina no estructural PB2 del virus de influenza A/pollo/México/2007( H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises del
mundo durante 1993-2012.

Segmento 2: En la figura 2 podemos observar que se divide en tres grupos principalmente,
en uno de ellos se observan aislados correspondientes de la Republica Mexicana (azul
marino), un grupo morado con algunos aislados de Estados Unidos y un grupo
(anaranjado) con los aislados correspondientes a paises centroamericanos y dentro de
este mismo grupo, encontramos un aislado Japonés; el aislado de interés
(A/pollo/México/2007 (H5N2)) no se encuentra dentro de estos grupos; sin embargo, se
observa que mantiene un ancestro comun con el grupo de los aislados pertenecientes a

paises centroamericanos.
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FIGURA. 2 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos donde del segmento 2, que codifica para la
proteina no estructural PB1 del virus de influenza A/pollo/México/2007(H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises del
mundo durante 1993-2012.

Segmento 3 (PA, PA-X): En la figura 3, podemos observar que se divide en dos grupos
principalmente, en uno de ellos se observan cepas correspondientes de la Republica
Mexicana (azul marino) y un grupo (anaranjado) con los aislados correspondientes a
paises centroamericanos, dentro de este mismo grupo encontramos el aislado de interés
(A/pollo/México/2007(H5N2)) ademas de un aislado Japonés

A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2).
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FIGURA. 3 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 3, que codifica para las
proteinas polimerasa acida (PA) y polimerasa acida X (PA-X) del virus de influenza A/pollo/México/2007( HSN2) con 16 aislados
representativos de varios paises del mundo durante 1993-2012.

Segmento 4 (HA): En la figura 4, podemos observar que se divide en tres grupos, en uno
de ellos se observan cepas correspondientes de la Republica Mexicana (azul marino), un
grupo morado con algunos aislados de Estados Unidos y un grupo (anaranjado) con los
aislados correspondientes a paises centroamericanos, dentro de este mismo grupo
encontramos el aislado de interés (A/pollo/México/2007(H5N2)), ademds de un aislado

Japonés A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2).
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FIGURA. 4 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 4, que codifica para la
proteina hemaglutinina (HA) del virus de influenza A/pollo/México/2007( H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises
del mundo durante 1993-2012.

Segmento 5 (NP): Se puede observar que se divide en dos grupos en América, en uno de
ellos se observan aislados correspondientes de la Republica Mexicana, Guatemala y El
Salvador ademas de un aislado Japonés A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) (azul marino), un
grupo morado con algunos aislados de Estados Unidos. El aislado de interés
(A/pollo/México/2007(H5N2)) no se encuentra dentro de estos grupos; sin embargo, se
observa que mantiene un ancestro comun con el grupo de los aislados pertenecientes a

paises centroamericanos y México.
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FIGURA. 5 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 5, que codifica para la
nucleoproteina (NP), del virus de influenza A/pollo/México/2007(H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises del
mundo durante 1993-2012.

Segmento 6: Se puede observar dos grupos en América, en el primero de ellos se observa
cepas correspondientes a aislados dentro de diversos estados de la regidn central y sur de
México (azul); en otro grupo encontramos al aislado de interés
A/pollo/México/2007(H5N2) junto con aislados ubicados en paises centroamericanos

(anaranjado).
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FIGURA 6. Dendograma de la relacién filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 6, que codifica para la
proteina neurominidasa NA, del virus de influenza A/polo7México/2007(H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises del

mundo durante 1993-2012.

Segmento 7: Se puede observar que se divide en 2 grupos, en el primero de ellos se
observan aislados correspondientes a paises de centroamérica y de la Republica Mexicana
guardando una estrecha distancia genética (azul); en el otro grupo (morado), encontramos

aislados correspondientes a aislados de Estados Unidos de América.
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FIGURA. 7 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 7, que codifica para las
proteinas no estructurales NS1y NS2, del virus de influenza A/pollo/México/2007( H5SN2) con 17 aislados representativos de varios
paises del mundo durante 1993-2012.

Segmento 8: En la figura 8 se pueden observar tres grupos principalmente, en uno de ellos
se agrupan secuencias correspondientes a los aislados mexicanos (azul), en otro grupo se
encuentran secuencias centroamericanas con una cercania filogenética (anaranjado), que
incluyen al aislado A/pollo/México/2007(H5N2) y a A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) de

origen asidtico; ademas en otro grupo se encuentran los aislados americanos (morado).
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FIGURA. 8 Dendograma de la relacion filogenética en base a la secuencia de nucleétidos del segmento 8, que codifica para las
proteinas de matriz M1y M2, del virus de influenza A/pollo/México/2007(H5N2) con 17 aislados representativos de varios paises
del mundo durante 1993-2012.

7.4 Genoma y proteinas:

Se realizd un analisis de las caracteristicas moleculares in silico de este virus a partir de la
secuencia del genoma de los ocho segmentos que correspondieron a 13,492 nucledtidos,
gue traducen once proteinas: PB2, PB1, PA-X, HA, NP, NA, M y NS, pero carece de la

proteina PB1-F2 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Longitud de aminoacidos de las diez proteinas del virus A/pollo/México/2007

(H5N2).
Segmento Nucleétidos Aminoacidos

1 (PB2) 2,341 759

2 (PB1) 2,307 756

3 (PA-X) 2,233 716y 378
4 (HA) 1,778 566

5 (NP) 1,523 498

6 (NA) 1,393 454

7 (M1y M2) 1,027 210y 93

8 (NS1y NS2) 890 230y 100

7.5 Sitios de glicosilacion

Se identificaron 5 sitios probables de N-glicosilacion en la proteina de la hemoaglutinina

localizados en la asparagina: 27, 39, 179, 302 y 555.

7.6 Especificidad de especie
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Se encontraron que los aminoaciodos del virus A/pollo/México/2007(H5N2) tiene los
aminoacidos GIn en la posicidon 226 y Glu en 228 de la hemoaglutinina (HA) que se unen al

acido sialico a-2,3 de las células epiteliales del tracto respiratorio de las aves.

7.7 Resistencia a los antivirales

Se han asociado mutaciones en la NA que confieren resistencia a farmacos antivirales
como el Osaltamivir y el Zanamivir, por lo tanto se analizé la secuencia de aminoacidos de
la NA del virus A/pollo/México/2007(H5N2). Se observo la ausencia de estas mutaciones
en el virus de estudio y en el A/pollo/Querétaro/14588-19/1994(H5N2) de alta

patogenicidad como referencia (Cuadro 6).

Caudro 6. Mutaciones presentes en la NA que confiere resistencia hacia el osaltamivir

(O) y zanamivir (Z) del virus de influenza tipo A.

Posicion Mutacién A/pollo/México/2007 A/pollo/Querétaro/14588-
(Farmaco) (H5N2) 19/1994(H5N2)
119 V/l (0,2) E E
136 K (2) Q Q
151 V/D (2) D D
292 K (0,2) R R
294 S (0) N N

La proteina M2 confiere resistencia a la amantadina a través de la combinacién de las
mutaciones en las posiciones L26F (Leu a Phe), V27A (Val a Ala) y S31N (Ser a Asn). En el
aislado de interés se observo en la posicidon 26 la presencia de una leucina (Leu), en la
posicion 27 un acido aspartico (Asp) y en la posicion 31 presenta una Serina (Ser) por lo

gue el virus podria ser sensible a la amantadina (50).
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7.8 Factores de virulencia

Son varios los factores que aumenta la virulencia y que se han reportado asociados a la
expresion de los genes que codifican para las distintas proteinas del virus de influenza
aviar, uno de ellos se encuentra en la proteina PA del virus H5N1, en el cual la
combinacidon de aminoacido 224, el cambio de una serina (Ser), por una prolina (Pro), y la
presencia de un dacido aspartico (Asp) en el aminodcido en la posicién 383; aumenta la
replicacion del virus en fibroblastos en embrién de pato. (17). En el aislado
A/pollo/México/2007(H5N2) se observa una serina (Ser) en la posicion 224 y un acido

aspartico (Asp) en la posicién 383.

Otro factor de virulencia es la secuencia de aminodcidos que presenta el virus en el sitio
de corte de la HA en la posicién 342 de la proteina, la patogenicidad se encuentra
asociada con la presencia de multiples aminoacidos basicos (Arg o Lys). La secuencia de
aminodcidos que presenta la HA del virus en el sitio de corte del aislado
A/pollo/México/2007(H5N2) es caracteristico de cepas del virus de influenza aviar de baja

patogenicidad (Cuadro 7) (51).
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Cuadro 7. Secuencia de sitio de corte de diferentes aislados donde se observan los

aminodcidos basicos presentes en dichas secuencias.

AISLADOS SITIO DE CORTE
A/pollo/México/2007 (H5N2) V-P-Q-R-E-X-R | G-L
A/pollo/Ibaraki/1/2005 (H5N2) V-P-Q-R-E-T-R | G-L

A/pollo/Querétaro/19/95 (H5N2) IAAP Q-R-K-R-K-T-R | G-L

La NA del virus del presente estudio tiene la eliminaciéon de 20 aminoacidos en la region
hidrofobica dejando una proteina de 449 aminodacidos, al igual que todos los aislados de
México utilizados para este trabajo, incluyendo el aislado de influenza aviar H5N2 de alta

patogenicidad A/pollo/Querétaro/14588-19/1994(H5N2) (52, 53).

8. Discusion

El analisis del genoma y proteinas del virus A/chicken/México/2007 (H5N2) muestra que
todos los segmentos tienen mayor porcentaje de similitud con virus H5N2 de pollo y con
mayor relacién con virus aislados de Guatemala, El Salvador, México y con un aislado

japonés A/pollo/Ibaraki/1/2005(H5N2) de afios recientes (54).

La falta de secuencia de nucledtidos completas para todo el genoma de virus de influenza
aviar aislados de origen mexicano y de otros paises dificulta precisar el origen genético

para el virus analizado en este estudio. Sin embargo, la comercializacion dentro de las seis
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regiones para el control de la enfermedad en México permitiria la circulacion y difusién
del virus con pocos cambios genéticos: Norte, Occidente, Centro Sur, Istmo, Sur, vy

Peninsular (55) podria explicar las relaciones genéticas observadas en este trabajo (56).

El tamafio del genoma del virus A/pollo/México/2007(H5N2) fue de 13,492 nucleédtidos y
la longitud de cada segmento del virus coincide con los reportados en la literatura para

virus de influenza aviar (57).

La longitud de las proteinas en la mayoria de los casos es idéntica a las longitudes, que se

encuentran registradas en la base de datos del GenBank.

En este estudio se observa que las diferencias en la longitud de secuencias de aminoacidos
de las proteinas M1 y NS2 podrian ser por adicion o eliminacion de nucledtidos, ya sea por

la técnica o por la naturaleza del virus.

Con base en la traduccién de proteinas por el genoma, se predice que el virus de estudio
codifica para once de las doce proteinas. La falta de la PB1-F2 que induce apoptosis en
macrofagos, podria ser un factor menos dentro de la virulencia del virus de estudio. Sin
embargo, tiene la proteina PA-X que podria inhibir la expresién de ARN polimerasa Il e

interfiriere en la respuesta inmunolodgica de la célula (12).

La HA del A/pollo/México/2007(H5N2) tiene una longitud de 1,778 nucledtidos, que
codifica para una proteina de 564 aminoacidos que corresponde a lo reportado (58). Se
realizd una comparacion con una cepa de alta patogenicidad

A/pollo/Querétaro/19/95(H5N2) y con otra cepa de baja patogenicidad. En la
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comparacion se observa que el aislado A/pollo/Ibaraki/3/2005(H5N2) reportado como de
baja patogenicidad presenta en el sitio de corte dos aminodcidos basicos, de la misma
forma que el aislado de interés; mientras que el aislado reportado como de alta
patogenicidad, presenta seis aminoacidos basicos en el sitio de corte, caracteristica de una

hemaglutinina (HA) de alta patogenicidad (51).

La eliminacion de 20 aminoacidos (aa) de la neuroaminidasa (NA) dentro del aislado de
interés, asi como los demads aislados utilizados para este trabajo fue como se esperaba, ya
que como se refiere en otros articulos (44) esta eliminacién solo se presenta en virus

adaptados en los pollos y otras aves de corral, no asi en aves silvestres.

Los 7 sitios de glicosilacion (27, 39, 142, 179, 302, 496 y 555) que son importantes para la
evasion del sistema inmune y la interaccidn de reconocimiento de la hemaglutinina con las
estructuras del dcido sidlico a-2,3 presente en la superficie de las células, corresponde a lo

publicado en los estudios de Jlao P. et al (60).

Al realizar la traduccién de nucleédtidos y analizar las secuencias de aminoacidos de la
proteina de cada uno de los ocho segmentos, se observd que ninguno de los aislados en
este estudio haya adquirido mutaciones genéticas en las posiciones de aminoacidos
asociados a la unién al receptor acido sialico a-2,3, aumento de virulencia, aumento en la
patogenicidad, o resistencia a farmacos. Existe un reporte de virus de influenza aviar con
caracteristicas moleculares de baja patogenicidad, pero que biolégicamente se comportan

de alta patogenicidad (61).
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La razdén por la cual el aislado A/pollo/México/2007(H5N2) es de baja patogenicidad en
pollos, pero que mata embriones de pollo, no puede ser explicada en este estudio por lo
que se requieren estudios moleculares y bioldgicos para identificar probables nuevas

mutaciones de este virus en particular.

8. Conclusiones

e Se acepta la hipodtesis, ya que el analisis filogenético de los ocho segmentos del
virus A/pollo/México/2007 (H5N2) demostré que estan relacionados con virus
presentes en estados del sur del pais, asi como con los virus aislados en Guatemala
y El Salvador, y estos mismos segmentos estan distanciados de los aislados,

asiaticos, europeos y de los aislados de Estados Unidos.

e El virus A/pollo/México/2007(H5N2) es un virus no recombinado porque no tiene

segmentos que correspondan a otros subtipos.

e El virus de estudio A/pollo/México/2007H5N2) es un virus de influenza de baja
patogenicidad, ya que la secuencia del sitio de corte de la hemoaglutinina presenta
solo dos aminoacidos basicos. La polimerasa basica PA no tienen la combinacion de
las mutaciones necesarias para el fenotipo de alta patogenicidad. La
neuraminidasa no presenta ninguna mutacion para resistencia a farmacos como el
oseltamivir y el zanamivir; y carece de 20 aminoacidos de la region “tallo” en la

neuraminidasa.
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