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RESUMEN

SELVAS GOMEZ ABRAHAM. Caracterizacién molecular  mediante
secuenciacion del gen S1 del virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar (bajo la
direccion de: Rogelio Alejandro Alonso Morales y Nestor Ledesma Martinez)
Se estudiaron 9 aislamientos de campo del virus de bronquitis infecciosa
(vBl) mediante la secuenciacion de nucledtidos de un segmento de 690 pb
de extremo 5' del gen que codifica para la proteina $1{1720 pb} obtenido
por medio de la técnica de transcripcién reversa y reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). Todos los aislamientos estudiados provinieron de
casos clinicos, 7 de 9 aislamientos habian sido previamente clasificados por
polimorfismo en los patrones de corte con enzimas de restriccién (RFLP). El
andlisis filogenético comparativo de secuencias reveld que la mayoria de
los aislados se agruparon junto a secuencias del mismo genotipo
identificados por RFLP; sin embargo un aislamiento clasificado como UNAM
2001-2 se ubicd lejano a cualquier genotipo descrito hasta el momento, el
cual parece representar un genotipo nuevo en México. Por otfro lado, un
agislamiento no clasificado se ubicd entre las cepas Florida y Connecticut
sin poder definir a que serogrupo pertenece. Aungue la secuenciacion de
nucleédtidos del gen S1 nos da informacién sobre el grado de similitud o
divergencia y origen de los aislados virales, es recomendable, para
conocer a fondo su significado epidemiolégico, emplear pruebas
adicionales para evaluar sus caracteristicas antigénicas como la

seroneutralizacién y la inoculacidén experimental en aves.



INTRODUCCION

La bronquitis infecciosa (Bl) es una enfermedad respiratoria viral aguda
altamente contagiosa de los pollos, caracterizada por estertores
traquéales y estornudos; sin embargo la infeccién también pueden
conducir a nefritis y en parvadas de ponedoras, por lo general, hay
problemas con la produccién y calidad del huevo;'! dentro de las
enfermedades aviares es la mdas comun y dificil de controlar, con graves
repercusiones econdmicas en la industria avicola intensiva actual.2.3. 4

La enfermedad es originada por un virus con genoma de dcido
ribonucleico (ARN) del cual se reconoce su existencia en forma de
numerosos tipos antigénicos o serotipos que afectan en mayor o menor
grado a los aparatos respiratorio, reproductor y urinario de las aves. Los
serotipos se congregan en dos grupos, los del grupo uno, que afectan el
tracto respiratorio, son: Massachusetts, Connecticut, Arkansas, Georgia.
JMK y Florida. Los serotipos del grupo dos son nefrotrépicos como Gray,
Holte y la T australiana. Estos serofipos y variantes antigénicas surgen
debido a que el virus de la Bronquitis Infecciosa aviar (vBl} sufre errores
cuando la informacion genética es copiada durante su ciclo de vida,’
estos errores en la replicaciéon del ARN del genoma viral conllevan a
mutaciones que pueden modificar componentes antigénicos importantes,
como la glicoproteina S1, que consiste de 520 aminodcidos, que el virys

utiliza para fijarse a la célula huésped, los nuevos serotipos estan sujetos a



seleccion inmunoldgica y son capaces de producir réplicas de si mismos,
con el potencial de causar enfermedad.?

Algunos de estos variantes del vBI podrian tener un serotipo nuevo y
escapar a la inmunidad producida por las vacunas autorizadas
oficialmente en México, que son vacunas tipo virus vivo, de las cepas
Massachusetts y Connecticut.s En muchas regiones es comuin encontrar
presentes diferentes tipos antigénicos, requiriéndose la aplicacién de
vacunas polivalentes. Ademds, la glicoproteina S1 ha sido considerada
fundamental para inducir inmunidad y sus epitopes antigénicos son
determinantes en el serotipo del virus, por tal motivo, la clasificacidon de las
cepas de vBl se basa principaimente en las caracteristicas de esta
proteina.s.7 Cambios del 3% en la secuencia deducida de aminodcidos en
eésta proteina entre dos virus, pueden ser suficientes para determinar
cambios antigénicos importantes.8 Sin embargo, hay evidencias de que el
vBl puede sufrir una recombinacién genética durante infecciones mixtas
originando variacién entre las cepas.?. 19 El método de ELISA es empleado
rutinariamente con fines de vigilancia epidemiolégica, asi como para
monitorear la respuesta a la vacunacién, no obstante, esta prueba no es
capaz de distinguir entre las diferentes variantes antigénicas y en ocasiones
es insensible a ellas. Con todo, un problema creciente es encontrar la
enfermedad en pollos que ya han sido vacunados. Recientemente, se ha

identificado mediante andlisis molecular (RT-PCR-RFLP del gen que codifica



para la proteina S1), é diferentes variantes, y de estas variantes, 4 parece
que son exclusivas del pais.2 5. 1

La caracterizacion molecular del vBl permite conocer los origenes de los
brotes, rastrear los caminos de las infecciones o determinar la aparicion de
nuevas cepas; ademdas, esta informacidén puede ser usada para desarrollar
nuevas vacunas disefadas mds especificamente para resolver problemas
locales y mejorar los programas de vacunacion en determinadas dreas
geogrdficas y asi proveer mayor proteccién contra la enfermedad de
Bronquitis Infecciosa Aviar.

Una necesidad de la industria avicola en México es desarrollar recursos de
diagndstico mas eficientes, que incorporen la diversidad antigénica local,

asi como métodos de proteccidon multivalentes que sean mds seguros.

HISTORIA

La Bronquitis infecciosa fue observada por primera vez en Dakota del Norte
en los Estados Unidos de Norte América en el ano de 1930
Precedentemente la Bronquitis Infecciosa fue reconocida como una
enfermedad de pollos jdvenes; sin embargo, mas tarde fue observada en
aves semimaduras y en gallinas de postura, declinando la produccién de
huevo en estas Ultimas. Durante la década de los anos cuarenta la
Bronquitis infecciosa provocaba una enfermedad respiratoria tipicay en la

década de los anos sesenta se observaron las lesiones en rindén. El primer



reporte reconocido de Bronquitis infecciosa que describe los signos clinicos
y patolégicos con estudios preliminares de laboratorio de ésos casos fue
hecho por Schalk y Hawn en 1931.12 13. 14 Posteriormente, Beach y Schalm
en 1936 establecieron la etiologia viral de la enfermedad.!- 'S los primeros
en cultivar el virus en embrién de pollo fueron Beaudette y Hudson en
1937,13. 16 pero fue en 1956 con el trabqgjo de Jungherr y colaboradores,
quienes diferenciaron la cepa Connecticut, reportada en 1951, con la
cepa Massachusetts, reportada en 1941, el que dio la base para conocer
que los brotes de Bronquitis Infecciosa eran causados por diferentes
serotipos que producen enfermedades similares, pero que no existe
proteccién cruzada entre ellas.!3 7. 18 A partir de estos hitos se han
identificado numerosos serotipos tanto en EU, Europa, Australia y Asia como

causantes de ia enfermedad.

IMPORTANCIA

La Bl se encuentra en todo el mundo; prevalente en todos los paises que
albergan explotaciones avicolas de tipo intensivo.20 En México la Industria
Avicola constituye el 59.6% dentrqo de la actividad agropecuaria del pais,
produciendo 1, 800,000 toneladas de huevo y 1, 200,000 toneladas de
came de pollo al ano; ademds de dar empleo a cerca de 1, 000,000 de

personas, de las cuales 28, 284 son médicos veterinarios.!?- 20



La prevalencia e importancia econédmica de la enfermedad, originaron
esfuerzos parcialmente exitosos iniciado en 1941 por Van Roekel vy
colaboradores para prevenir la Bl,2' ya que la enfermedad ocasiona bajas
en la ganancia de peso y en la eficiencia alimenticia; la severidad durante
infecciones mixtas del vBl con otros patdégenos de las vias respiratorias que
pueden ocasionar aerosaculitis y asi resultar en decomisos durante el
procesamiento de pollos de engorda que ocasionan graves secuelas

econdomicas.’

ETIOLOGIA

El virus de la Bronquitis Infecciosa aviar se clasifica dentro de la familia
Coronaviridae, que comprende dos géneros; el Coronavirus, con por lo
menos nueve especies en mamiferos y dos en aves, junto con el
coronavirus del pavo. El segundo género es el Torovirus que contiene dos
virus en animales; no existen Torovirus aviares conocidos. El vBI difiere
ampliamente respecto a la secuencia de proteinas y a la antigenicidad al
coronavirus del pavo, el cual se relaciona de manera mds estrecha con los
coronavirus de los mamiferos.22. 23

El viribn  del vBl muestra la caracteristica morfolégica del virus, es
pleomérfico con proyecciones superficiales relativamente largas en forma
de palo de golf lamadas espiculas; la espicula se proyecta desde la

envoltura del virus de aproximadamente 120 nm de didmetro. La corona se



forma con estas proyecciones de aproximadamente 17-20 nm de
longitud.’™3 Las estructuras de la ribonucleoproteina de 1 a 2 nm de
didmetro se pueden observar de las particulas rotas espontdneamente,
mediante ensombrecimiento, pero no por tincidon negativa.22.23

La estrategia de expresidén del genoma de vBI es Unica y compleja; prirﬁero
la molécula de ARN del virién se traduce directamente, con el ARNm se
sintetiza un ARN-dependiente de ARN-polimerasa, dos grandes marcos
abiertos de lectura con un total de 20 kb codifican las unidades que la
polimerasa transcribe en el ribosoma. 1. 24 25 Esta enzima transcribe a su vez
una copia de longitud completa de ARN de sentido negativo, a partirde la
cual se transcribe una serie 3'-coterminal de ARNm subgendmico, esta serie
comprende seis tipos solapados de ARNm que se extienden en longitudes
diferentes a partir de un extremo 3' comun; durante este mecanismo de
tfranscripcion discontinuc se pueden generar recombinantes. Tan solo se
traduce la secuencia Unica préoxima al extremo 5°, que no es compartida
con el siguiente ARNm de menor tamano de la serie por lo que cada
producto es una proteina Unica. Todo el ciclo replicative se lleva acabo en
el citoplasma. La envoltura se adquiere mediante la gemacién a través de
aguellas membranas que contienen la glucoproteina virica, es decir, el
reticulo endopldsmico y el complejo de Golgi, no en la superficie celular; Ia
proteina S puede emigrar hacia la superficie de la célula a través del

reticulo, la proteina M no puede hacerlo.!3.24.25.24



Los viriones se acumulan en vesiculas y entonces son transportados hasta la
membrana citoplasmdtica y liberados fuera de la célula, se desconoce el
mecanismo de liberacion. Después de la infeccién, en 3 a 4 horas
comienzan a presentarse nuevos virus, alcanzando la produccidén maxima

en 12 horas.13:25

CLASIFICACION DE CEPAS DE VBI

Para clasificar los serotipos aislados de vBI se utilizan métodos moleculares;
el andlisis de secuenciacién, reaccién en cadena de la polimerasa vy el
andlisis de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion,
permiten el estudio de la regidn hipervariable del gen S1 del vBl (esta
region comprende del nucledétido 168 al 197), este gen se ha obtenido de
por lo menos 20 aislamientos.?7. 28. 29 La comparacién de secuencias de
aminodcidos revela que los serotipos difieren en un 20 a 25% y en
ocasiones pueden ser suficientes del 2 al 3%;8 3 estos hallazgos sugieren
gue solo unos cuantos epitopes de St inducen los principales antficuerpos
virus-neutralizantes y de pocas mutaciones en estos epitopes podrian
resultar en la modificacion hacia un nuevo serotipo.4 31

Tradicionalmente la serotipificacién se hace con pruebas de virus-
neutralizacion, pero las relaciones establecidas por mds de un grupo
investigador  al utilizar las pruebas de virus-neutralizacién no siempre

concuerdan entre ellos o con el andlisis de la secuencia.! Por lo que el



andlisis de &cido nucleico es mds Util en la clasificacién de vBl, futuros
estudios mds detallados permitirdn un conocimiento maés exacto de las
relaciones de los serotipos y una clasificacion mdas precisa. Ademds, es
posible que el nimero de estos 20 aislamientos se reduzca debido al
descubrimiento de que algunos de los serotipos aislados por diferentes
autores sean idénticos.22 Por otro lado la secuencia de otros genes de vBI
han revelado que las cepas son casi idénticas pero con genes S
extremadamente diferentes y viceversa, esto indica que algunas cepas
han evolucionado mediante recombinacidn durante infecciones mixtas;
por lo tanto no se debe suponer que si dos aislamientos son muy similares
en su proteina S sean necesariamente muy similares en sus demds genes.?

Oftros métodos utilizados en la closifiéocién de vBIl se basan en el andlisis
con anticuerpos séricos © monoclonales. La clasificacién sérica, puede ser
altamente especifica por cepa, diferenciando la cepa M4l con la cepa
Holanda del mismo serofipo Mass. La especificidad de la respuesta
temprana y la reactividad cruzada limitada son la base para un
procedimiento de serotipificacidn de aislamientos por inhibicién de la
hemoaglutinacién. Con el fin de designar a los nuevos aislamientos de
campo a uno u ofro serotipo clésico, se han utilizado anticuerpos
monoclonales de virus-neutralizacion desarrollados contra varios serotipos

de Norte América, Europa y Australia.!
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MORBILIDAD Y MORTALIDAD.

La mortalidad es variable depende de la virulencia del serofipo del vB,
edad, estado de inmunidad, nutfricién, sexo y estrés, estos factores
confribuyen a la gravedad de la enfermedad; ademas la enfermedad
puede complicarse con infecciones bacterianas secundarias, por todo
esto puede variar del 5 hasta el 75%. La morbilidad es de un 100%, todas las

aves de parvadas susceptibles se infectan.13. 25

DIAGNOSTICO.

Los signos clinicos son indicativos, pero no diagndsticos de vBIl, la
confirmacion requiere el aislamiento o la demostracién directa de la
presencia de virus de VvBI, es posible establecer el diagnéstico de vBl
basdndose en la historia clinica, signos, lesiones, deteccién de antigenos a
vBl. seroconversién, aislamiento viral22 y en anos recientes con el
advenimiento de las técnicas en Biologia Molecular tales como RT-PCR
(Transcriptasa Reversa -Reaccién en Cadena de la Polimerasa), RFLP's
(Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion) y
secuenciacion del ADN es posible tener un diagnéstico mas especifico
para la identificacidn de las cepas del vBI.

Ofro procedimiento diagnéstico confiable depende de la prueba
biolégica con pollitos susceptibles inoculados infratraguealmente, en

donde el virus produce los estertores caracteristicos en unas 18 a 36 horas;
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como confrol de la prueba es conveniente inocular pavitos y pollos
inmunes simultdneamente, ya que estos son resistentes a la infeccién .22 30

Otras enfermedades respiratorias agudas de las aves pueden confundirse
con la BI, como son la enfermedad Newcastle (EN), la Laringotraqueitis (LT)
y la Coriza Infecciosa (Cl). En la EN pueden observarse signos nerviosos en
las aves ademds de que el cuadro clinico es mds severo que en Bl. La LT se
propaga con mayor lentitud en la parvada, pero los signos respiratorios son
mds severos que en Bl. La Cl tiende a producir hinchazdn facial y aunque

algunas veces también la desarrolla la Bt es poco comun.!

TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL

Las posibilidades de una variacidén continua entre cepas de vBl y la
notable diferenciacién del virus impiden la profilaxis especifica, por lo que
no existe un tratamiento especifico para Bl. Algunas medidas en el manejo
de la parvada permiten minimizar las pérdidas por Bl como son
proporcionar una fuente de calor a la parvada para evitar el estrés por frio,
evitar el hacinamiento y procurar que no disminuya la ingesta de alimento.
Bl iniciar un tratamiento con antibidticos reduce las pérdidas por
aerosaculitis, administrar en el agua de bebida reemplazadores
electroliticos {75 miliequivalentes de sodio y/o potasio) para reestablecer la
pérdida de sodio y potasio. El fratamiento ideal incluye cuarentena,

después de la limpieza y desinfeccion de la caseta la repoblacion con
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pollitos de un dia de edad y de ser posibie ventilar las casetas con aire
filtrado bajo presidn positiva. En casetas con multiples edades se ha
requerido del uso de inmunizacién.!

Actualmente  existen vacunas de virus  vivo, inactivado y
experimentalmente virus recombinantes en sistemas de baculovirus. Las
vacunas de tipo virus vivo son utilizadas preferentemente en pollos de
engorda € inicialmente en ponedoras y reproductoras, las vacunas de tipo
virus inactivado se utilizan preferentemente en reproductoras y ponedoras
antes del inicio de la postura y las vacunas tipo virus recombinante se

utilizan solo en experimentos para inducir la inmunidad en aves.!- 32
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HIPOTESIS

El estudio de la secuencia de nucledtidos del gen S1 del vBl en aislados
virales debe permitir la identificacion de los serogrupos a los que estos
pertenecen y determinar con mayor precisién sus origenes asi como sus

relaciones genéticas.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Caracterizacidén molecular de las variantes del vBl prevalentes en México
mediante secuenciacién de nucledtidos del gene que codifica para el

antigeno S1.

Objetivos particulares

1 Amplificar mediante RT-PCR el fragmento correspondiente al gen S1 de
varias cepas del vBl| presentes en México.

2 Obtener la secuencia de nucledtidos de la regién mas polimérfica del
gen St del vBI.

3 Establecer las relaciones genéticas de las distintas cepas al comparar sus

secuencias con ofras de cepas previamente descritas.



MATERIAL Y METODOS

VIRUS

Se estudiaron nueve aislados del vBI, de los cuales siete ya habian sido
previamente caracterizados en serogrupos mediante RFLP del gen que
codifica para el antigeno S1 con las enzimas Haelll, Xcml y BstYl. Estos
aislamientos virales provenian de brotes clinicos remitidos al Departamento
de Produccidén Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria vy
Lootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, en el periodo
comprendido entfre 1997 y 2000. Los aislamientos 1 y 3 tuvieron un patrén
de corte identificado tentativamente como UNAM 2001-2, los aislamientos
6 y 8 presentaron un patrdn semejante al serogrupo Connecticut, los
aislamientos 7 y 9 mostraron un patron de corte tipo Massachusetts y el
aislamiento 5 presento un patrén de corte identificado como BL-56. Los

aislamientos 2 y 4 no fueron caracterizados previamente.

SECUENCIACION DEL GEN S1 DEL vBI.

A partir de liquido alantoideo de embriones de pollo LPE de 11-9 dias de
eaad, infectados con los 9 casos sospechosos de Bl se obtuvo el ARN total
del vBI con la técnica descrita en el {Anexo ). La concentracion del ARN
total se determino en un espectrofotémetro siguiendo las instrucciones del

proveedor (Anexo ll).
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Después de obtener el cDNA para el gen S1 de nueve aislamientos de vBI
por Transcripcidn Reversa seguido de Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR} a partir de ARN purificado (Anexo ll] con los
iniciadores JK2, S1XbaF y STpichiaR {Anexo VII); se purificaron los productos
amplificados luego de electroforesis en geles de agarosa al 1% empleando
como marcador molecular ADN A/BstEll (100ng/ul) con el protocolo del
(Anexo V). Posteriormente el ADN purificado se clond para su preservacion
y secuenciacion, el vector fue digerido con Sma | y modificado con
adicion de Timidinas en los extremos 3' (Anexo V).

La secuenciacién se efectud con el sistema Big DyeTM Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems) utilizando como
molde el ADN purificado del plasmido de las clonas para el gen S1 o
productos de PCR purificados en geles de agarosa. Se usaron iniciadores
que permitieron leer las secuencias en dos direcciones (Anexos VI y V). El
iniciador WB fue disenado para secuenciar un segmento de 690 pb. Los
productos de la reaccion de secuencia, se filtraron por sephadex G 50 y
fueron leidos con un secuenciador automdtico (ABI PRIMS(r) 337, PE

Applied Biosystems)
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ANALISIS DE LA SECUENCIA

El andlisis de la secuencia del gen S1 del vBI consistié en la comparacién
por alineamiento de las secuencias de los 9 aislamientos mexicanos con las
cepas de referencia previamente reportadas en la base de datos.

Los resultados de la secuenciacidén automdtica fueron analizados
inicialmente con el programa Chromas [version 1.62, Technelysium) que
permite analizar el electroferograma y resolver ambigledades de
interpretacién del secuenciador automatico.

A cada segmento de ADN se leyd la secuencia de nucledtidos de ambas
cadenas y obteniéndose una secuencia consenso con la ayuda del
programa Contig Manager del paquete DNASIS{r) For Windows(r) (versidn
2.6 DNA and Protein Secuence Analysis System, Hitachi Software
Engineering America LTD).

Cada secuencia consenso de cada aislado fue comparada con la base
de datos Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov) con la herramienta BLASTIr)
(Basic Local Alignment Search Tool) donde se obtienen las secuencias del
gen S1 del vBI reportadas previamente que guardan mayor simiiitud (la
secuencia que tuvo el valor E mas alto o igual a cero).

Posteriormente, se utilizd el programa Clone Manager 7 (versidon 7.0,
Scientific & Educational software) para el alineamiento de las secuencias

consenso de cada aislado y con las secuencias de referencia.
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A partir de la secuencia de nucledtidos se obtuvo la traduccién deducida
de aminodcidos encontrando solo un marco de lectura que se extendié a
lo largo de toda la secuencia. Igualmente las secuencias de aminodcidos
de los aislamientos estudiados fueron alineadas entre ellas y con las

secuencias de referencia obtenidas en la base de datos del Gen Bank.

ANALISIS FILOGENETICO.

Con la finadlidad de estudiar el origen, diversidad vy las relaciones genéticas
de los serotipos del vBlI de los 9 aislamientos encontrados en campo en
México se compararon con las 34 secuencias de referencia previamente
reportados en el mundo disponibles en la base de datos del GenBank. Los
numeros de acceso (indicados entre paréntesis) de las secuencias que se
emplearon para el andlisis son: Del serotipo Massachusetts [Mass)
41({M21883). Beaudette {Mass) 42 {M95169), Holte (L18988), Arkansas DPi
(AF006624), Arkansas 99 (L10384), Georgia variant-92 (U16157), PP14
(M99483), Gray (L14069), JMK (L14070), SE17 (M99484), Florida (Fla) 18288
[AF027512), 98-07484 |(AF288467) y Connecticut (Conn) (L18990). Se
incorporaron secuencias del gen S1 Australianas N9/74 (AlU29452), N3/62
{AIU29453), N1/62 (AIU29522), Vic S (AUI29519), V5/90 (AUI29520) y N2/75
(AUI29523). Igualmente se emplearon secuencias Europeas B1648 (X87238),
D3896 (X52084), 6/82 (X04723), D274 (X15832), UK/918/67 (X64737), UK/2/91

(283976), UK/5/91 (183978). H120 (M21970), 793/B (AF093794) y V1397
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(M21968). Por ultimo las secuencias del gen S1 D41 [AF036937) de Ching,
KB8523 (M21515) de Japdn y de México BL-56 {AF352831), México/1765/99
(AF276300) y México/5697/99 (AF367772).

Para andlizar las relaciones filogenéticas después de la alineacién mdltiple
de las secuencias generadas y las secuencias antes mencionadas.
Primeramente, el programa Clone Manager 7 calcula las distancias
genéticas entre las diferentes secuencias por el modelo de algoritmo de
Needleman-Wunsch (1970). Con los valores de distancias genéticas se
construyeron dendrogramas por el método de "neighbor-joining” (Saitou

and 39 Nei, 1987) utilizando la subrutina NEIGHBOR.
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RESULTADOS

AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN $1 DEL VBI

Los productos de amplificacion del gen del antigeno S1 resultaron de
acuverdo con el tamafio esperado de 1,720 pb como se muestran en la
figura 1. En los carriles 1y 2 se observan los productos amplificados del gen
S1 separados por electroforesis el gel de agarosa al 1%, tenido con
bromuro de etidio y visualizado bajo luz ultravioleta. En el carril 3 se muestra

como marcador de peso molecular ADN de A/BstEll.

1720 pb

1,929
<+ 1,371

Figura 1. Producto de PCR del cDNA del gen $1 del vBI.

El segmento amplificado del gen S1 del vBl se empleo como molde para
obtener la secuencia de nucledtidos de 690 pb en el extremo 5 del gen
en los nueve aislamientos. Este segmento cormresponde a la region mds
polimdrfica. En la figura 2 se muestra un segmento de la secuencia de

nucledtidos obtenida visualizada por el programa Chromas.
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Figura 2. secuencia de nucleétidos del gen $1 del vBI obtenida del secuenciador
automdtico y observada por el programa Chromas.

NIVELES DE IDENTIDAD Y RELACIONES GENETICAS ENTRE LOS AISLADOS
VIRALES MEXICANOS

En el cuadro 1 se presentan los tamanos resultantes y los valores de
identidad de las secuencias de nucledtidos del segmento del gen S1 entre
los aislados del vBI. Estos variaron en un rango de 72 a 98% respecto a la
secuencia del serotipo de referencia Mass 41,

CUADRO 1. valores de identidad de las 9 secuencias del gen S1 de los aistados del vBI

en relacion a una cepa de referencia Massachussets.
Secuencia Tamano Identidad No identidad % de Identidad

MASS 41 652

AISLAMIENTO 1 643 602 50 92
AISLAMIENTO 2 652 617 35 94
AISLAMIENTO 3 673 509 164 75
AISLAMIENTO 4 643 603 49 92
AISLAMIENTO 5 661 489 181 72
AISLAMIENTO 6 640 593 59 90
AISLAMIENTO 7 652 644 8 98
AISLAMIENTO 8 643 592 60 90

AISLAMIENTO 9 652 628 24 96
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En las figuras 3 y 4 se muestra el alineamiento entre las secuencias de
nucledtidos y de aminodcidos entre los diferentes aislados. Las
discrepancias entre las secuencias de nucledtidos del segmento del gen S1
se acentuan de la posiciéon 320 a la 414 en nucledtidos y de la 157-0 la 424
en aminodcidos. Las mutaciones y variaciones en la longitud que se
presentan en las secuencias de nucleétidos han originado los siguientes
cambios en la secuencia deducida de aminodcidos con respecto al
serotipo de referencia Mass 41: el adislamiento 1 difiere por 31 aminodacidos
y la perdida de tres aminodcidos, el aislamiento 2 difiere por 20
aminodcidos, el aislamiento 3 difiere por 58 aminodcidos y la adicidén de
siete aminodcidos, el aislamiento 4 difiere por 22 aminodcidos y la perdida
de tres aminodcidos, el aislamiento 5 difiere por 64 aminodcidos y fa
perdida y adicién de tres y seis aminodcidos respectivamente, el
agislamiento 6 difiere por 36 aminodcidos y la perdida de cuatro
aminodcidos, el dislamiento 7 difiere por siete aminoacidos, el aislamiento 8
difiere por 37 aminodcidos y la perdida de tres aminodacidos y el

aislamiento ¢ difiere por 17 aminodcidos.
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AISLAMIENTO1 1 ttattagtgactcttttgtttgcactatgtagtgctgctttgtatgacaatagttcttacgtttactact
AISLAMIENTO4 1 ttattagtgactcttttgtttgcactatgtagtgctgctttgtatgacaatagttcttacgtttactact
AISLAMIENTO6 1 ttattagtgactttgttgtctgcactatgtagtgctgctttgtatgacaatagttcttacgtttactacc
AISLAMIENTOS8 1 ttattagtgactcttttgtttgcactatgtagtgctgctttgtacgacaatagttccgacgtttactact
AISLAMIENTO7 1 ttaatagtgactcttttgtgtgtactatgtagtgctgctttgtatgacagtagttcttacgtgtactact
AISLAMIENTO2 1 ttactagtgtcaactttgtgtgcactaaccagtgctgctttgtatgacagtagttcttacgtgtactact
AISLAMIENTO9 1 ttaatagtgactcttttgtgtgcactatgtagtgctgctttgtatgacagtagttcttacgtgtactact
AISLAMIENTO3 1 ttgttagtgatagttttgtgtgcactatgtagtgctaacttgtttgataatgatacttacgtttactact
AISLAMIENTOS 1 ttactagtgactgttttgtgtgcactatgtagtgctactttgtatgaca---attcttacgtgtactact
AISLAMIENTO1 71 accaaagtgcctttagaccacctaatggttggcatttacacgggggtgcttatgcggtagttaatactte
AISLAMIENTO4 71 accaaagtgcctttagaccacctaatggttggcatttacacgggggtgcttatgcggtagttaatacttce
AISLAMIENTO6 71 accgaagtgcctttagaccacataatggttggcatttacacgggggtgattatgcggtagttaatactte
AISLAMIENTOS8 71 acagaagtgcctttacaccacatgatggttggcatttacacgggggtgattatgcagtagttaatactte
AISLAMIENTO7 71 accaaagtgcctttagaccaccttatggttggcatttacacgggggtgcttatgcggtagttaatattee
AISLAMIENTO2 71 accaaagtgccttcagaccacctgatggttggcatttacatgggggtgcgtatgcggttgttaatatete
AISLAMIENTOS 71 accaaagtgccttcagaccacctgatggttggcatttacatgggggtgcgtatgcggttgttaatattte
AISLAMIENTO3 71 accaaagcgcctttagaccagggcatggttggcacttgcatggtggtgcttatgcagtagttaatgttte
AISLAMIENTOS 68 atcaaagcgctttcaggccatttggtggttggcacttacagggggggdcatataaagtagttaatgttte
AISLAMIENTO1 141 tatagaatctaataatttaaga--------- gagtgtattgttggtattattggtggtgatcgtgt-tat
AISLAMIENTO4 141 tatagaatctaataatttaaga--------- gggtgtattgttggtattattggtggtgatcgtgt-tgt
AISLAMIENTO6 141 tata---tctaataatttaaga--------- gagtgtattgttggtattattggtggtgatcgtgt-tgt
AISLAMIENTOS8 141 tatagaatctaataatttaaga--------=- gagtgtattgttggtattattggtggtgatcgtgt-tgt
AISLAMIENTO7 141 tagggaatctaataatgcaggctcttcacctgggtgtattgttggtactattcatggtggtcgtgt-tgt
AISLAMIENTC2 141 tagtgaatctaataatgcaggctcttcatctgggtgtactgttggtattattcatttttttegtgt-tgt
AISLAMIENTO9 141 tagtgaatctaataatgcaggctcttcatctgggtgtactgttggtattattcatggtggtcegtgt-tgt
ATISLAMIENTO3 141 tacagaaagtaataatgcaggtgccgcttctacttgcactgctggtgttatttattg-gagtaagaattt
AISLAMIENTOS 138 taatgaaactaat------ gcccceggttcectacttgcatagctggtgccattggttt -tagcaagaatct
AISLAMIENTOL 201 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgcaaccaggtatggattggtctagcagacagttttgtact
AISLAMIENTO4 201 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgcaaccaggtatggattggtctagcagecagttttgtact
AISLAMIENTO6 198 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgcaaccaggtatggattggtctagcagacagttttgtact
AISLAMIENTOS8 201 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgcaaccaggtatggattggtctagcagacagttttgtact
AISLAMIENTO7 210 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgtcatcaggtatggettggtctagcagtcagttttgtact
AISLAMIENTO2 210 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgtcatcaggtatggcttggtctagcagtcagttttgtact
AISLAMIENTO9 210 taatgcttcttctatagctatgacggcaccgtcatcaggtatggcttggtctagcagtcagttttgtact
AISLAMIENTO3 210 tagtgcttcttctgtagctatgactgcaccaggttcgggtatgtcatggtctgttagtcaattctgtacyg
AISLAMIENTOS 201 tagtgctgcttctgtagccatgactgcaccacatagtggtatgtcgtggtctgttcagcaattttgcacy
AISLAMIENTO1 271 gcacactgtaacttttcagatattacagtgtttgttacacattgttataaaca taatgggtgtc
AISLAMIENTO4 271 gcacactgtaacttttcagatattacagtgtttgttacacattgttataaaca taatgggtgtc
AISLAMIENTO6 268 gcacactgtaacttttcagatattacagtgtttgttacacattgttataaaca taatgggtgtc
AISLAMIENTOS8 271 gcacactgtaacttttcagatattacagtgtttgttacacattgttataaaca ---taatgggtgtc
AISLAMIENTO7 280 gcacactgtaacttttcagatactacagtgtttgttacacattgttataaata------ tgatgggtgtc
AISLAMIENTO2 280 gcatactgtaacttttcagatactacagtgtttgttacacattgttacaaaca------ tgttggatgtc
AISLAMIENTO9 280 gcatactgtaacttttcagatactacagtgtttgttacacattgttataaaca------ aggtgggtgtc
AISLAMIENTO3 280 gctcactgtaattttagtggtgttacagtgtttgttacacattgttttaagaaaggtgctggtgaatgte
AISLAMIENTOS 271 gctcactgtaattttactcattttacagtgtttgttacacattgttataagtcaggagctgcttactgte
AISLAMIENTO1 335 ctataactggctccattccacagcattctatacgtgtttctgctatgaaaaaaggceggett--------
AISLAMIENTO4 335 ctataactggctccattccacagtattctatacgtgtttctgctatgaaaaaaggecggett--- -
AISLAMIENTO6 332 ctataactggctccattccacagcattctatacgtgtttctgctatgaaaaaaggccggctt--- -
AISLAMIENTOS8 335 ctataactggctccattccacagcattctatacgtgtttctgctatgaaaaaaggccggctt--------
AISLAMIENTO?7 344 ctataactggcatgcttcaaaagaattttttacgtgtttctgctatgaaaaatggccagett-------~
AISLAMIENTO2 344 ctataactggcatgcttcaacagcattctatacgtgtttctgctatgaaaaatggccagctt--------
AISLAMIENTO9 344 ctataactggcatgcttcaacagcattctatacgtgtttctgctatgaaaaatggccagctt--------
AISLAMIENTO3 350 ctctaacgggtcttattccgcaaaattatattcgcatttcagectatgaagcaaggcggagatagteecte
AISLAMIENTOS 341 ctttaacaggtcttattccacgtggccatattcgcatttctgctatga---gaagagttaatggtcatca
AISLAMIENTO1 --ttctataatttaacagttagtgtaaataagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat
AISLAMIENTO4 --ttctataatttaacagttagtgtaaataagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat
AISLAMIENTO6 394 ------- ttctataatttaacagttagtgtaaataagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat
AISLAMIENTO8 = 397 ------- ttctataatttaacagttagtgtaaataagtaccctacttttaaatcatttecagtgtgttaat
AISLAMIENTO7 406 ------- ttctataatttaacagttagtgtagctaagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat
AISLAMIENTO2 = 406 ------- ttttataatttaacagttagtgtagctaagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat

Figura 3. Alineamiento de las secuencias de nucleédtidos de los ¢ aislamientos del la
regién mas informativa del gen $1 del vBI, las partes sombreadas representan
las bases con mayor nivel de identidad.
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AISLAMIENTO9 406 ------- ttctataatttaacagttagtgtagctaagtaccctacttttaaatcatttcagtgtgttaat
AISLAMIENTO3 420 cgacttgttttataatttaacggttcctgtgactaaatatccttcatttagatcacttcaatgtgttaat
AISLAMIENTOS 408 tgatattttttataatttaacagtttctgtgactaattatcctacatttaagtcacttcaatgtgttaat
AISLAMIENTO1 460 aattttacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatctg
AISLAMIENTO4 460 aattttacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatctg
AISLAMIENTOS6 457 aattttacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatctg
AISLAMIENTOS 460 aattttacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatctg
AISLAMIENTO7 469 aatttaacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatctg
AISLAMIENTO2 469 aatttaacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacccctctaatgagaccacagatgttacatetg
AISLAMIENTOS 469 aatttaacatccgtatatttaaatggtgatcttgtttacacctctaatgagaccacagatgttacatetg
AISLAMIENTO3 490 aatcaaacatctgtatatctaaatggtgatcttgttttcacatccaatgagactacagatgttacagetg
AISLAMIENTOS 478 aatcaaacgtctgtatacttaaatggtgatcttgttttttcatctaatgaaactatagctgtttcaggtg
AISLAMIENTO1 530 caggtgtttattttaatgctggtggacctataacttataaagttatgagagaagttaaagccctggetta
AISLAMIENTO4 530 caggtgtttattttaatgctggtggacctataacttataaagttatgagagaagttaaagccctggetta
AISLAMIENTO6 527 caggtgtttattttaatgctggtggacctataacttataaagttatgagagaagttaaagccectggetta
ATSLAMIENTOS8 530 caggtgtttattttaatgctggtggacctataacttataaagttatgagagaagttaaagccctggcetta
AISLAMIENTO7 539 caggtgtttattttaaagctggtggacctataacttataaagctatgagagaagttaaacccctggctta
AISLAMIENTO2 539 caggtgtttattttaaagctggtggacctataacttataaagttatgagagaagttagageccctggetta
AISLAMIENTO9 539 caggtgtttattttaaagctggtggacctataacttataaagctatgagagaagttaaacccectggetta
AISLAMIENTO3 560 caggtgtttattttaaagcgggtggacccataacatataaagttatgaaggaaaccaaagcetttggctta
AISLAMIENTOS 548 caggtgtttattttagcagtaatggacccataacttataaagttatggaggaaactaaagecttggetta
AISLAMIENTO1 600 ttttgttaatggtactgcacaagacgttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTO4 600 ttttgttaatggtactgcacaagacgttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTO6 597 ttttgttaatggtactgcacaagacgttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTOS8 600 ttttgttaatggtactgcacaagacgttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTO7 609 ttttgttaatggtactgcacaagatcttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTO2 609 ttttgttaatggtactgcacaagatgttattttgtgtgatgggt

AISLAMIENTO9 609 ttttgttaatggtactgcacaagatcttattttgtgtgatggat

AISLAMIENTO3 630 ttttgttaatggtactgcacaagatgttattctttgggatggta

AISLAMIENTOS 618 ttttgttaatggtactgcacaagatgttattctttgggatggta

Figura 3. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos de los 9 aislamientos del la
regién mas informativa del gen $1 del vBI, las partes sombreadas representan
las bases con mayor nivel de identidad.
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AISLAMIENTO1 1 llvtllfalcsaalydnssyvyyyqgsafrppngwhlhggayavvntsiesnnlre---civgiiggdrvv
AISLAMIENTO6 1 llvtllsalcsaalydnssyvyyhrsafrphngwhlhggdyavvntfi-snnlre---civgiiggdrvv
AISLAMIENTOS8 1 llvtllfalcsaalydnssdvyyyrsaftphdgwhlhggdyavvntsiesnnlre---civgiiggdrvv
AISLAMIENTO4 1 llvtllfalcsaalydnssyvyyyqgsafrppngwhlhggayavvntsiesnnlrg---civgiiggdrvv
AISLAMIENTO2 1 llvstlcaltsaalydsssyvyyyqsafrppdgwhlhggayavvnissesnnagsssgctvgiihffrvy
AISLAMIENTO7 1 livtllcvlcsaalydsssyvyyygsafrppygwhlhggayavvnisresnnagsspgcivgtihggrvv
AISLAMIENTO9 1 livtllcalcsaalydsssyvyyygsafrppdgwhlhggayavvnissesnnagsssgctvgiihggrvv
AISLAMIENTO3 1 llvivlcalcsanlfdndtyvyyygsafrpghgwhlhggayavvnvstesnnagaastctagviywsknf
AISLAMIENTOS 1 llvtvlcalcsatlydn-syvyyygsafrpfggwhlqggaykvvnvsnetnapg--stciagaigfsknl

AISLAMIENTO1 202 nassiamtapgpgmdwssrgfctahenfsditvivtheykhng--cpitgsipghsirvsamkkgr----

AISLAMIENTO6 199 nassiamtapgpgmdwssrqfctahcnfsditvfvtheykhng--cpitgsipghsirvsamkkgr----
AISLAMIENTOS8 202 nassiamtapgpgmdwssrgfctahcnfseditvivtheykhng--cpitgsipghsirvsamkkgr----
AISLAMIENTO4 202 nassiamtapqpgmdwsssqgfctahcnfsditvfvtheykhng--cpitgsipqysirvsamkkgr----
AISLAMIENTO2 211 nassiamtapssgmawsssqfctaycnfsdttvivtheykhvg--cpitgmlqghsirvsamkngqg----

AISLAMIENTO7 211 nassiamtapssgmawsssqfctahenfsdttvfvtheykydg--cpitgmlgknflrvsamkngqg----
AISLAMIENTOY 211 nassiamtapssgmawsssgfctaycnfsdttvivtheykgga--cpitgmlgghsirvsamkngg----

AISLAMIENTO3 211 sassvamtapgsgmswsvsgfctahcnfsgvtvivthcfkkgagecpltglipgnyirisamkqgggdsps
AISLAMIENTOS 202 saasvamtaphsgmswsvqggfctahenfthftvfvthcyksgaaycpltgliprghirisamrrv-nghh
AISLAMIENTO1 394 -lfynltvsvnkyptfksfgcvnnftsvylngdlvytsnettdvtsagvyfnaggpitykvmrevkalay
AISLAMIENTO6 391 -1lfynltvsvnkyptfksfgecvnnftsvylngdlvytsnettdvtsagvyfnaggpitykvmrevkalay
AISLAMIENTO8 394 -1lfynltvsvnkyptfksfgcvnnftsvylngdlvytsnettdvtsagvyfnaggpitykvmrevkalay
AISLAMIENTO4 394 -1fynltvsvnkyptfksfqgcvnnftsvylngdlvytsnettdvtsagvyfnaggpitykvmrevkalay

AISLAMIENTO2 403 -1lfynltvsvakyptfksfgcvnnltsvylngdlvypsnettdvtsagvyfkaggpitykvmrevralay
AISLAMIENTO7 403 -1lfynltvsvakyptfksfgcvnnltsvylngdlvytsnettdvtsagvyfkaggpitykamrevkplay
AISLAMIENTO9 403 -1lfynltvsvakyptfksfqcvnnltsvylngdlvytsnettdvtsagvyfkaggpitykamrevkplay
AISLAMIENTO3 421 dlfynltvpvtkypsfrslgecvnnqgtsvylngdlvfitsnettdvtaagvyfkaggpitykvmketkalay

AISLAMIENTOS 409 difynltvsvtnyptfkslgcvnngtsvylngdlvfssnetiavsgagvyfssngpitykvmeetkalay
AISLAMIENTO1 601 fvngtagdvilecdg
AISLAMIENTO6 598 fvngtagdvilcdg
AISLAMIENTOS 601 fvngtagdvilcdg
AISLAMIENTO4 601 fvngtagdvilcdg
AISLAMIENTO2 610 fvngtagdvilcdg
AISLAMIENTO7 610 fvngtagdlilédg
AISLAMIENTO9 610 fvngtagdlilcdg
AISLAMIENTO3 631 fvngtaqgdvilwdg

AISLAMIENTOS 619 fvngtagdvilwdg

Figura 4. secuencias de aminodcidos de los 9 aislamientos del vBI alineadas y
comparadas, las partes sombreadas representan los aminodcidos con mayor
nivel de identidad.
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En la figura 5 y 6 se muestran dendrogramas donde se observan las
relaciones genéticas entre los diferentes aislados a nivel de nucledtidos y a
nivel de aminodcidos, respectivamente. En ambas figuras se observan dos
grandes ramas, una representada por los aislamientos 3 y 5, y la ofra por €l
resto de ellos.

ATSIAMIENTO1
ATSIAMTIENTO4
ATSIAMIENTO6
ATSIAMIENTO8
- — AISLAMIENTO7

ATSLAMIENTO5

Figura 5. Relaciones filogenéticos de los 9 aislamientos del vBI basado en la secuencia
de nucleétidos de un segmento del gen S1.

ATSTAMIENTOL
ATSTAMIENTO6
ATSLAMIENTOS8
ATSIAMIENTO4
—— ATSLAMIENTO2

ATSTAMIENTO7
I: ATSLAMIENTOS
ATSTAMTENTO3

ATSTAMIENTOS

Figura 6. Relaciones filogenéticos de los 9 aislamientos del vBI basado en la secuencia
de aminodcidos de un segmento del gen $1.
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En el cuadro 2 se presentan los tamanos y los porcentajes de similitud entre
las secuencias de aminodcidos de los segmentos estudiados del gen S1.
Este Ultimo valor varié en un rango de 67 a 96 % con respecto al serotipo de

referencia Mass 41.

CUADRO 2. Tamahos y valores de similitud de aminodcidos de las 9 secuencias del gen
$1 de los aislados estudiados en relacién a una cepa de referencia

Massachussets.
Secuvencia Tamano Identidad No identidad % de Identidad
MASS 41 652
AISLAMIENTO 1} 643 183 34 84
AISLAMIENTO 2 652 197 20 90
AISLAMIENTO 3 673 159 65 70
AISLAMIENTO 4 643 185 32 85
AISLAMIENTO 5 661 150 73 67
AISLAMIENTO 6 640 177 40 81
AISLAMIENTO 7 652 210 7 96
AISLAMIENTO 8 643 177 40 81
AISLAMIENTO 9 652 200 17 92

NIVELES DE IDENTIDAD Y RELACIONES GENETICAS ENTRE LOS AISLADOS
VIRALES MEXICANOS Y SECUENCIAS DE REFERENCIA

Los tamanos de las. regiones homdlogas, el nimero de mutaciones
puntuales, el nUmero de deleciones e inserciones [indeles), los sitios de
indeles y de los valores de identidad de las secuencias de nucledtidos y de
aminodcidos del segmento del gen S1 estudiado de los aislados mexicanos
y de las cepas de referencia se presentan en el cuadro 5 y 6
respectivamente. Estos valores fueron generados en relacién a la cepa de

referencia Mass 41; el grado de similitud a nivel de nucledtidos varié en un
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rango de 98 a 59%, mientras que a nivel de aminodcidos tuvieron un rango
de 96 a 46% (los valores que muestra la secuencia México/5697/99 no se
toman ya que la secuencia esta incompleta). El alineamiento de las
secuencias de nucledtidos y de aminodcidos entre las cepas mexicanas y
las cepas de referencia se muestran en los (Anexos VIl y IX). En el cuadro 3
se observas las secuencias que se encontraron con mayor similitud por
medio del andlisis BLAST para cada aisiamiento junto con su nimero de
acceso y el porcentaje de identidad.

Cuadro 3 secuencias recuperadas del Gen Bank por BLAST con mayor grado de
identidad para cada aislado de vBI estudiado.

Aislamiento Acceso Cepa % de identidad
1 AY561716 Connecticut 100
2 M21970 H120 98
3 AY296745 JP8443 81
4 AYS561716 Connecticut 98
5 AF352831 BL-56 94
6 L18990 Connecticut 96
7 M21883 41 98
8 AY561716 Connecticut 97
9 AY561713 Massachusetts 98

En el cuadro 4 se muestra la correspondencia de la identidad de las cepas
estudiadas por RFLP y por secuenciacién de nucledtidos y relaciones
genéticas (filogenia).

Cuadro 4. Correspondencia de la identificacién de las cepas estudiadas por RFLP y
andlisis de relaciones genéticas.

AISLADO RFLP FILOGENIA

1 UNAM 2001-2, Connecticut
3 UNAM 2001-2, No descrito
6y8 Connecticut Connecticut
7y9 Massachusetts Massachusetts
5 BL-56 BL-56

2 No realizado Massachusetts

4 No realizado Connecticut
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Cuadro 5. Tamaiios de las regiones de nucleétidos homélogas del gen S1 y valores de
identidad entre las 9 cepas mexicanas y 34 cepas de referencia en relacién
ala cepa Mass4, se identifican sitlos de delecion, insercién asi como
mutaciones puntuales.

No %de Nimerode Numerode Mutaciones

Tamafio  Identidad identidad identidad Deleciones inserciones Puntuales

Mass 41 652

Aislamiento 1 643 602 50 92 9 0 41
Aislamiento 2 652 617 35 94 0 0 35
Aislamiento 3 673 509 164 75 0 21 143
Aislamiento 4 643 603 49 92 9 0 40
Alslamiento 5 661 489 181 72 9 18 154
Aislamiento 6 640 593 59 90 12 0 47
Alslomiento 7 652 644 8 98 0 0 8
Aislamiento 8 643 592 60 90 9 0 51
Aislamiento 9 652 628 24 96 0 0 24
Beaudette 652 631 21 96 0 0 2]
Holte 670 487 183 72 0 18 165
Ark DPI 673 491 182 72 0 21 161
ATk 99 673 484 189 71 0 21 168
Georgia 673 486 187 72 0 21 166
PP14 673 500 173 74 0 21 152
Gray 670 494 179 73 3 21 155
JMK 670 495 178 71 3 21 154
SE17 673 484 189 90 0 21 168
FLA-18288 631 588 64 91 21 0 43
Conn 640 598 54 74 12 0 42
N9/74 684 507 177 73 0 32 145
N3/62 684 500 184 74 0 32 152
N1/62 684 508 176 77 0 32 144
vIC 667 519 148 77 0 15 133
Vv5/90 667 517 150 78 0 15 135
N2/75 664 524 140 73 0 12 128
B1648 664 489 178 77 3 15 160
D3896 655 508 150 77 3 6 141
6/82 655 509 149 77 3 6 140
D274 655 508 150 74 3 6 141
UK/918/67 673 500 173 75 0 21 152
UK/2/91 658 498 160 76 0 6 154
UK/5/91 658 502 157 96 1 7 149
H120 652 629 23 59 0 0 23
V1397 646 403 274 96 31 25 218
D41 652 626 26 96 0 0 26
XB8523 652 628 24 59 0 0 24
México5697/99 558 400 272 39 114 20 138
México1765/99 430 240 444 39 254 32 158
98-07484 645 385 305 61 45 38 222
793/8 658 512 151 75 5 11 135
BL-56 661 490 180 73 9 18 153
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CUADRO 6. Tamafios de las regiones de aminodcidos homélogas del gen §1 y valores
de identidad entre las 9 cepas mexicanas y 34 cepas de referencia en
relacién ala cepa Mass4, se identifican sitios de delecion, insercién asi como
mutaciones puntuales.

% de , . .
Tamafo  identidad idenﬁd:g simlllt.ud '\D‘:T;ggndees‘ Tnir;?:;gnde‘i Mgfnﬁ:?cq:
proleica

Mass 41 217
Aislamiento 1 214 183 34 84 3 0 31
Aislamiento 2 217 197 20 90 0 0 © 20
Aislamiento 3 224 159 65 70 0 7 58
Aistamiento 4 214 185 32 85 3 0 29
Aistamiento 5 220 150 73 67 3 6 64
Aistamienta 6 213 177 40 81 4 0 36
Alslamiento 7 217 210 7 96 0 0 7
Aislamiento 8 214 177 40 81 3 0 37
Aislamiento 9 217 200 17 92 0 0 17
Beaudette 217 200 17 92 0 0 17
Holte 223 148 75 66 0 6 69
Ark DPI 224 151 73 67 0 7 66
Ark 99 224 150 74 66 0 7 67
Georgia 224 144 80 64 0 7 73
PP14 224 153 71 68 0 7 64
Gray 223 151 72 67 0 6 66
JMK 223 151 72 67 0 6 66
SE17 224 151 73 67 0 7 66
FLA-18288 210 177 40 81 7 0 33
Conn 213 181 36 83 4 0 32
N9/74 228 151 77 66 0 1 66
N3/62 228 148 80 64 0 11 69
N1/62 228 157 71 68 0 n 40
VIC 222 156 66 70 0 5 61
Vv5/90 222 154 68 69 0 5 63
N2/75 221 154 68 69 1 5 62
B1648 221 149 73 67 ! 5 67
D3896 218 157 62 71 1 2 59
6/82 218 156 63 71 1 2 60
D274 218 157 62 71 1 2 59
UK/918/67 224 156 68 69 0 7 61
UK/2/91 219 150 69 68 0 2 67
UK/S/91 219 150 69 68 0 2 67
H120 217 203 14 93 0 0 14
V1397 215 103 118 44 6 4 108
D41 217 201 16 92 0 0 16
KB8523 217 203 14 93 0 0 14
México5697/99 186 122 102 54 38 7 57
México1765/99 143 63 161 28 81 7 73
98-07484 215 104 120 46 9 7 104
793/8 219 150 69 68 0 2 67
BL-56 220 155 68 69 3 6 59
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En la figura 7 se muestra un dendrograma en donde se representan las
relaciones genéticas basadas en diferencias de nucledtidos de los aislados
mexicanos con respecto a varias cepas de referencia. Se observa que se
agrupan los aislamientos 1, 6, 8 y 4 con las secuencias de cepas
Connecticut y Florida; los aislamientos 7, 9 y 2 se agrupan con las cepas
Massachusetts, H120, D41 y KB8523; el aislamiento 5 se agrupa con las
cepas mexicanas México/5697/99 y BL-56; mientras que el aislamiento 3 no
se agrupa con ninguna cepa de referencia.

En la figura 8 se muestra un dendrograma en donde se representan las
relaciones genéticas basadas en diferencias de aminodcidos de los
aislados mexicanos con respecto a cepas de referencia. Al igual que en la
figura 8 los aislados 1, 6, 8 y 4 se agrupan con las cepas Connecticut y
Florida; los aislamientos 7, 9 y 2 se agrupan con las cepas Massachusetts,
H120, D41 y KB8523; el aislamiento 5 se agrupa junto con las cepas de
mexicanas México/5697/99 y BL-56; mientras que el aislamiento 3 no se

agrupa con alguna cepa de referencia.
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AISLAMIENTOL
CONN
AISLAMIENTO6
AISLAMIENTO8
AISLAMIENTO4

FLA-18288
ATSLAMIENTO7
MASS
AISLAMIENTO9
AISLAMIENTO2
H120
D41
KB8523
BEAUDETTE
ATISLAMIENTO3

ARKDPI
ARKS9
GEORGIA
PP14
GRAY
— JMK
— AISLAMIENTOb5

————[f-Mexico/5697/99
BL-56

SE17
N9/74
N3/62
N1/62
vIC
v5/90
N2/75
D3896
6/82
D274

L UK/918/67
UK/2/91

793/B

UK/5/91

B1648

V1397
[ wexiconies/e

98-07484

Figura 7. Relaciones filogenéticas de las secuencias de nucleétidos del segmento del
gen §1 entre los 9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia
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V1397

— HOLTE

— Mexico/1765/99
L 98-07484

ATSLAMIENTO1
AISLAMIENTO6
AISLAMIENTOS
CONN
ATSLAMIENTO4
FLA-18288
BEAUDETTE

—

AISLAMIENTO7

MASS

AISLAMIENTOS

AISLAMIENTO2

H120

KB8523

D41
AISLAMIENTO3

I: GRAY

JMK

AISLAMIENTOS5
—————{:4T&exico/5697/99
BL-56

SE17
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PP14
N9/74
N3/62

N1/62
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v5/90

N2/75

D3896

6/82
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UK/918/67

UK/2/91

793/B

UK/5/91
B1648

Figura 8. Relaciones filogenéticas en base a las secuencias de aminodcidos del
segmento del gen $1 entre los 9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de

referencia.
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El aislamiento 4 no habia sido caracterizado previamente por RFLP,

es

dificil precisar a que grupo corresponde. Ademds el aislamiento 3 no se

agrupo con ninguna secuencia conocida y el aislamiento 5 se encuentra

agrupado junto con la secuencia de referencia llamada México/5697/99.

con el afdn de andlizar la identidad y relaciones de los aislamientos 1, 4y 5

se compararon el % de identidad a nivel de nucledtidos y de aminodcidos

con las cepas de referencia Mass 41, Conn, Ark DPI, Fla-18288, BL-56, Holte

y UK/5/91. Estos valores se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Porcentajes de identidad y similitud de los aislados mexicanos 3, 4y 5 con las
cepas de referencia Mass 41, Conn, Ark DPI, Fla-18288, Holte, UK/5/91 y BL-56.

%de identidad nucleofidica

% de simllitud proteica

Aislamiento3 | Aistamientad | Aislamiento5 | Mass 41 |Conn|Ark DPH| Fla-18288 |Hoite | UK/5/91 | BL-56
Aistamiento3 71 75 70 70 76 69 72 74 74
Aislamiento4 74 68 85 97 48 93 &7 &7 69
Aislamiento5 80 72 &7 &7 73 66 &7 70 94
Mass 41 75 92 72 83 67 81 66 68 69
Conn 73 98 72 91 67 93 &7 &7 69
Ark DPI 78 71 77 72 70 66 73 69 73
Fla-18288 73 96 71 90 96 70 65 66 &7
Holte 77 72 74 72 72 76 70 64 48
UK/5/91 74 74 73 76 73 73 73 72 70
BL-56 79 73 96 73 72 77 71 74 72
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DISCUSION:

AMPLIFICACION DEL GEN SI

Los fragmentos amplificados del gen S1 del vBl mediante la técnica de RT-
PCR de aproximadamente 1720 pb comesponden al tamafo obtenido en
trabajos anteriores. - 27.33 E| andilisis de secuencia a nivel de nucledtidos del
gen S1 del vBl revela regiones altamente conservadas para varios serotipos,
dos de estas regiones fueron tomadas para el disefio de los iniciadores en
trabajos anteriores.’® Nuestros ensayos muestran que los iniciadores
utilizados {anexo VII) permiten amplificar una amplia variedad de serotipos

del vBlI.

VARIABILIDAD DEL GEN $1

La diversidad antigénica del vBl le confiere una gran importancia
epidemiolégica por la aparicidn de nuevos serotipos que dificultan el
control de la enfermedad en fechas recientes; la variabilidad genética
que se observa en el gen S1, representa un mecanismo adaptativo del
virus a la presién selectiva inmune.'® Los cambios se deben a la alta tasa
de mutacién y recombinacion que presentan los coronavirus durante la
replicacioén,’4.35 esto sugiere gue la variacidén antigénica ocurre como
resultado de las mutaciones. El andlisis comparativo de las secuencias a
nivel de nucledtidos de los aislados mexicanos en comparaciéon con Ia

secuencia de referencia Mass 41muestra una amplia diversidad genética
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en cuanto a longitud de las secuencias; los aislamientos 1, 4 y 8 tienen una
fongitud de 643 bases, los dislamientos 7. 2 y 9 presentan 652 bases y los
aislamientos 6, 3 y 5 presentan 640, 673 y 661 bases respectivamente, esta
divergencia en la longitud de las secuencias se debe a indeles; ademds de
presentar multiples mutaciones puntuales que muchas veces se asocian a
cambios en la secuencia deducida de aminodcidos de la regidn
hipervariable 1 del gen S1 del vBI datos que concuerdan con los trabagjos
readlizados por Jia W y colaboradores,?. Kwon WM y colaboradores,?” Moore
KMy colaboradores3y Wang CH y colaboradores.?8

En el dlineamiento de las 9 secuencias de nucledtidos de los aislados
mexicanos estudiados se detectan 267 sitios polimorficos, de los cuales 231
corresponden a sustituciones de nucledtidos y 46 a indeles.

De igual forma si comparamos las secuencias de aminodcidos de los ¢
aislados entre si se detectan 102 sitios polimorficos, de los cuales 95
corresponden a sustituciones de nucledtidos y 11a indeles. Cabe sefialar
que de los 267 sitios polimorficos a nivel de nucledtidos y de los 102 sitios
polimorficos a nivel de aminodcidos 10 v 4 de ellos respectivamente,
presentan tanto indeles como mutaciones puntuales.

Solo la cepa 1 no tuvo una correlacion entre secuencia y RFLP, por lo que
el patrébn de RFLP deberd ser corroborado ya que en trabajos anteriores se

encuentra una alta correlacién entra serotipo y genotipo2s.
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Podemos observar en los dendrogramas que los aislados virales forman dos
ramas bien diferenciadas. Una corresponde a las cepas con signos clinicos
respiratorios, mientras que otra rama agrupa a las cepas nefrotrépicas. En
esta Ultima se encuentran las cepas Mexicanas BL56 y UNAM2001-2 (figuras
7y 8).

El aislamiento 3 presento por RFLP el patrén UNAM 2001-2, el cual es un
patrdn nuevo,!' este corresponde igualmente con una secuencia de
nucledtidos novedosa, alejada de cualquier otra variedad conocida. Esta
claro que el aislamiento 3 llamado tentativamente UNAM 2001-2, que fue
estudiada por Olivaresd quien encontrd al inocular aves, que las lesiones
eran como las de |os serotipos con un tropismo por aparato urinario, es una
variedad restringida a México ya que en la base de datos Gen Bank la
secuencia con mayor identidad es la cepa JP8443 de Taiwdan, con un 81%
de identidad. El control de esta variante del vBl puede requerir la
preparacion de una nueva vacuna preparada con la cepa de campo.

El qislamiento 4, aunque parece ser una variedad del serotipo Conn por los
porcentajes de identidad nucleotidica y de aminodcidos (cuadro 7),
también se encuentra muy relacionado al serotipo Florida (figuras 7 y 8)
seria necesario efectuar pruebas de antigenicidad para comprobar a que
serotipo corresponde. Hay que enfatizar la necesidad de combinar las
pruebas de técnicas moleculares con andlisis como VN para determinar la

verdadera identidad de los aislamientos. Aqui vemos las limitaciones del



38

andlisis molecular, ya que este no puede predecir del todo en que punto
cambia el serotipo, de forma que el estudio antigénico es requerido para
determinar definitivamente a que serotipo corresponde.

La seleccién de las vacunas que deben ser usadas para el control de la
bronquitis infecciosa en el pais, debe de tomar en cuenta el surgimiento de
nuevas variedades virales. Asi como los laboratorios deben de realizar
pruebas con las vacunas autorizadas en México{Conn y Mass) para
establecer los niveles de inmunidad con las nuevas variantes,4 ademdas de
evaluar vacunas experimentales disenadas especificamente para estas
nuevas variantes.

Actualmente en México se encontrd evidencia serologica que demuestra
la presencia de la cepa 793/B% y que existen variedades como |la BL-56,
UNAM 97 vy la tentativamente llamada UNAM 2001-2, que no han sido

reconocidas oficialmente y para las cuales no existen vacunas disponibles.
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CONCLUSIONES

La naturaleza de los coronavirus aviares de poseer una gran diversidad
antigénica junto con la aparicion de multiples serotipos exige que la
determinacion rapida y exacta de los serotipos en las cepas de campo sea
un factor importante para la prevencion y la aplicacién de adecuados
programas de vacunacion.

Parece gque el aislamiento 3 clasificado como UNAM 2001-2 es un genotipo
Unico no reportado anteriormente y posiblemente representa un serotipo
autéctono de México. El aislamientos 5 corresponde también a una estirpe
autoctona previamente descrita como BL-56.

Sin embargo, no se han efectuado estudios de proteccién cruzada entre
estas cepas autdctonas y las vacunas oficiales, ni se han efectuado
estudios de seroneutralizacion entre ellas.

Es importante una vigilancia epidemiolégica sistematica en todo el pais
para conocer la prevalencia de las diferentes variantes y el estudio integral
de estas, para determinar la necesidad de desarrollar oportunamente
vacunas mullivalentes especificas y aplicarlas adecuadamente en las
diferentes areas geogrdficas de México. Esta estrategia es la que se aplica
en los paises que estdn teniendo éxito en el control de la enfermedod dela

Brongquitis Infecciosa Aviar.
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ANEXOS

ANEXO |

EXTRACCION DE ARN DEL vBI.

Después de inocular embriones de pollo libres de patégenos especificos
(ALPES) con los nueve aislamientos se obtuvo liquido alantoideo infectante,
a partir de 500pul homogeneizados con 1000ul de Trizol (solucidn comercial
monofdsica de isotfiosinato de guanidina y fenol) (GIBCO BRL). Se incubo
durante 5min. a 4°C. Se adicionaron 200ul de Cloroformo 100% frio. Se
agité vigorosamente en vortex durante 15 segundos y se incubd 5 min. a
4°C. Se procedié a centrifugar a 12,500 rpm por 15 min. a 4°C. La fase
acuosa se recuperd y se mezcldé con un volumen de Isopropanol 100% frio.
Las muestras se incubaron a -20°C durante una hora y posteriormente se
cenfrifugaron a 12,500 rpm por 10 min. a 4°C para obtener la pastilla de
ARN. Los tubos se decantaron para eliminar los restos de Isopropanol y la
pastilla fue lavada con 1000ul etanol al 70%-H20 DEPC. Se centrifugd por 5
minutos a 12,500 rom a 4°C. Se decanté todo el etanol y la pastilla se secd
por centrifugacién al vacio. La pastilla se resuspendié en 50ul de H2O DEPC.

El ARN se conservé a -70°C hasta su posterior utilizacién.



ANEXO I

CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE ARN TOTAL

Se tomd una muestra de 2ul de ARN total de cada una de las nueve
muestras y se realizé una dilucién 1:100 con H20 DEPC. Se determind la
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro.

La cantidad total de ARN recuperada se calculo con la siguiente formula:
ARN total pl/ml= (A240 nm)(40)(FD)

A260= Absorbancia 260 nm

40= Factor de conversion

FD= Factor de dilucién=100

Cociente A260/A280 = Cociente entre las lecturas del espectrofotémetro a
260 y 280 nm. Este valor da una estimacién de la pureza del ARN,
considerdndose preparaciones adecuadas las que presentan una relacién

260/280 entre 1.9-2.0.
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ANEXO Il

AMPLIFICACION POR RT-PCR DEL GEN $1 DEL vBI.

Para obtener el cDNA del gen $1 del vBI se realizé6 una RT-PCR (Reverso
Transcriptasa Reaccién en Cadena de la Polimerasa) en un termociclador
Perkin Elmer (GENE AMP, PCR System 2400) a partir de ARN total de los

nueve aislamientos obtenidos con las siguientes condiciones del cuadro 8.

Cuadro 8. Protocolo RT-PCR DEL GEN $1 DEL vBI.

Reactivo [Stock] [Final]
ARN - 5ul
dNTP’s 10 mM 0.5 mM
Iniciador JK2 250ng/ul 2 ul
_Agua - Cpb 20 ul

o Primer Ciclo: ARN 5 pg, dNTP's 0.5 mM (BIOTECSA), IniciadorJK2

500ng, H20 DEPC cbp 20ul. Seincubd 65°C/5 min y 4°C/5 min

Reactivo [Stock] [Final]
Amortiguador 5x 1x

DTT 0.1M 0.005M
RNA out 20 U/pl 20U

« Segundo Ciclo: Amortiguador Comercial (GIBCO BRL) 1x, Dtt .005 M
(GIBCO BRL), RNAsin (GIBCO BRL) 20 U. Se incubd 42°C/2 min. y 4°C/5

min.

Reactivo [Stock] [Final]
RT 200 U/l Tul
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+ Tercer Ciclo: 1ul de SuperScript Il Reverso Transcriptasa (GIBCO BRL)
200 U/pl. Se incubd 42°C/50 min - 70°C/15 min.

PCR DEL GEN S1 DEL vBI.
La amplificacién del gen S1 del vBl se realizd mediante la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir del cDNA obtenido, en un
termociclador Techne (Techgene) se obtuvo un fragmento de 1.7 Kb
correspondiente al gen S1 de la capside viral.
Con el protocolo del cuadro 9,

Cuadro 9. Protocolo PCR DEL GEN §1 DEL vBI.

Reactivo [Stock] [Final]
CcADN 50ng / pl 100 ng
Iniciadores §1XbaF
SipichioR H0pm 02 M
dNTP’s 2mM 0.2mM
Amortiguador D 10x 1x
BSA 3mg/ ml 0.15mg/ mi
Tritén 2% 01%
Taq. Polimerasa S5U/ul Tl
Agua - 62 pl

e cDNA (2ul), Iniciadores S1XbaF y S1pichiaR 0.2 uM({Anexo Ill), Buffer D
1x (BIOTECSA). BSA 0.15 mg/ml, Tritén 0.1%, dNTP's (BIOTECSA) 0.2mM,
Taq Polimerasa (BIOTECSA) 5U, H20 cbp 100ul.

* Las condiciones de la reaccion fueron: 1 ciclo 94°C/ 3 min. 30 ciclos

94°C/30 seg., 60°C/30 seg, 72°C/2 min 1 ciclo 72°C/3 min
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Una vez realizada la PCR, se fomaron 5 pl de la reaccién y se realizdé una
electroforesis en gel de agarosa 1% TAE 1X aplicando un voltaje de 80 V
durante 50 min. El gel se tind con bromuro de etidio (Spg/ml) y fue
visualizado en un fotodocumentador White UV Transilluminator (Modelo
GDS7500 UVP Upland, CA) con luz ultravioleta para obtener un registro

fotografico.
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ANEXO IV

PURIFICACION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DEL GEN S1 DEL vBI A PARTIR
DE GELES DE AGAROSA

El producto de amplificacion del cDNA del gen S1 del vBI se purificé a
partir de un gel de agarosa mediante loduro de sodio (Nal) y perlas de
silica.® La técnica estd basada en una matriz de silica con capacidad de
unién a DNA. Fue recortada la banda y estimado el peso del gel, al tarar el
tubo ependorff de 1.5 ml que lo contiene y fueron adicionados tres
volimenes de Nal. Se incubaron a 55°C durante 5 al0 min. , hasta
disolverse la agarosa. Posteriormente se adicionaron y homogeneizaron en
vortex 12 ul de la suspension de silica e incubados en hielo de 30-60 min. Al
termino de este tiempo se centrifugaron a 12,000 rom. por 4 min. a 4°C. Se
anadieron y homogeneizaron a la pastila 250 pul de Amortiguador de
Lavado. Se centrifugé a 12,000 rpm por 3 min. Este lavado se realizé por 2
veces. Se decanto el Amortiguador de lavado y se seco la pastilla por
incubacion a 55°C. La pastilla se resuspendié en 25 pl de H20 dd estéril. Se
incubo durante 5 min. a 55°C. Se centrifugo a 12,000 rpm por 4 min. y se
recuperd el sobrenadante en un tubo limpio. Por ultimo se verificé la
calidad del producto por electroféresis en geles de agar al 1% y se
cuantificé su concentracién por fluorometria. Del producto de pufiricacion
se ligaron 10ng en 100 ng del vector pUC19/Smal mediante T4 DNA Ligasa

(New England BIOLABS®) durante 16 hrs. a 4 °C.
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ANEXQO V

CLONACION DEL GEN $1 vBI EN pUC 19/Sma | TA.

El ADN purificado se clond para su preservacion y secuenciacion, el vector
de clonacién utilizado fue pUC 19 digerido con Sma | y modificado con
adicién de Timidinas en los extremos 3'. El producto de PCR del gen S1 del
vBl requiere una extensién final de 15 minutos a 72°C para adicionarle un
extremo de Adenina y asi hacerlo complementario al vector.

El protocolo de ligacién se describe en el cuadro 10.

Cuadro 10. Protocolo CLONACION DEL GEN S$1 DEL vBI EN VECTORT.

MEZCLA DE REACCION STOCK FINAL
pUCI19/Smal/TA (50 ng / pl) 100 ng
Inserto S1 [10ng / ul] 30ng
Amortiguador de ligacién [10X] 1X
Enzima T4 DNA ligasa (1TU/pl TU/mx
PEG 40% 2.50%
H20 cbp 20 ul

TRANSFORMACION BACTERIANA
Para recuperar en E. coli los pldsmidos recombinantes se utilizaron 100ul de
células competentes DH10b las cuales fueron adicionadas con 30 ng de
pUCI19/Sma | del producto de ligacién en incubando 30 min. a 4 °C.
Posteriormente fueron adicionados 900 ul de medio Luria e incubados 1h /
37°C. Del producto de la transformacion 500ul fueron espatulados en
placas LB agar, Ampicilina (100 pg/ml), X-gal (266 pg/ml), IPTG (266 ug/mi).
ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Fueron incubadas 12-16 hrs a 37°C. Fue verificado el crecimiento
bacteriano y se obtuvieron las colonias blancas como posibles
recombinantes; transfiiéndolas a placas LB agar con Ampicilina (100
pug/ml). Parte de estas colonias fueron desnaturalizadas a 90°C/ 10 min. en
S50u! de H20 dd para obtener el DNA vy verificarlas mediante PCR, con los
iniciadores M13F y M13R(Anexo lll). Cuando se han comprobado las clonas
recombinantes estas fueron preservadas en LB Ampicilina (100 pg/ml),

dlicerol 16% a -70°C.

MINIPREPARACION DE ADN DE PLASMIDO*

A partir de las colonias fue obtenida una mayor cantidad de DNA
plasmidico recombinante de acuerdo al método descrito por Silhavy T.J. y
colaboradores, para realizar la secuenciacién del gen que codifica para la
dlicoproteina $1 del vBI.

Fue cultivada la cepa en é ml de LB-Ampicilina (100ug/ml) durante teda la
noche a 37°C en agitacién constante. Al dia siguiente fueron utilizados 3 ml
de la cepa centrifugados a 3,500 rpm. / 6 min. El producto fue decantado
a la pastilla adicionados 200 ul de solucidn de lisis(8% de Sacarosa, 5% Tritdn
X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8), resuspendida con vortex e

incubada 10 min. / TA, y fue adiciondo 1.25ug/ml final de Lisozima e

*Silhavy T.J., Berman M.L. and Enquist L.W. 1984: Experiments with gene fusion. Cold Spring

Harbor Laboratory.
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incubado 10min/TA; fue hervido en bafio de agua por 1min y centrifugado
10 min. / 12,000 rpm, Fue recuperado el sobrenadante y el DNA fue tratado
con RNAsa (15 pg / ml final) e incubado 30 min., fue agregada Proteinasa
K. (50 ug / ml final) e incubado a 50°C por 30 minutos; adicionados 2
volumenes de etanol absoluto frio e incubados 30 min. a -70 °C 6 2 horas a
-20 °C: centrifugado 10 min. / 14,000 rpm., fue decantada y lavada 2 veces
la pastila con etanol al 70% (5min/10,000 rpm.). Fue secada la pastilla y
resuspendida en 50 ul de agua destilada estéril. Fue realizada una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% con 5 pl y guardado el DNA

restante a -20°C.
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ANEXO VI

PCR PARA SECUENCIACION DEL GEN S1 DEL vBI.

Purificado y clonado el gen que codifica para la glicoproteina S1 del vBI, la
estrategia de secuenciacién consistié en utilizar los oligonucledtidos
SlpichiaF y enreversa el WB(Anexo lll). Con el protocolo del cuadro 11.

La reaccidén de secuencia se redalizd mediante el ensayo comercial Big
Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied
Biosystems). Contiene nucleétidos finalizadores marcados con los siguientes
aceptadores de dRhodamina: Adenina dRéG (verde), Citosina dROX (rojo),
Guanina dR110 (azul), Timina dTAMRA (negro).

* El protocolo de la reaccién de secuencia fue el siguiente: Mezcla de
reaccién Big Dye™ 4ul, DNA de Plasmido recombinante 150 ng,
Iniciador (Se utilizaron JK2 y WB) 2 pmol, HzO cbp 20 pl

e Las condiciones de la reaccién fueron 96°C/10 seg. 50°C/5 seg,
60°C/4 min. por 30 ciclos.

Cuadro 11. Protocolo PCR PARA SECUENCIACION DEL GEN S$1 DEL vBI.

Reactivo [Stock] [Final]
Plasmido 150 ng /rx
Iniciador 2pM /[ ul Tl
Amortiguador 4 ul

Agua Cpb 20 ul
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ANEXO VII

INICIADORES

La secuencia del iniciador JK2 fue obtenido del trabgjo de Gelb y
colaboradores, los iniciadores S1pichiaF, S1XbaF y WB fueron disefiados
sobre la base de la secuencia del gen S1 del vBI.

Secuencia de los Oligonucleotidos utilizados.

JK2 5-ATIMTCAGTAAYAGAACGICTA-3'

S1XbaF 5'- GCTCTAGAATGTTGGTRAMRYCWCT-3'
SlpichiaR 5-GCTCTAGACGTCTARAACGAYGIGTIC -3’
W8 5- CATGCTAACAARCCTCTAGGITG -3

SECUENCIA DE LOS INICIADORES M13

MI13F 5" GTA AAACGACGG CCAGT 3’

M13R 5" CAG GAA ACA GCTATG AC 3’



ANEXO VIII

Alineamiento de las 9 secuencias generadas junto

de referencia, las dreas sombreadas indican el

identidad,

HOLTE
AISLAMIENTO1
CONN
AISLAMIENTOS
AISLAMIENTOS
AISLAMIENTO4
FLA-18288
AISLAMIENTO7
MASS
AISLAMIENTOS
AISLAMIENTO2
H120

D41

KB8523
BEAUDETTE
AISLAMIENTO3
ARKDPI

ARKS99
GEORGIA

PP14

GRAY

JMK
AISLAMIENTOS
Mexico/5697/
BL-56

SE17

N9 /74

N3/fez2

N1/62

vIC

V5/90

N2/75

D3896

6/82

D274
UK/918/67
UK/2/91
793/B
UK/5/91
Ble48

V1397
Mexico/1765/
98-07484

HOLTE
AISLAMIENTO1
CONN
AISLAMIENTO6
AISLAMIENTOS

T T T e

O R e e e e e e e

60

tagtgacfctteat
tagtgactetttbgt)
tagtgactcttttgr)
tagtgactcfctat]
tagtgactottttgt
tagtgactcttttgt
tagtgactcttttgt]
tagtgactcttttgt
tagtgactcttttgt)
tagtgactercttigt
cagt ttbgt

tagtgactcttttgt
tagtgactcttttgt
tagtgactettttgt
tagtgactcttttgt

tagtgactcttttgt
tagtgacjijttteat
agtgactcttttgt
tagtgactcttttgt
agtgactettttgt
agtgactettttgt
agtgactcttttgt
agtgactectettgt

gtgactettttgt]
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tgcactatgtagtget
tgcactatgtagtgct
tgractatgtagtget)

gcactatgtagtgct
gcactatgtagtgct
gcactatgtagtgct
geactatgtagtget
gcactatgtagtget
gcactatgtagtget
gcactatgtagtget
tgcactatgtagtgct
gcactatgtagtget

tgcactatgtagtgcet

tgcactatgtagtgeta

Jcactatgtagtget
tgoactatgtagtget
tgcactatgtagtget
tgcactatgtagtget

tactactaffeaaagrgcllttcaglicclillc

tactactaccaaagtgeett]
tactactaccaaagtgcctt|
agtgcctt
agtgecett|

tactaclacd

tactacta

gaccacct
gaccacct

gaccaclt
ccaclt

con las 34 secuencias

mayor grado de no

ceaficloibactctccegt ol Ml Roc oMM R N NI - -~

gttggecaffctacatgggggrgce

tggttggcatttac ggggtgc
tggttggecatttac ggggtgc
tggttggecatttac ggggt
tggttggecatttac ggggt

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del segmento del gen $1 enire los
9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.
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JME 120 gtagttaatgtttet

AISLAMIENTOS 117 gtagttaatgtttcta aatg

Mexico/5697/ 12 gtagttaatgtttcta aatgc

BL-56 117 gtagttaatgtttcta

SE17 120 gtagttaatgtttct E

N8 /74 120

N3/62 120 I

N1/62 120 ttatgcagtagt E

VIC 120 ttatgcagtagtfaatgtt ataatgcag- i

V5/90 120 ttatgcagtagtfaatgtt] ataatgecag- i

N2/75 120 ttatgcagtagttaatgt aatfltaataatgcag ]

D38%e6 120 ttat gtagtjaatgtttct aatctafjtaatgcag-

6/82 120 ttat gtagt atqtttct aatctafjtaatgcag

D274 120 ttat gtagtfjaatgtctt aatctafjraatgcag-

UK/918/67 120 fta gtagttaatgc t taataatgcag-

UK/2/91 120 tr_atgcagta ta t E
793/B 120 ttatgcagtagfjta tct t i
UK/5/91 120 ttatgcagtagffta c:t t o
Bl648 117 ttatjlactfotBaatatcfct =
V1397 117 grat tagttaat t <l
Mexico/1765/ 1 ot ct| "
98-074B4 117 ttat ot ct o
HOLTE 174 5

AISLAMIENTO1 163 agctat
CONN 160 t| tagctat
AISLAMIENTOG 160 agctat
AISLAMIENTOS 163 c agctat
AISLAMIENTO4 163 tagctat
FLA-18288 157 £ cagetat
AISLAMIENTQ7 171 tagctat
MASS 171 tagctat
AISLAMIENTOS 171 cagctat
AISLAMIENTOZ2 171 tagctat
H120 171 tagctat
D41 171 agctat
KB8523 171 agctat
BEAUDETTE 171 tagctat
AISLAMIENTO3 171 =l E ttectgtagetat
ARKDPI 172 = tagcjgat
ARK39 172 alls tag £
GEORGIA 172 L
PPl4 172 £
GRAY 174 (4
JME 174 ctggtg t
AISLAMIENTOS 165 ctggtg t
Mexico/5697/ 60 ctggtg 14
BL-56 165 ctggtg E
SE17 171 tgctggtgctat]

N3 /74 175 t tactgctggtgctat

Ni/fe2 175 &

N1/g2 175 t

VIC 175 €

vs/90 175 t

N2/75 175 t©

D3896 168 t

6/82 168 ¢t

D274 168 t

UK/918/67 171 ¢

UK/2/81 171 t

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de nucleéﬂdos del segmento del gen §1 entre los
9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.
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AISLAMIENTOS 291 tacagtgtttgttacacattgttataa g
AISLAMIENTO2 291 tacagtgtttgctacacattgttzlz ﬁ
H120 291 tacagtgtttgttacacattgtt g
D41 291 tacagtgtttgttacacattgttataa 9
KB8523 291 tacagtgtttgttacacattgttataa ﬁ
BEAUDETTE 291 tacagtgtttgttacacattgttataa ]
AISLAMIENTO3 291 ttacagtgtttgttacacattgttfjtaa

ARKDPI 291 gtgtttgttacacattgttataa 4]
ARK99 291 gtgtttgttacacattgttffraa |
GEORGIA 291 gtgtttgttacacattgttata Bl
PP14 291 gtgtttgttacacattgttjgtaa

GRAY 291 ttacagtgtttgttacacattgtttaa

JMK 291 ttacagtgtttgttacacattgttjtaa

AISLAMIENTOS 282 atfttacagtgtttgttacacattgttataa

Mexico/5697/ 177 ttacagtgtttgttacacattgttataa

BL-56 282 ttacagtgtttgttacacattgttata

SE17 251 ttacagtgtttgttacacattgtt

N9 /74 291 44 gtjjcttgttacacattgte

N3/62 291 ttEgl‘. tttgttacacattgtt

N1/62 281 tjjtttgttacacattgt

VIC 291 ttacagtgtttgttacacattgtt

Vs/90 291 ttacagtgtttgttacacattgtt

N2/75 291 gtgt:tgttacacattgttata-

D3896 288 ttgttacacatt

6/82 288 tetgttacacatt £

D274 288 ttgttacacatt .
UK/218/67 291 ttacagt ttgttacacattgtt 2l

UK/2/91 291 =

793/B 291

TN

UK/5/91 291 tta el
B1648 288 !

V1397 276 i l:gtr.tgt z 2
Mexico/1765/ 156 tttgt

98-07484 278 tetgt|

HOLTE 345 = tt.- -—— .;.al.

AISLAMIENTO1 336 atteo----- tttectgetatgaaaaa---

CONN 333 ttctgetatgaaaaa---
AISLAMIENTOSG 333 attce----- tttctgctatgaaaaa---
AISLAMIENTOS8 336 ttaacoolR-ttcc- -~ tttctgctatgaaaaa---

AISLAMIENTO4 i3s tttetgetatgaaaaa---
FLA-18288 330 tQtaacoollt:Rattcc----- tttctgctatgaaaaa---
AISLAMIENTO7 345 tRtaacoclcEl-tcl----- tttctgctatgaaaaa---
MASS 345 tgraacoolcElttcl----- trttctgctatgaaaaa---
AISLAMIENTOS 345 tttcoctgetatgaaaaa---
AISLAMIENTOZ2 345 Cttctgoctatgaaaaa---
H120 345 ---acag- tttctgoctatgaaaaa---

D4l 345 ===acag- cttctgectatgaaaaa---

KB8&23 345 tgtaacoollcElCtcl----- tttctgetatgaaaaa---
BEAUDETTE 345 ; ttctQCtatgaaaaa———
AISLAMIENTO3 351 attce----- ttatattcgflatttclloctatga -
ARKDPI 351 ttatattcgtattfgctgetatgaa =
ARK99 351 ttatattcgtattfjctgetatgaa -
GEORGIA 351 ttatattcgtattfjctgctatgaaa) -
PP14 351 ttatattcgtattfjctgectatgaa =
GRAY 351 tttaacagotlccI®----- Iz tttectgctatg -
JME 351 tttctgectatg =
AISLAMIENTOS 342 tttctgctatg -
Mexico/5697/ 237 tttctgctatg -
BL-56 342 tttaacaggatfjtfattce----- afi tctgetatg --=

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del segmento del gen §1 entre los
9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.
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98-07484 798

HOLTE 437

AISLAMIENTOL1 410

COMN 407

AISLAMIENTO6 407

AISLAMIENTOS 410

AISLAMIENTO4 410

FLA-18288 404

AISLAMIENTQO7 419

MASS 419 tgtgttaataattt
AISLAMIENTOS 418 tgtgttaataattt
AISLAMIENTOZ2 413 tgtgttaataattt
H120 418 tgtgttaataattt
D4l 418 tgtgttaataattt
KBB523 419 tgtgttaataattt
BEAUDETTE 419

AISLAMIENTO3 440

ARKDPI 440

ARK99 440

GEORGIA 440

PP14 440 cgtgactaaa

GRAY 437 tgtgactaaa---tatect] tcactfcaatgtgttaataat
JME 437 tgtgactaaa---tatcct| tcactjjcaatgtgttaataat
AISLAMIENTOS 428 tgtgactaafj---tatcet tcacttcaatgtgttaataat]
Mexico/5697/ 323 tcacttcaatgtgttaataat
BL-56 428 tcacttcaatgtgttaataat
SE17 440 t tjfjcaatgtgttaataattt
N3 /74 440 f tjfjcaatgtgtta

N3i/&2 440 tcactffjcaatgtgttaaffaat|
Nl/62 440 tcactfjcaatgtgtta a
VIC 434 tgtgactaaa tcacttcaatgtgttaataatkt
vs/90 434 tgtgactaaa-=--tatc tcacttcaatgtgttaataatrct
N2/75 431 tgtgactaaa---tatog tcacttcaatgtgttaataattt
D389%e 422 tgtgactaaa---tatcct ttcafjtgtgttaataat|
6/82 422 tgtgactaaa---tatcect ttcafjtgtgttaataat
D274 422 tgtgactaaa---tatcct ttcafjtgtgttaataat)
UK/918/67 440 cttcaatgtgttaata
UK/2/91 425 ttcaatgtgtt]

793/B 425 ttcaatgtgtt]

UE/5/91 425 ttcaatgtgtt

Ble4g 431

v1i3is? 410

Mexico/1765/ 290 aatgt| I:
98-07484 410 aatgtigt

HOLTE 494 catctgtjjcaflttaaatggtgatctrgteetfja agatgttaiils
AISLAMIENTOL1 467 catcgtatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac
CONN 464 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] gatgttac
AISLAMIENTOG 464 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac
AISLAMIENTOS 467 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] gatgttac
AISLAMIENTO4 467 cat tatatttaaatggtgatcttgttt gatgttac
FLA-18288 461 cat tatatttaaatggtgatcottgttt gatgttaca
AISLAMIENTO7 476 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] gatgttac
MASS 476 catcfjgtatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac
AISLAMIENTOS 476 cat tatatttaaatggtgatcttgttt agatgttac
AISLAMIENTO2 476 catcjjgtatatttaaatggtgatcttgttt) gatgttac
H120 476 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac
D41 476 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac
KB8523 476 cl:c tatatttaaatggtgatcttgttt agatgttac
BEAUDETTE 476 cat tatatttaaatggtgatcttgttt] agatgttac

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del segmento del gen S1 entre los
9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.



‘Djoua19jal ap spdad pg A SOUDI[XIL SOJUSLUD|SID §
so| ayua | § uab |ap ojuawbas [ap sOploa|2nuU ap SD|2USNDas SD| 9P ojuajLDaU|Y "4 DiNBlY

ebebebiE3 - --~-- Beeejejjoeeje3ooebbibEicjjeeaaaffeaiababbestis
ebebebaeli----- Beeeraeriloreilejonebbibbiobeee1aa h31babbeabao
ebebebae3d----- Beeeaeajoeeieinoebbibbiobereaan 211b3bbrobio
ebebebye3a----- Beeeiealoreseiocffbbibbioberei13ie3n1babbes]

ebebebiei----- Beeeieiioeeleioofjbbibbioberea333e3336366e067)

eBebebie3y----- Eefjeaeiioeeiesooebbibbjoberefiiaeffaa6366e06

----- beeefeiaoeey oeBbiBbioberel333e93316366e06
beeejejaoeel

----- Eeeejeiaioees
--Beee3ejloEE]
---Beeeiejioee]
---Beeejezjoeey

oebb el 1333e3336366e26
oeEEI 3333e333b366e0b
oebba 133383336366006

oebBibBbioberea1yy3efa16266e06
oebbybBioberea1133efl116366enb

eEebebie13-----6erejeaioeelffiooebbabbajilereaiaz 316366encbao
ebebebieaf----- Beeezeijoeeaeiooebbibbifeeclad 163B6e0bao
ebebebieyy----- Berejeijoeesesooebbabbajllere1323 16366e06310
ebebebyeyg----- beeejejioeejelooebbibby TEI]I3 1B36Beobkao
Eﬁ.eﬁje:r_x ----- 5:'&?:?:.39&:1?.0::95515 beeej333ea3236366e0b30
ebebebaeyy----- Berejelioeeleiooebbibbiobeer13133e3336366e0630
ebebeb3yeyg----- Eupﬁqnnq399:9;33:65:'&13589E1131231]535593519
ebebebieyz----- Beeeieazoeelelo0ebbIbblobERR 1330 31636BeoB D
ebpbebileI===== bereieiiorelR100eb6366306evRI33303336366Be0E0
ebebebieaa-----Bereieilioeeaelooebbaibbioberrigaaei11ba6benbio
EEEEEE:E:. ----- Beereieiioeeaeiooebbibbiobereiiaieiiababbenbin
effebebae3a----- Beeejeiioeeaeiooebbabbiobeeeyiiieiyybabbenban
PEEBEE:E:' ————— Beeeaeiioeejejooebbabbiobeeeanazeayababbenban
ebebebieya----- Beeeje3ioeeleloffeb636610 13116366e0630
ebebebie3a----- BeeejeijoeeseiooebBaBBio '13133e3336366e0630
ebebebBie3a----- Beeejejioeeaeiooebbibbinl ©333323336366e0630
ebeBebie3l----- Beeejel3owejejooebbabbio e333323336366e0B3o
ebebebieal----- bBeeejeiioeeieiooebbibbio ©333383336366e0bB3o
ebebebjeyg----- breegeiioeeieloosebbabbanl B3333033362166e0630
effebebieia----- seffearaiaoeeaesooffbbabbiobeeeiiiaefjaibibbectfo

ElE B
e
B3

Baeeeaade Baoajen
e013313163303eb06632RE3 3R Baojeo
eo3331163309e61663eREy 39 Baonjeo
eo333363303e63663eee333efabanaes

233363303 efa66aeeey 3e3baoaen
J03e Bieeey 3e3b63038D
103
103E

Baeeel je3baosen
EEjeeesy 3e3B303ED

1331363103 8b1663RRES
gl:a:eﬁ:ES:eeaqlqene:Ejnqea

333 103efa6 BER1]
333330336 eE]
16

16330 Bieeei]
ER! EISEREEY

Baogeo
1o3ebi66aeeealaeieabaoaen
133363303eb3bb3ere3ajeijabiosen
1331363 :.D:eﬁ'ﬁﬁ:mee:u‘.teilgﬁaanea
3313363103eb3663eeeafjaeyeabaogen
:z:qEnnnleB;Equegq: q.qﬁ:u:ea
133265f303e63663veesaffearabaog
3333633036366 eeeyleaeabiog
333363303eB366jeeeaafeaegbiog
3133Baio3ebabbieeesaaeaieibiog)
13':53naneﬁlﬁﬁnveen:aeaeaﬁaa:
20333131613 Bib63eee333E3RIbI0]
BabBjeeeilieaeabany
BabByere3jjeaeibany
BabByeere3jjeaeabanyg
ea::qaﬁnJanesqﬁsqvuenlneae:ﬁ:a:ea

19

8%S
158%
185
LSS
LSS
LSS
LSS
5%S
[1h-4 4
S¥S
¥Ss
¥SS
LSS
LSS
LSS
LSS
LSS
9ES
9ES
9ES
9ES
9ES
9€sS
9ES
9€s
1zZ8
LZS
LZS
PEZS
PES
LZS
¥59

oLE
0SE
oLP
10
Z8v
Z8¥
t4:
L6%
6LY
ELP
6LV
88p
6%
6%
LEF
LE®
LED
LEY
S8%
08¢
s8¢
v6¥
¥6¥
LE®
LEY
LEY
L6V
LEY

SL/ZH

06/SA

2IA

z9/IN

Z9/EN

vL/BH

LTES

95-1d
/LE95/ODTXRIY
SOLNSIWTISIV
HWD

AWuD

vidad

VIDHOED
6ENHY
TdMmiuyY
EOLNSIWYISIV
FLLEANYEE
EZSEEN

1va

0ZTH
ZOLNSIWYIS IV
SOLNEIWYISIY
SSYW
LOLNSTWYISIY
BEZBT-WId
YOLNEIWYISTY
BOLNIIWWISIV
IOLNE IWVIS TV
NNOD

TOINE INYIS TV
ALT0H

vEVLO-86
/S9LT/o0TX3aN
LBETA

BYaTd
T6/5/30
/6L
T6/2/40
L9/816/40
vLzd

z8/9

968€Ed

SL/ZN

06/SA

2IA

z9/IN

Z9/EN

vL/6N

LTES

95-18
/L69S /0D TXBN
SOLNIIWYISIY
AWE

AVHD

¥idd

YIDHOES
66UV
TdOiEY
EOLNIIWVISIY



‘Dj2US12Je) 9P sDdad pg A SOUDD[XSW SOJUSJWDISID &
50| ayua | S uab jap ojuawbas |ap SOPHO3|2NU P SDIDUBNIBS SD| BP OjusjWDaU|Y ‘4 DinBi4

(SR NSNS & & i § GRRRR

ae6363ffaa :ﬁ.e?xﬁme‘ﬁﬁ:ee‘:ﬁuﬂ:E:'aﬁﬁm-el:u-

636363331167 c6feoenbioeibbiee11633130130610006eRET 16

qeb3baffaazaeas Beeoes eabBaeeaaffaa 1106@10oo0berel1be
ae6163813133032 peeoeo ea1b63ees33llaaaled
qe6163033113e136febeeoen e1663ee3233 3

jooobeeeqabe
6532663633332 3|3eBffecvoBaoeabhgeeiaffa1a1e33066
b16528 3 3eR163ebeenen Byee3abiaaaelaobE6l
BnE:I 33 15:1?5'523231355:2? 3363333233066, Beeeqibe
Bibalal1aefla63ebeeoED Biee33b633233e330B69) Beeei3be
aeb3bib3j33e1b6yebreorabyoeibbier1316331303306630006eRE] 16
aeb3babaiaaeaaibaeberoensbinesbbareaabiiiieiinbbiosob 136e
195:6:5::::e:1E:eﬁeeaeaﬁaae:56:ee::E::::En:aﬁﬁ:oaaE:I:qQSE
Jebff5163133303363e6eoen B3ee336333 :q:ﬁﬁ:olaﬁee:lqse
aeb36363133301363e6renED E:eEJ:luia 1306630000 eefabe
eide FRIRRRRLERERLE | LS Biee13b63331fle3306630006eee1368
BBaebabajafa1e1163ebeeorobioe3bbiee3363333e3 3066 jobee
BE63e6163all1ae13163ebeeoeabioei663ee131631118330663cBere gy
B63e63638l13e1163ebeeoesbaoe3bBieea1b63133e11066 o056 R
661e6jj6ajjaffaae13b63eberorobaoribbire3163133e31066fooberey)
B63e6163afl11®31363eberorobiov1663rea363333e330663
B
3
3

Jooobeeeaibe
obeeei16e
Beeeiibe

bee

BE3ebaba m3e31363ebeeoenbioeib6aee116331330310663 Bee
aebabay) aaeffabaebfececbaoeaBbaeefabiiagelao66affooberein
aebaby| 33 Bael eaeal:ae;&ﬁ:e :11:9::355133.5&95::
aeb6167 13eflabyebfleoenbioeibbaeefjabi333e330663foobeeean
11ef1b1eEfleoesbioei661eeffa61133e 110663 oobeeRa

33e331baebeeoesbaioeibbivelabiia3e12066) bee

126163y
663=6f634

BB3ebababiagaeaibiebeececbioe3bbyeesibyzzieiiobbionobereaabe
BBieBab3b3333v1163ebeeovobaioeybbyeegabiaagelaobbyoonb 2ab6e
BB3eb3b369333e31161eBeeoenbaioelbbirel1bi133e1106630006 136e
BbaebababyaiaeaibiebeesesbinebEireqabiiiie11ob6Bbioo00b 13b6e
bbaebababajjjeiaibaeberoenbyoeabbiee33b3333%330663 0006 13b6e

Esarsnﬁnﬁqan:E:q.:eﬁneaeaﬁqaensﬁzne::Bn:natzaasﬁqasaleeenase
Bbaeb3b3633338116eberorobloribbire11633171R 1106630006 RR 26

B63e63b6363333e3 zeﬁztauaﬁaaenEE:Eﬂqqﬁnnnnelnnsﬁqgaalggeg;52
B63e61553313e316)jeberorobaiovibEieRf|63333R13066000beRRY 1 6R
E63e636363333022 Beeoeobioe3bbiee116333303306630006eeey 16
BB3ebababyagaeaa Beeoeobioeabbieei163333103106630006RRR 26
B63eb3163b3333E33 Beeoeobioeibbiee3abaiiaeaiobbiooobere)ibe
663e616316311121168ebeeoecbioe3bbareaabiaaieaaobbiooobeeeybe
BByebababaazaeaa Beeoeobioeabbieeaabia3aeaiobbiooobeeelabe

2R (B B RELEREEE: (Rl GRELELLRLLSRLRERRLERERLEE & 2
333bab
333636

12333626

16366es6fo
3ab636B6evobao
116366v0b630
1316316Brobao

ee
®
eeR]

B6abbi0beee1333
BaBBioberel31y
G46630bereE331]

-beeeRlRjlj0RE]E]D
-EBeeejeijoeeielo

(4]

(44
6E9
6E9
2%9
-1

585

SB8S
€09
LES
LES
LES
z19
¥ES
¥es
v6S
€09
208
909
z19
z19
Z19
z19
009
S6¥
oo9
609
609
(48]
Z18
z19
219
Z19
165
168
165
165
165
T6S
TES
T6S
0LS
€85
€8BS
BLS
BLS
Z85
609

0ES
ote
0ES
B¥S
(44
Zvs
A 44
LSS
6ES
BES
6ES

BOLNETWYTISIV
SOLNATWYISTIY
NNOD
TOLNEIWYISIY
ALT0H

YEPLO-86
/G9LT/0DTXaN
LEETA

8vatd
16/5/40
g/€6L
T6/2/40n
L9/816/40
vLzd

Z8/9

S68EQ

SL/ZN

06/SA

JIA

Z9/1N

Z9/EN

pL/EN

LTES

95-1d

/L69S /ODTXaNW
SOLNEIWYISIV
bivin

AVED

¥Idd

YIDNO0ED
E6HNY

TdaxuY
COLNEIWYISIV
FLIEANYEE
EZSEEN

%d

0ZTH

ZOLNE TWWISTY
BOLNETWYISIV
SSYHW
LOINATWVISTY
88Z8T-V1d
POLNE INVISIV
BOLNE IWVTISIV
SOLNEIWWISIY
MNOD
TOINEINTISIV
AITOH

YEVLD-B8E
/S9LT /00 TXaN
LEETA
8v9Td
T6/5/40
8/E6L
T6/Z/30
LB/8TE/¥0
vLzd

ze/9
968€E0



63

AISLAMIENTO4 642

FLA-18288 630
AISLAMIENTO? 651
MASS 651
AISLAMIENTOZ 651
AISLAMIENTO2 651
H120 651
D41l 651
KBB523 651
BEAUDETTE 651
AISLAMIENTO3 672
ARKDPI 672
ARK99 672
GEORGIA 672
PP14 672
GRRY 669
JMK 669
AISLAMIENTOS 660
Mexico/5697/ 555
BL-56 660
SE17 672
NS /74 672
N3/62 672
N1/62 672
vic 665
V5/90 665
N2/75 662
D389 651
6/82 651
D274 651
UK/918/67 672
UK/2/91 657
793/8 657
UK/5/91 657
B1648 663
V1397 645
Mexico/1765/
98-07484 s45 [l

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del segmento del gen §1 entre
los 9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.



ANEXO IX
Alineamiento de las nueve secuencias generadas a nivel de aminodcidos
junto con las 34 secuencias de referencia, las zonas sombreadas indican el

mayor grado de no similitud proteica.

V1387 1 agwhihaga

Mexico/1765/ 1 B

98-07484 1 gwhlfjaga ﬁ

HOLTE 1 gwhlhggayavvn E
AISLAMIENTO1 1 gwhlhggaya |5 Re]
AISLAMIENTOG 1 gwhlhg a

AISLAMIENTOS 1 gwhlhggllyavvniis| E

CONN 1 gwhlhggayavv = b
AISLAMIENTO4 1 gwhlhggaya =R

FLA-18288 1 gwhlhggaya ! = |
BEAUDETTE 1 gwhljagaya o = t
AISLAMIENTO7 1 gwhlhggaya !_!_ I
MASS 1 gwhlhggaya v; =
AISLAMIENTOS 1 gwhlhggaya = [ k&
AISLAMIENTO2 1 gwhlhggayavvnlislle] t
H120 1 gwhlhggayav E E t
KB8523 1 gwhlhggayavvnjisfie jct
D41 1 gwhlhggaya ! e £
AISLAMIENTO3 1 gwhlhggayavvnvsjje jct
GRAY 1 gwhlhgga i a ¥
JMK 1 gwhlhaga i a
AISLAMIENTOS 1 gwhliigga &) a 5
Mexico/5697/ 1 { jgga = H ina g
BL-56 1 syvyyygsafrpfiiowhlhgga =il i
SE17 1 syvyyygsafrpjiiawhlhgga E

ARKDPI 1 S| gsaf rpjilawhlhggayavvnvs i

ARK39 1 jsBvvyygsatrpfiigwhlhggayavvnvs i

GEORGIA 1 gsafrpfilawhlhggayavvnvsiiel

PP14 1 syvyyygsaf rpjlawhlhggayavvnvsfie

N9/74 1 hrvyyyasat rofillovhlogayavinfisfie

N3/62 1 lyvyyygsafrpfilawhlhggayavvnjjsfe

N1/62 1 ¥ gsafrpfilawhlhggayavvnvsfieli

VIC 1 syvyyygsafrpfiigwhlhggayavvn - <4
V5/90 1 sy vyyygsafrpfllawhlffagayavvnviille t
Nz2/75 b vyyygsafrpjilgwhlhggayavvn =i t
D3896 1 ; i syvyyygsafrpfiiawhlhgga vefje £
6/82 1 1 i syvyyygsafrpfiiiawhlhgga vsiel £
D274 1 1inlsyvyyvasafrpjiiawhlhgga = t
UK/918/67 1 Jivd vygsafrpjflawhlhgga vs a t
UK/2/91 1 1yd gsafrplilgwhlhggaya ' t
793/B 1 lyd gsafrpjilowhlhggaya ' 14
UK/5/91 1 1yd geajjrpiilawhlhggaya t
B1648 1 pfillovhlhggaylln t
V1397

Mexico/1765/

98-07484

HOLTE

AISLAMIENTOL

AISLAMIENTO&

AISLAMIENTOS

CONN
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GEORGIA 121

PP14 121

N9/74 121

N3/62 121

N1l/62 121

vVIC 119

vs/20 119

N2/75 121 Ri irisamk-
D896 120 @i irisamk-
6/82 120 Wi irisamk-
D274 120 @i irisamk-
UK/918/67 121 i irisamk-
UK/2/91 121 B lrlsa
793/B 121 @

UK/5/91 121

Ble4s 120

v1is7 170

Mexico/1765/ 130

98-07484 170

HOLTE 178 2

AISLAMIENTO1 169 2 ggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg---
AISLAMIENTO6 168 2 ggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg---
AISLAMIENTOS 169 - ggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg--
CONN 168 : ggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg---
AISLAMIENTO4 169 - ggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg---
FLA-18288 167 - aaffitykvmrevkalayffjhgtaqdvillldg
BEAUDETTE 172 agvyfkaggpitykvmrevkalayfvngtagdvilcdg
AISLAMIENTO?7 172 agvyfkaggpitykfjnrevidflayfvngtagdf}ilcdg---
MASS 172 agvyfkaggpitykvmrfjvkalayfvngtagdviledg---
AISLAMIENTO9 172 - i ayfvngtagdffiledg---
AISLAMIENTOZ2 172 E i layfvngtagdviledg---
H120 172 e i layfvngtagdviledg---
KBB8523 172 E i layfvngtagdviledg---
D41 172 5 i layfvngtagdviledg---
AISLAMIENTO3 179

GRAY 178

JMK 178 =

AISLAMIENTOS 175 i alayfvngtagdvilfdg---
Mexico/5697/ 140 i alayfvngtagdvilcdgl]
BL-56 175 a i alayfvngtagdviledg---
SE17 179

ARKDPI 179 gpitykvmrevkalayfvngt

ARKS9 179 = gpitykvmrevkalayfvngt

GEORGIA 179 - gpityknrevidflaytfjnor

PP14 179 s apfjc ykvmrevkalayfvngt

NS /74 179 a i tyfjymrevkalayfvngt

Ni/e2 179 agvyfkaggpitykvmrevkalayffjngtagdvile
N1/62 173 gvyfkaggpitykvmrevkalayfvngtafjdvile

vic 177 agvijf kaggpitykvmre layfvngtagdviledg---
vs/90 177 agvijf kaggpitykvmre layfvngtagdviledg---
N2/75 176 agvyfkffogpitykvmrevkalayfvngtagdviledg---

D3836 173
6/82 173
D274 173
UK/91B/67 179

UK/2/91 174 E tyk vkalayf gta ile
793/B 174 - tyk vkalayf gta ilc
UK/5/91 174 .gvyf tyk vkalayffngta ilc

B1648 176 netfd gpitykvmrevkalayfvngtalfldvilc

svylngdlvits
svylnglivits
svylngdlvits
svylngdlvits
svylngdivits
svylngfivits

fkaggpitykvmrevkalayfvngtagdvilecdg-
fkaggpitykvmrevkalayfvngtagdviledg----
fkaggpitykvmrevkalayfvngtagdvilcdg----
kaggpitykvmrevkalayf gtagdffilcdg----

Figura 10. Alineamiento de lus :ecuenclas de aminodcidos del segmento del gen §1

entre los 9 aislamientos mexicanos y 34 cepas de referencia.
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