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Resumen

La influenza aviar (IA) es una de las enfermedades mas importantes dentro de la
avicultura mundial ya que tiene una gran importancia econémica y en salud
publica. En México en 1993 hubo un brote de IA causado por un H5N2 de baja
patogenicidad (BP), en 1994-1995 emergié un virus de IA de alta patogenicidad
(AP), éste ultimo fue erradicado mediante el uso de vacunacién, pero desde
entonces el virus de BP se ha mantenido en todo el pais. Aunque se erradico el
virus de IA AP, la presencia del virus de BP lleva el riesgo que muté nuevamente a
un virus de AP. Estudios recientes muestran que desde el tiempo que se introdujo
la vacuna empleada contra |IA, que no ha cambiado desde su introduccion; los
virus de |IA han estado variando, presentando cambios antigénicos y la vacuna
aunque previene signos clinicos y muerte, no previene la excrecion de los virus
por aves infectadas, lo que promueve que el virus continle replicandose vy
acumulando mutaciones. El objetivo de este trabajo fue secuenciar el gen de la
hemaglutinina HA (1695pb) en 36 virus de IA aislados en 2005-2006 en México.
Se determiné el grado de diferenciacién genética y distancias genéticas entre las
cepas estudiadas y en comparacién a aislados de 1994-2001. En relacion a una a
una cepa aislada en 1994, el grado de similitud de nucleétidos varié entre un 91y
92%, y a nivel de aminoacidos oscilé entre el 88 y 90%. Al comparar entre si los
aislados del 2005 y 2006, difieren a nivel de nucledtidos entre el 2y 7%, con 1-7%
de aminoacidos diferentes. El analisis genético realizado a partir de la secuencia
completa del gen HA muestra claramente que las cepas de IA que se estan
propagando actualmente en el pais han sufrido multiples cambios evolutivos. El
analisis filogenético muestra entre los virus de IA contemporaneos 5 lineas de
diferenciacion genética, aunque algunas de las lineas de diferenciacion tienen
semejanzas entre si, encontrando tres linajes evolutivos principales. Se desconoce
como la diversidad genética de las cepas virales de IA esta afectando sus
caracteristicas y sus relaciones antigénicas.

Palabras clave: Influenza aviar, diversidad genética, México
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ABSTRACT

Avian influenza (Al) is one of the most important diseases in the poultry industry,
because of its relevance to public health and economical losses. In 1993, México
had an outbreak of Al caused by a low pathogenic avian influenza virus (LPAI)
H5N2, in 1994-1995 emerged a virus highly pathogenic Al (HPAI), this one was
eradicated by vaccination, however, the LP virus Al has remained in the country.
Although the HP virus was eradicated, the presence of LP virus has the risk of the
development of a HP form. Recently studies has shown that since the introduction
of the vaccine against Al, the virus has been changing, showing antigenic drift;
even though the vaccine prevent clinical signs and dead, it doesn’t prevent virus
shedding by infected birds, allowing replication of virus and mutations. The aim of
this study was the sequencing of the hemmaglutinin HA gene (1965pb) in 36
Mexican isolates at 2005 and 2006. It was established the phylogenetic
relationships among the studied isolates, and with IA viruses previously described
in 1994-2001.

In comparison to an isolate of 1994, the percentages of nucleotide and amino acid
similarities ranged from 91 to 92% and 88 to 90%, respectively. Among the 2005
and 2006 HA sequences, the percentages of nucleotide and amino acid
similarities, ranged from 2 to 7% and 1 to 7%, respectively. The genetic analysis
shows that the currents strains of Al in México are having many evolutive changes.
The phylogenetic analysis shows that the contemporary Al viral strains has five
lineages of genetic differentiation, although some lineages are more close related,
distinguishing three main nodes. Its is not known how the genetic diversity of the
current |A viral strains is affecting their antigenic characteristics and the antigenic
relationship among them.

Key words Avian influenza, genetic diversity, México
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I. INTRODUCCION
La influenza aviar (IA) es una de la enfermedades mas importantes de la

industria avicola que impacta negativamente la salud y el comercio
internacional de las aves y sus productos.’

El virus de la IA continuamente transita de reservorios en aves silvestres a las
parvadas comerciales produciendo enfermedades que van desde
asintomaticas, hasta severas. Cepas con nuevas propiedades antigénicas y
patologicas pueden aparecer por deriva mutacional 6 por segregacion
genomica al recombinar con virus de influenza de otras especies (humanos y
cerdos). Las cepas virales de IA comunmente son de baja patogenicidad (BP),
asociadas a enfermedad respiratoria, reduccion en la produccién de huevo y
baja mortalidad. Ocasionalmente, llegan a aparecer cepas altamente
patégenas (AP). Estas son consideradas por la Oficina Internacional de
Epizootias en la “Lista A” debido a que causan enfermedad sistémica con alta
mortalidad.’

En la mayoria de los paises desarrollados la IA no es endémica. En México en
1993 un brote de IA fue causado por un virus de serotipo H5N2 BP, en 1994-
1995 emergieron varias cepas AP. Desde 1996 no se han reportado cepas AP,
pero cepas virales de BP se han mantenido endémicas. El control de la IA en
varios paises comunmente se efectia por medio de cerco sanitario y
eliminacién masiva de las parvadas expuestas. En México el control de IA se
ha logrado por medio de la vacunacion masiva. Desde 1995 se autoriz6 el uso
de una vacuna inactiva emulsificada, a partir de 1998 se aprob6 el uso de una
vacuna recombinante que emplea como vector un poxvirus aviar. El uso de
estas vacunas ha continuado hasta nuestros dias, sin embargo el virus ha
seguido propagandose y se desconoce que tanto ha cambiado genética y
antigénicamente. Este conocimiento es fundamental para poder elegir los
determinantes antigénicos apropiados que conformen a una nueva vacuna que

mejore los niveles de contencion del virus de influenza aviar en México.?



.1 ANTECEDENTES

La influenza aviar (IA) es una enfermedad viral altamente contagiosa de
transmisién horizontal que se caracteriza por producir problemas respiratorios
en aves. Es considerada una de las enfermedades aviares mas importante

debido a sus implicaciones econdémicas y en salud pl’Jinca.1

La historia de la influenza aviar (IA) puede ser dividida en cuatro periodos: a)
reconocimiento de influenza en aves con respecto a otras enfermedades,
como colera aviar y la enfermedad de Newcastle, b) primeros reportes de
brotes de influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP), c) reconocimiento de la
existencia de dos formas clinicas, la menos severa o baja y de la alta
patogenicidad, y d) identificacion del virus de IA en aves silvestres como

reservorio de la enfermedad.’

El primer reporte de brote, causada por el virus IA, fue identificado por
Perroncito en Italia en 1878; inicialmente la enfermedad fue confundida con una
forma septicémica aguda del colera aviar hasta 1880, cuando Rivolto y
Delprato las diferenciaron con base a caracteristicas clinicas y patoldgicas. En
1901, Centanni y Savonuzzi determinaron que la causa de la enfermedad era

un agente filtrable, pero el virus no fue identificado ni clasificado hasta 1955."

En 1894 hubo un brote de IA en el norte de Italia, y éste fue diseminado via
comercializacibn de aves hacia Austria, Alemania, Australia y Bélgica. A
mediados del siglo XX, la enfermedad causada por el virus IA hoy llamada de
alta patogenicidad se habia diseminado en casi toda Europa, Rusia, el norte de
Africa, Medio Oriente, Asia, Sudamérica y Norteamérica. Los brotes
involucrados entre 1901 y 1950s, fueron caracterizados afios mas tarde como
causados por los virus subtipos H7N1 y H7N7 de alta patogenicidad. Un brote
de influenza aviar de baja patogenicidad (IABP) en aves comerciales en
Escocia en 1959 y otro brote en golondrina marina comun (Sterna hirundo) en
Sudafrica, involucraron nuevos subtipos de virus de IA, H5N9 y HS5N3
respectivamente. Con este evento termind la suposicion de que todos los virus
H5 y H7 eran altamente patdégenos. Las formas menos patégenas de IA fueron
reconocidas a mediados del siglo XX. Durante 1953-1963 IABP fue aislada de

2



patos domésticos con enfermedad respiratoria en Canada, Checoslovaquia,

Inglaterra y Ucrania.

En 1966 en Canada fue aislado el subtipo H5 de IABP y en 1968 en Estados
Unidos. Desde 1971 numerosos subtipos de H5 y H7 de IABP han sido
aislados y caracterizados. Muchos de estos virus han sido aislados de aves
silvestres asintomaticas, inicialmente por vigilancia serolégica de aves
acuaticas migratorias que mostraban evidencia de infeccién por virus de IA 6
eran aisladas cuando se llevaba a cabo el programa de vigilancia para la
enfermedad de Newcastle. Desde entonces, se ha demostrado que aves
silvestres clinicamente sanas, principalmente del orden Anseriformes (patos,
cisnes) y Charadriiformes (gaviotas) son reservorio asintomatico de virus de
A3

1.2 DISTRIBUCION Y SALUD PUBLICA

Los virus de IA actualmente se encuentran distribuidos en todo el mundo. Los
virus de influenza A H1N1, H2N2 y H3N2 causaron enfermedad respiratoria de
gran impacto en humanos en el siglo XX, incluyendo la pandemia de 1918,
1957 y 1968.* Las cepas pandémicas tenian una nueva hemaglutinina (HA)
derivada de aves u otros animales, con o sin otros genes de influenza aviar que
esporadicamente emergen en humanos y tiene el potencial de causar una
pandemia de influenza si el virus es capaz de transmitirse entre la poblacién
humana que, carece de inmunidad a la nueva HA.* En general el virus de |IA
se adapta y se transmite con facilidad entre individuos de la misma especie,
ocasionalmente se transmite inter-especies estrechamente relacionadas; en
raras ocasiones los virus de IA han mostrado transmisibilidad inter-especie a
humanos. Experimentalmente, el virus de IA ha mostrado limitada habilidad
para replicar en tracto respiratorio humano, este fenédmeno es muy raro y aun
asi la transmision de virus de |A a humano ha ocurrido. Casos de transmision
de influenza porcina a humanos ha sido reportada mas frecuentemente que

con virus de 1A, aunque esto ha sido raro.



Esta leve diferencia de transmisibilidad entre virus de influenza porcina y de IA
puede ser el resultado del receptor celular especifico en el epitelio del tracto
respiratorio. Los virus de IA se unen al acido N-acetilneuroaminico ligado al
acido a-2,3-galactosa, sobre los receptores de sialoligosacarido (ligado a-2,3);
mientras el virus porcino y humano preferencialmente se une al acido N-
acetilneuraminico ligado al acido a-2,6-galactosa, sobre los receptores de
sialoligosacarido (ligado a-2,6). El epitelio respiratorio de las aves tiene
receptores a-2,3; mientras que el epitelio respiratorio humano tiene receptores
a-2,6; el epitelio respiratorio porcino tiene una mezcla de receptores a-2,3 y a-
2,6. Esto puede explicar en parte, el mayor numero de reportes de transmision
de influenza porcina a humanos en comparacién a los virus de IA.

Han sido reportados cinco incidentes que involucran la transmision de virus de
IA a humanos. En 1959 un joven de 16 afios desarrollo una hepatitis infecciosa
a su regreso de un viaje en mar donde atravesé Asia, Africa y Europa, un virus
de IAAP (H7N7) fue aislado de su sangre. Durante 1978-1979 un virus de
IABP (H7N7) causé un brote de enfermedad respiratoria y muerte de focas al
noreste de E. U; una conjuntivitis auto-limitante fue reportada en los
trabajadores que manejaban a las focas durante el brote." En 1996, fue aislado
un virus de IABP (H7N7) de una mujer de 43 afos de edad con conjuntivitis en
Inglaterra, la mujer solia mezclar sus patos domeésticos con unos silvestres en
un pequefio lago.! En 1997 un virus de IAAP (H5N1) resultd en la
hospitalizacion de 18 personas con el deceso de 6 en Hong Kong, los
pacientes tuvieron fiebre, sintomas de enfermedad respiratoria vy
gastrointestinal incluyendo diarrea, vomito y dolor. Los pacientes que murieron
tuvieron neumonia bilateral severa y otras complicaciones, disfuncion hepatica,
falla renal, choque séptico, los virus de IA aislados de los pacientes fueron
ligados a mercados de aves vivas, 0 granjas que experimentaron brotes de
IAAP. En 1998-1999 un virus de IABP (H9N2) fue aislado de siete personas,
entre 1 — 70 afios de edad, en China y Hong Kong; en cinco personas no fue
reportado sintomatologia clinica, pero en dos fue reportado fiebre y enfermedad
respiratoria.1'5 El ministro de salud de Indonesia anuncié un nuevo caso
influenza aviar H5N1 en un hombre de 31 afos que desarrollo los sintomas el
31 de octubre del 2007, fue hospitalizado el 3 de noviembre y tres dias

después fallecid De 113 casos de IA H5N1 en Indonesia, 91 han sido fatales.®
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Aunque la probabilidad de que los virus |IA se introduzcan en la poblacién
humana recombinandose y estableciéndose como un nuevo linaje de virus de
influenza humana ha sido extremadamente raro; es consistente con el largo
periodo de tiempo que paso entre los casos de influenza humana pandémica y
otra. Por ejemplo, analisis de la secuencia de nucleétidos ha determinado que
en 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2) los virus de influenza humana pandémica
fueron el resultado de la recombinacion de tres genes (HA, NA y PB1) y dos
genes (HA y PB1) virales de IA, respectivamente. Los cerdos han sido
propuestos como el vehiculo del virus de influenza de aves y mamiferos donde
se lleva a cabo la recombinacion de éstos, desarrollando nuevas cepas que

tienen la habilidad de infectar personas y otros mamiferos.*"*

1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

Las pérdidas econdmicas por virus de |IA han variado dependiendo de la cepa
del virus, especie afectada, niumero de granjas involucradas, métodos de
control utilizados y la velocidad de implementacion de estrategias de control o
erradicacion. Generalmente las pérdidas mas grandes han ocurrido durante
epizootias de virus IAAP en pollos domésticos criados en granjas comerciales
en areas de produccion intensiva o en sistemas de mercado de aves vivas. 1°

La FAO Emergency Centre for Transboundary Animal Diseases Operations
(ECTAD) ha estimado que las pérdidas globales por IAAP desde 2003
asciende a billones de dolares. Solo el costo del brote en Hong Kong en 1997

estima pérdidas de 100 millones de dolares."
1.4 INFLUENZA AVIAR EN MEXICO.

En Octubre de 1993, en unas granjas productoras de huevo para plato
disminuyo su produccion de huevo con una aumento en la mortalidad, esto fue
asociado con un virus de IABP H5N2 por evidencia seroldgica. El virus causo
solo un sindrome respiratorio leve en pollos libres de patégenos especificos, y
fue aislado de pollos en Mayo de 1994, al tiempo que el virus habia estado
diseminandose en el pais. Fue en este ano cuando se identific6 como |IABP
H5N2. En diciembre de 1994 y enero de 1995 en los Estados de Puebla y

5



Querétaro, experimentaron un incremento en la mortalidad y disminucion de su
produccion de huevo, los virus aislados de esas aves con signos y lesiones
sugestivos a IAAP fueron analizados y confirmados en el laboratorio.
Actualmente SENASICA ha estimado las pérdidas ocasionadas por el brote de

aquel entonces en 49 millones de dolares. ™

La erradicacion del virus por despoblacion de granjas no fue considerada como
una opcion razonable; por lo que se optd por la vacunacion; en ese entonces
se desarroll6 y utilizé una vacuna con virus inactivado. A pesar que se logro
erradicar la IAAP, la presencia de virus BP sigue causando pérdidas
esporadicamente y lleva el riesgo de poder mutar nuevamente a un virus de AP
en cualquier momento. Actualmente la |A se encuentra bajo campafa
gubernamental de control y erradicacién (Norma Oficial Mexicana044-ZOO-
1995) empleando como inmundgenos tanto la vacuna de virus inactivado, como
una vacuna recombinante de poxvirus aviar que expresa el gen de la

hemaglutinina (HA)> '™

1.5 CLASIFICACION DE LOS VIRUS DE INFLUENZA

La clasificacion mas antigua de los géneros de virus de influenza es con base
en reacciones serolégicas de sus proteinas internas (NP y M1), por medio de la
técnica inmunoprecipitacion, y se distinguen los géneros A, B y C. Todos los
virus de influenza aviar pertenecen al género influenzavirus A; los
influenzavirus B y C nunca han sido aislados de aves pero si, causan
enfermedades leves en humanos, cerdos y raramente en focas. A su vez, los
influenzavirus A, se subclasifican con base a reacciones serologicas de las
glicoproteinas hemaglutinina (HA) y neuroaminidasa (NA). Actualmente se
reconocen 16 serogrupos de HA y 9 en la NA. La clasificacion seroldgica se ha
hecho por medio de la prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién, inhibicion de
la neuroaminidasa y seroneutralizacion. La mayoria de las combinaciones
entre los 16 HA y 9 NA subtipos de IA, han sido reportados en aves domeésticas
y silvestres, y la distribucion varia por afio, por localizaciéon geografica y

especie hospedera.”'®



Los virus de influenza aviar también se clasifican en dos patotipos, con base a
la infeccion que provoca en pollos y pavos: (1) baja patogenicidad (BP), puede
ser cualquier serotipo, en cualquier combinacién, asociado con infeccion
asintomatica, enfermedad respiratoria leve, aunque algunos virus BP pueden
causar alta mortalidad en asociacion con patdogenos secundarios; (2) alta
patogenicidad (AP), solo se han identificado los serotipos H5 y H7, que esta
registrada en la Lista “A” de enfermedades exoticas, de acuerdo a la Oficina

Internacional de Epizootias, (World Organization for Animal Health) y causa

enfermedad sistémica severa, resultando en alta mortalidad (75-100%).16'17

1.6 CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE INFLUENZA AVIAR

El virus de IA esta clasificados en la familia Orthomyxoviridae, género
influenzavirus A. Los virus son tipicamente esféricos o pleomoérficos, pero
también pueden ser filamentosos. El tamafio del virion tiene un rango en
diametro entre 80-120nm, la superficie del virus esta cubierta por dos tipos de
proyecciones glicoprotéicas: a) trimero en forma de barra o hemaglutinina, y b)
tetramero en forma de hongo o neuraminidasa. La nucleocapside es helicoidal
y el genoma viral esta compuesto por 8 segmentos de RNA de cadena simple y
en sentido negativo, que codifica para 10 proteinas. Ocho de las proteinas son
constituyentes del virus (HA, NP, NA, PB1, PB2, PA, M1, M2); y las dos
proteinas no estructurales que (NS1 y NS2) que estan localizadas en el
citoplasma de la célula huésped, aunque recientemente se ha descubierto que
NS2 también es componente menor en el virién.! Los viriones estan
compuestos de 0.8-1.0% de RNA, 5-8% de carbohidratos, 20% lipidos y 70%
proteina. Los carbohidratos estan contenidos dentro de los glicolipidos y
glicoproteinas e incluyen galactosa, manosa, fucosa y glucosalina; Los lipidos
estan presentes en la envoltura del virus y son derivados de la membrana
celular del huésped, la mayoria de los lipidos son fosfolipidos, pero pequefias
cantidades de colesterol y glicolipidos estdan presentes. EI genoma viral

especifica las proteinas y sus sitios potenciales de glicos.ilacién.“15



El virus es termolabil (56°C/30'), en materia organica (heces, cama, etc.),
resiste hasta 100 dias. Debido a que es un virus envuelto es inestable al medio
ambiente y es relativamente sensible a los solventes lipidicos, como los
detergentes, su infectividad es rapidamente destruida con formalina, B-
propiolactona, agentes oxidantes, diluentes acidos, eter, hidroxilamina,
desoxicolato de sodio, iones de amonio y duodecilsulfato; el virus es inactivado

por calor, pH extremo, condiciones no isoténicas y sequedad.1

1.6.1 Glicoproteina HA

La hemaglutinina fue originalmente nombrada asi debido a la caracteristica de
los virus para aglutinar eritrocitos al unirse a acido sialico ubicado en los
receptores. La HA tiene tres conocidas funciones durante el ciclo de
replicacién de los virus: 1) se une al acido sialico ubicado en los receptores
sobre la superficie celular, atrayendo la particula viral a la célula; 2) es
responsable de la penetracidon de los virus dentro del citoplasma de la célula
blanco mediante fusidon de la membrana formando el endosoma junto con la
particula viral, lo cual permite que la nucleocapside viral sea liberada en el
citoplasma y 3) es uno de los antigenos mas importantes de los virus contra el
cual se producen anticuerpos neutralizantes, y la epidemiologia del virus esta
asociada con cambios en su estructura antigénica. La HA es codificada por el
segmento 4 (gen HA) que varia en tamafio de 1742 -1778pb) y codifica para
un polipéptido de 562 6 566 residuos.®

Aunque el gen HA es el determinante primario de la patogenicidad, la
apropiada constitucion de los 8 genes es requerida para la maxima expresion
de virulencia. La activacién proteolitica post-traduccional del precursor HAg que
se divide en las subunidades HAy HA; es esencial en la infectividad del virus y
su diseminacion a través del organismo'®'®

Las HAs de virus IABP usualmente son cortadas solo en un limitado numero de
células, por lo tanto estos virus solo causan infecciones localizadas en el
aparato respiratorio, tracto intestinal o ambos, resultando en una infeccion
asintomatica o leve. En contraste, las HAs de virus IAAP son cortadas por un
amplio numero de tipos celulares, lo que resulta en una infeccién sistémica.®
Dos caracteristicas estructurales determinan el corte de la HA: La secuencia

de aminoacidos en el sitio de corte y los carbohidratos aledafios. La secuencia
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de aminoacidos de virus IABP muestra que las HAs presentan una restriccion
al corte de las mismas y usualmente tienen una arginina; las secuencias de
aminoacidos presentes en el sitio de corte de las HAs de los virus IAAP tiene
multiples aminoacidos situados inmediatamente rio arriba al sitio de corte, lo
cual confiere a las HAs ser cortadas facilmente. 892

Dos grupos de proteasas (exdgenas y enddégenas) son responsables de cortar
la HA, las exdgenas cortan las HAs con una arginina en el sitio de corte de los
virus IABP, asi como también corta las HAs con multiples aminoacidos basicos
en el sitio de corte de los virus IAAP. Estas proteasas exdgenas son conocidas
como tripsinas. El segundo grupo de proteasas (enddgenas) cortan en el sitio
de corte de HAs con sus multiples aminoacidos basicos, solo en virus de AP.
De este tipo de proteasas se pueden mencionar las de tipo subtisilina como la

furina y PCB." 18192122

1.6.2 Mutaciones

Los virus de influenza presentan variaciones antigénicas debido a dos
fendbmenos de mutacion: La derivacion y el cambio antigénico. La derivacion
antigénica, implica mutaciones de punto en los genes que codifican para las
glicoproteinas (HA y NA). Este tipo de mutacion es la mas frecuente debido que
la ARN polimerasa tiene una alta tasa de error durante la replicacion del
genoma.

Los cambios antigénicos también pueden presentarse debido a alteraciones
genéticas de orden mayor en el genoma , esto es debido a la naturaleza
segmentada del genoma viral, que permite que los segmentos se segreguen
cuando dos virus diferentes de influenza coinfectan una misma célula,
pudiendo general 256 posibles virus recombinantes genéticamente distintos;
como ejemplo tenemos el virus H5N1 de Hong Kong, se sabe que este virus
surgié de una recombinacion entre virus aviares (H5N1, H6N1, HON2).
Afortunadamente, las enfermedades zoondticas resultantes de la transmision

de virus entre especies son raras, como la infeccion de virus H5N1 aviares a

1,19,23,24,25,26
personas.



1.6.3 Replicacion del virus

Los virus de IA se adsorben en la célula huésped gracias a la union de la HA
con su receptor celular especifico que contiene acido sialico, lo que resulta en
endocitosis, una vez en el endosoma, el pH bajo promueve la fusién de la
envoltura viral con la membrana del endosoma, posteriormente Ia
nucleocapside viral es transportada al nucleo, donde el complejo viral
transcriptasa sintetiza ARNm. Seis ARNm monocistrénicos son producidos en
el nucleo y transferidos hacia el citoplasma para la traduccion de las 6
proteinas (HA, NA, NP, PB1, PB2 y PA). Los ARNm de los genes NS y M cada
uno produce a su vez dos ARNm, los cuales son traducidos en las proteinas
NS1, NS2, M1 y M2. Las proteinas HA y NA son glicosiladas en el reticulo
endoplasmico rugoso, cortadas en el aparato de Golgi, y transportadas a la
superficie cuando son embebidas en la membrana plasmatica. Los 8 genes
virales se ensamblan con las proteinas virales internas y el ARN, el virus sale
de la célula por gemacion de la membrana plasmatica que contiene integradas
las proteinas HA, NA y M2. La proteina M1 promueve la asociacidén con la
membrana plasmatica y cierre de ésta, terminando con la liberacion de los

virus.”

.7 TRANSCRICION REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Recientemente, la mayoria de los procedimientos comunmente usados en
amplificacion de genes, requiere la produccién de un ADN complementario
(ADNc) proveniente de ARNs celular 6 ARN genomico de algunos virus.
Posterior a este paso, la habilidad para sintetizar grandes cantidades de
fragmentos de ADN especificos ha facilitado significativamente el subsecuente
analisis. En pocos afios desde su introduccion, la PCR se ha diseminado
ampliamente como técnica de investigacion. EI numero de investigadores que
la utilizan han aumentado exponencialmente y probablemente continuen
haciéndolo hasta que en un futuro cercano algun otro método la substituya .
Esta popularidad se debe a su aparente simplicidad y alta probabilidad de
éxito."
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La deteccion de patégenos infecciosos y la identificacion de variacién genética
asociada con enfermedad ha sido revolucionada por el uso de pruebas
especificas de amplificaciéon de ADN y la secuenciacién de nucledtidos. . La
PCR ha ayudado potencialmente a realizar bases diagnésticas produciendo el

material genético suficiente de una manera simple y rapida.”’
1.8 SECUENCIACION

Hay dos procedimientos muy exitosos, de uso generalizado, para la
secuenciacion de ADN. Ambos dependen de la separacion de fragmentos que
difieren en su longitud en solo un nucleétido el cual es conocido (A, T, G 6 C).
El primero, inventado por Allan Maxam y Walter Gilber, fragmenta
quimicamente muestras de ADN marcadas en el extremo; el segundo y mas
ampliamente utilizado, fue el desarrollado por Fred Sanger y sus
colaboradores, utiliza la sintesis enzimatica para extender una secuencia corta
de DNA marcado en el extremo. La secuenciacién moderna del ADN es muy
sencilla y se aplica con exactitud a largas regiones; ya se han secuenciado los
genomas totales de muchos virus y otros microorganismos como el de E. coli.?®
La secuenciacion directa de productos de PCR tiene dos grandes ventajas
sobre la clonacion convencional de fragmentos de PCR dentro de plasmidos y
genomas virales: 1) Esta puede ser mas facilmente estandarizado y con esto
mas facilmente automatizado, ya que es un método in vitro y no depende de un
organismo viviente (virus, bacteria), y 2) es mas rapido y mas confiable con
solo una secuencia simple que necesita ser determinada por cada muestra. La
facilidad con la cual se editan secuencias y puede ser obtenida directamente,
sin clonar en bacterias, el éxito de ésta técnica esta determinado por: a) la
habilidad de los iniciadores de amplificar solo el fragmento deseado durante la
PCR, y b) el método usado para obtener el molde de ADN que se va a

secuenciar.?’
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1.9 ANALISIS FILOGENETICO

Los estudios de genética evolutiva tienen dos objetivos principales: la
reconstruccion de filogenias y el analisis de poblaciones Desde 1962, cuando
Zuckerkandl y Pauling propusieron que la comparacion de las secuencias de
proteinas y genes podria ser usada como un reloj molecular como dato de
divergencia de las especies existentes, una variedad de marcadores
moleculares han sido utilizados para estudios filogenéticos. Al dia de hoy los
arboles filogenéticos aparecen frecuentemente en estudios moleculares; su
inclusion refleja el creciente reconocimiento de la filogenia como herramienta
por entender procesos bioldgicos, analizar secuencias relacionadas entre si,

expresando el porcentaje de identidad o de similitud.?

Il. JUSTIFICACION

Aunque México logré erradicar la influenza aviar AP, la presencia de virus BP
establece el riesgo de poder mutar nuevamente a un virus de AP en cualquier
momento.?">1

Desde 1994, ha estado circulando diferentes subtipos de H5 y H7 BP en
mercados de aves vivas en E.U.A; estos lugares constituyen un reservorio
importante para los virus de influenza aviar, ya que no cuentan con medidas de
bioseguridad y se puede encontrar una gran variedad de aves, incluyendo
pollos, pavos, aves de caza y patos. Esto es un grave problema debido a que
frecuentemente estos virus infectan granjas cercanas con millones de aves. En
un estudio filogenético realizado en 36 mercados, que abarcé 3 estados del
pais, demostré que los virus no solo presentaron derivacion antigénica, sino
también recombinacion antigénica, generando nuevos virus. Aunque es dificil

saber que consecuencias epidemiolégicas y médicas se traeran en un futuro,

es claro que existe un enorme nivel de variacion genética.17

Aunque el virus H5N2 que actualmente existe en México es de BP, no se
conoce su evolucion molecular de los ultimos anos. Chang-Won Lee y
colaboradores demostraron que los virus de influenza aviar BP mexicanos han
estado mutando desde el tiempo en que fue introducida la vacunacion, por lo
tanto es posible inferir que las vacunas elaboradas en aquella época,
actualmente no funcionen igual. Chang-Won Lee y colaboradores demostraron
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que la secuencia de aminoacidos de la cepa vacunal tenia una diferencia de
20 a 27 aminoacidos con respecto a las 52 cepas aisladas en México, 6 cepas
de Guatemala y 2 del Salvador en los afios 1994 a 1998. Los resultados del
estudio sugieren que los virus de influenza aviar mexicanos estan

experimentando derivacion antigénica, y es probable que se deba a presion por

vacunacic’m.13

Los virus de IAAP subtipos H5 y H7 emergen a intervalos irregulares y pueden
eliminar gran cantidad de pollos rapidamente. Analisis filogenéticos indican
que estos virus no constituyen un linaje unico, sino mas bien provienen de
linajes de virus de BP provenientes de aves silvestres acuaticas. El sitio de

corte de la HA, contiene una serie de aminoacidos basicos que pueden ser

utilizados para distinguir virus potencialmente patdogenos de los virus de BP.30
Se sabe que no solo la presencia de éstos aminoacidos basicos en el sitio de
corte de la HA, pueden transformar un virus de BP a AP, existen otros dos
mecanismos: eventos de insercion o substitucion, o cambios de glicosilacién
que permiten al sitio de corte de HA estar mas accesible a proteasas
enddgenas.20.21,22

Se ha evaluado que la eficacia de las vacunas depende del grado de relacién
antigénica existente entre la hemaglutinina de las vacunas con la de las cepas
desafiantes. Asi, en un estudio se evaluaron tres diferentes vacunas, una
inactiva emulsionada, y dos recombinantes que llevan insertado el gen de la
hemaglutinina, una emplea como vector un poxvirus, y la ultima emplea como
vector un baculovirus. Al inmunizar con estas vacunas y después desafiar aves
con diferentes virus de influenza aviar AP, se observé que las vacunas
emulsionadas y recombinantes con un alto grado de similitud a la
hemaglutinina de los virus desafiantes, protegieron a las aves de signos
clinicos y muerte, ademas disminuy6 el numero de pollos que excretaron el
virus, tanto de la orofaringe como de la cloaca, sugiriendo que la vacunacion
tiene la capacidad de reducir la contaminacion ambiental por el virus de
influenza aviar y prevenir la subsiguiente transmision ave a ave. En cambio, al
usar la vacuna de baculovirus que no tenia un alto grado de similitud en la
hemaglutinina a los virus desafiantes, esta pudo proteger contra signos clinicos

y muerte, pero todos los pollos excretaron el virus. Este estudio muestra que
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cuando la similitud es menor al 90% en la glicoproteina HA, entre vacunas y
virus desafiantes, la vacuna puede evitar signos clinicos, mas no evita la
replicacién del virus en el aparato respiratorio de las aves, liberando el virus al
ambiente. Por lo anterior es fundamental la vigilancia de los cambios
antigénicos que se presentan en las cepas de campo y ajustar periddicamente
la antigenicidad de las vacunas. Lo cual implica que los virus de influenza aviar
entre las parvadas continiian cambiando molecular y antigénicamente.'®* Es
importante conocer la evolucion molecular del virus H5N2 BP en México afo
con afo, para poder evaluar las estirpes de diferenciacion genética viral que
estan apareciendo. Estas diversas estirpes pueden desarrollar cambios
antigénicos que tendrian que ser incorporados en las vacunas, actualizarlas y
asi mejorar su capacidad de proteccion. Es sumamente importante la
contencién y erradicacion de las cepas de BP prevalentes en México. Por un
lado debido a las pérdidas econdmicas que ocasionan directa e indirectamente;

y por otro, siempre existe el riesgo de que el virus mute a AP.

ll. HIPOTESIS
Los virus de IA evolucionan continuamente Ilo que sugiere que los virus
aislados en los ultimos afos en México han divergido considerablemente de las

cepas que aparecieron hace 13 afos.

IV. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el grado de evolucién molecular que han tenido los aislados actuales

del virus de influenza aviar en México.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1.-  Amplificar por RT-PCR el gen que codifica para la glicoproteina HA de
muestras de virus de influenza aviar aislados en México de los afios 2005-
2006.

2.- Obtener la secuencia de nucleétidos del gen HA amplificado.

3.- Determinar las relaciones genéticas existentes entre los aislados del virus

de IA del 2005-2006 con las variantes anteriores y la cepa vacunal.
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VI. METAS

1.- Obtener el ARN viral a partir de liquido alantoideo de embriones de pollo
infectados con 35 cepas del virus de IA aislados en los afios 2005 - 2006

2.-  Amplificar por RT-PCR el gen que codifica para HA.

3.- A partir del segmento amplificado del gen HA obtener la secuencia
completa del gen de HA para cada aislado.

4.- Efectuar un analisis de las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos,
para establecer las relaciones evolutivas entre los distintos aislados y entre

aislados virales previamente descritos.
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VIl. MATERIAL Y METODOS.

VIi.1 OBTENCION DE VIRUS:

Los 36 aislados del virus de IA BP fueron proporcionados por el Laboratorio de
Alta Seguridad del CPA, a partir de una seleccion de cerca de 100 aislados de
virus de IA de los afios 2005 y 2006 (Cuadro 1)

Cuadro 1. Procedencia de los 36 aislados del virus de influenza aviar y la

estirpe genética a la cual fue asignada en el analisis filogenético.

ID. LAB. GENET ESTIRPE GENETICA ENTIDAD

M14 A HIDALGO

M26 A HIDALGO

M9 A EDO. DE MEXICO
M41 A MICHOACAN
M19 A VERACRUZ
M36 A VERACRUZ

M8 A DESCONOCIDO
M42 B AGUASCALIENTES
M31 B CHIAPAS

M13 B DURANGO

M39 B MICHOACAN
M39 B MICHOACAN
M16 B DESCONOCIDO
M17 B DESCONOCIDO
M2 Cc COAHUILA

M1 Cc QUERETARO
M10 C QUERETARO
M11 C QUERETARO
M15 Cc QUERETARO
M29 Cc QUERETARO
M44 Cc DURANGO

M34 Cc DESCONOCIDO
M12 D DURANGO

M30 D DURANGO

M46 D DURANGO

M47 D DURANGO

M48 D DURANGO

M20 D MEXICO

M32 D DESCONOCIDO
M6 E COAHUILA

M28 E COAHUILA
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Continuacion Cuadro 1

ID. LAB. GENET ESTIRPE GENETICA ENTIDAD
M38 E COAHUILA
M3 E DURANGO
M5 E DURANGO
M27 E DURANGO
M45 E DURANGO
M49 VIRUS DE ALTA PATOGENICIDAD

* (A-E) Estirpes genéticas indicada en la filogenia del virus. Ver Fig. 4

VII.2 EXTRACCION DE ARN VIRAL

Debido a la importancia de la enfermedad de IA en México, solo algunos
laboratorios autorizados por la SAGARPA pueden manipular virus de IA vivos;
por tal razén el laboratorio CPA se encargd de propagar los virus, colectar el
liquido alantoideo y su posterior inactivacion con trizol. A partir de estos
liquidos alantoideos conteniendo virus de IA inactivado se procedié a la
extraccién de ARN. Brevemente, se mezclaron 500pul de liquido alantoideo con
1000 pl de trizol ®, se mezclé suavemente y se incubd en hielo 10 minutos, se
agregaron 200ul de cloroformo y se agité en vortex 15 segundos. Se centrifugd
a 11000 g (Centrifuga Beckman Coulter, Allegra 25R) durante 15 minutos y se
recupero la fase acuosa a la que se le agregd 1 volumen de isopropanol frio.
Se incubd a —20°C por 30 minutos; se centrifugdé a 11000 g durante 15 minutos,
se descart6 el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500 ul de etanol al 70%
DEPC frio. Se centrifugd a 11000g durante 15 minutos, se descart6 el
sobrenadante y se seco la pastilla en speedvac (Heto Lab Equipment) en vacio
a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en 20 pl de agua DEPC y
se congeld a -85°C hasta su utilizacion. (De acuerdo con las especificaciones

del fabricante).

VII.3 SINTESIS DE ADNc DEL GEN HA

Los iniciadores utilizados en este estudio se encuentran descritos en la Tabla 2.
Se empled el ARN obtenido del liquido alantoideo para efectuar una reaccién
de transcriptasa reversa (RT); la que se llevo a cabo de la siguiente manera: Se
utilizé como iniciador el olignucledtido HAF (sentido). En un volumen de

reaccion de 20ul, se utiliza de 1ng a 5ug de RNA total, 2ul de dNTP’s Mix
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Fermentas (1mM), 2ul de iniciador especifico (5mM) y agua dietil pirocarbonato
(DEPC). Se mezclaron los componentes y se incubé a 70°C por 5 minutos,
cuando bajo la temperatura a 4°C se agregd 4ul de buffer M-MuLV RT
(Fermentas) 5X (1X), 0.5ul de RiboLock RNase Inhibitor (Fermentas) (20u),
subio la temperatura a 37°C y se agrego 1ul de RevertAid H Minus M-MuLV RT
(Fermentas) 200u. Se incub6 a 42°C por 1hr. (De acuerdo con las

especificaciones del fabricante).

VIl.4 AMPLIFICACION DEL GEN HA DEL VIRUS DE INFLUENZA AVIAR

El gen HA se amplifico en 3 segmentos : G1, G2 y P (Figura 1) con los
siguientes iniciadores: fragmento G1- IANF (sentido) y IAR2 (reversa) que
amplificaron un fragmento de 890pb, el fragmento G2-IAF1 (sentido) y
IAR1(reversa) que amplificaron un fragmento de 899pb y el fragmento P-IAF2-
(sentido) y IANR-(reversa) que amplificaron un fragmento de 838pb (Cuadro 2).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador de tapa caliente
de gradiente (Hybad PCR Express); en cada reaccion se incluyo: 5ul de
muestra de ADNc, 2mM de MgCl, (Biogénica), 0.2mM de dNTP mix (Biogénica
200uM) , 2.5 U de Taq polimerasa (Amplificasa Biogénica EA 500), 0.5uM de
iniciador sentido y 0.5uM de iniciador reversa, 1X de Amortiguador de PCR 10X
(Biogénica EA 500), H,0 cbp 50 pl. Las condiciones de amplificacion fueron:
una desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 48°C para el fragmento G1, y 52°C para los fragmentos G2 y P, por
30 segundos y 72°C por 1 minuto, con una extension final de 72°C por 15

minutos.®’
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Figura 1. Se muestra los 3 fragmentos que se amplifican con los diferentes

pares de oligonucleotidos del gen HA.

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados en el estudio para reacciones de

RT-PCR y secuenciacion.

Nombre | Secuencia Posicién en el gen HA
HAF 5’-AGCAAAAGCAGGGGTACCAG-3’ 1 20
HAR 5-AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTAATTAC-1 1741 1767
IANestF | 5-AAGCAGGGGTACCAGATATC-3 6 25
IANestR | 5-GGTGTTTTTAATTACAATCTGAAC-3’ 1732 1755
IAF1 5-TCCAACCATGATGCCTCATC-3 443 462
IAF2 5-CCAGTGGGTGCTATAAATTC-3 917 936
IAF3 5-CAAGAACTTATACGATAAGG-3 1399 1418
IAR1 5-GCATTGTAAGTCCATACATC-3 1322 1341
IAR2 5-GTTACCATAATTCAGTTCAC-3’ 876 895
IAR3 5-GTTGGACCAAGAGCTCCTAGG-3' 428 448
IAR4 5-GTGCTGCTCATTAAATGCTTCAG-3’ 349 371

*Los pares de oligonucledtidos IANestF + IAR2 (G1) amplifican un segmento del gen

HA de 890pb, IAF1 +IAR1 (G2)
oligonucledtidos IAF2 +IANestR amplifican un segmento de 838pb.

amplifican un segmento de 899pb y los
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VIL.5 EVALUACION DE AMPLIFICACION DE LOS SEGMENTOS DEL GEN
HA

Se utilizaron 3l de los productos de PCR de los respectivos fragmentos (G1,
G2 y P) fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1%
(Vivantis Agarose Biochemical AG6330) a 100 voltios por 1 hora en una
camara de electroforesis horizontal (CLP Continental Lab Products) y tenidas
con bromuro de etidio (1ug/ml). Las bandas de ADN fueron visualizadas en un
trasluminador UV. Se utiliz6 un marcador de tamafio molecular A digerido con
BsTEIl (Biogénica). *'

VI.6 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR PARA SECUENCIACION

El resto de los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio (1pug/ml), visualizadas en luz UV, se cortaron las
bandas y se purificaron mediante perlas de silica; las bandas previamente
cortadas fueron pesadas y posteriormente se le agregaron 3 volumenes de
yoduro de sodio 6M y se incubaron a 55°C hasta la disolucién del agar, se le
adicion6é 30ul de perlas de silica y se incubaron a 4°C durante 1 hr. Las
muestras se centrifugaron a 11000 g 4°C por 5 minutos (Centrifuga Beckman
Coulter, Allegra 25R), se decant6 el sobrenadante y se lavd la pastilla con
solucion de lavado 1X (NaCl 50mM, Tris HCI pH7.5 10mM, EDTA 2.5mM,
etanol 50% v/v), se centrifugd nuevamente y se repiti6 el lavado,
posteriormente las muestras se colocaron en el speed vac (Heto Lab
Equipment) hasta estar completamente secas y se les afnadié 30ul de agua
estéril, se incubaron en el termo block a 55°C durante 5 minutos y se centrifugo
a 11000 g a temperatura ambiente. Finalmente se recupero6 el sobrenadante y

se almacend a -20°C hasta su utilizacion.*?

VII.7 SECUENCIACION

A partir de las muestras de ADNs purificados, se llevaron a cabo 8 reacciones
de secuenciacion por cada aislado, utilizando los iniciadores anteriormente
mencionados ademas de los iniciadores IAF3 (sentido), IAR3 (reversa) y IAR4
(reversa).

Las reacciones se llevaron a cabo en 20ul, donde se incluyé 20ng de ADN, se

empleé un juego de reactivos comercial (BigDyle Applied Biosystems
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Terminador v3.1). Las condiciones de secuenciacion fueron: 25 ciclos de 96° C
por 10 segundos, 50° C por 5 segundos y 60° C por 4 minutos. Los productos
de secuenciacion fueron purificados por el método de precipitacion y fueron
leidos en un secuenciador automatizado (Applied Biosystems) en el Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos, Secretaria de Salud. (De acuerdo

con las especificaciones del fabricante).

VII.8.PURIFICACION DE LA REACCION DE SECUENCIACION.

Mediante la técnica de precipitacion se purificaron los productos de las
reacciones de secuenciacion, en tubos de 1.5 ml se coloco la reaccion de
secuenciacion y se le agrego6 5ul de EDTA 125mM y 60 ul de etanol absoluto;
se mezclé bien y se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos. Se
centrifugé a 11000 g a 4°C durante 10 minutos (Centrifuga Beckman Coulter,
Allegra 25R) e inmediatamente después se decantd el sobrenadante y se
agrego 60 ul de etanol al 70% y se mezcléd. Se centrifugd nuevamente e
inmediatamente después se decanté y se secaron en el speed-vac (Heto Lab
Equipment), se protegieron de la luz y se enviaron a leer por un secuenciador,

(Applied Byosistems) (De acuerdo con las especificaciones del fabricante).

VILO.LECTURA DE SECUENCIAS, EDICION Y ELABORACION DE
ARBOLES FILOGENETICOS

Para cada aislado viral, las secuencias parciales se ensamblaron, editaron y se
generd una secuencia consenso empleando el software ChromasPro version

1.33 (Technelysium Pty Ltd; Tewantin QLD; http://www.technelysium.com.au/

chromas.html).

Las secuencias consenso de los aislados se analizaron para:

a) Establecer las diferencias genéticas en las secuencias de nucledtidos y de
aminoacidos entre los aislados virales en relaciéon a una secuencia consenso y
con respecto a una cepa vacunal de IA mexicana de baja patogenicidad aislada
en 1994 (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994; numero de acceso a GenBank
CY006040). Estas diferencias genéticas se determinaron por alineamiento de
las secuencias de nuclettidos y de aminoacidos empleando en el sistema de
computo Clone Manager Professional Suite, Version 8.0 (Scientific &
Educational Software).
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b) Efectuar un estudio de relaciones genéticas, a nivel de secuencia de
aminoacidos, entre los aislados virales mexicanos y aislados previamente
estudiados en México en los afios 1994-2001."" Estas relaciones genéticas se
determinaron mediante un andlisis filogenético empleando la metodologia de
Neighbor-Joining. Este fue computado por el sistema de cémputo MEGA 3.1 (S
Kumar, K Tamura, and M Nei (2004). MEGAS: Integrated software for
Molecular Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Briefings in
Bioinformatics 5:150-163. http://www.megasoftware.net/).

c) ldentificar los caminos de diferenciacion genética que presenta el virus de IA
en México y determinar cuales son las cepas mas adecuadas para emplearse

COmMo vacunas.

VIIl. RESULTADOS

De 44 muestras de virus de IA, solo 36 resultaron positivas a la presencia del
virus mediante el aislamiento en embrion de pollo y evidencia con glébulos
rojos al 2%. Este procedimiento fue llevado a cabo en el laboratorio de alta
seguridad CPA.

VIIl.1.- Amplificacion del gen HA por PCR

Posterior a estas metodologias previamente descritas, se llevaron a cabo las
reacciones de PCR de las 36 muestras. Al principio del estudio se amplificé el
gen completo (1767pb) de 5 muestras; utilizando el juego de iniciadores
HAF+HAR, IANF+IANR y IANF+HAR, se obtuvieron algunas bandas, algunas
coincidieron con el peso molecular esperado y otras bandas fueron
inespecificas, aun asi las reacciones posteriores no fueron consistentes
(Figura 2). Se cambié de estrategia y amplificé el gen en dos reacciones de
PCR que generan dos fragmentos que se traslapan, para lo cual se utilizaron
los juegos de iniciadores de la siguiente manera: |IANestF+IAR1 (1322pb),
IANestR+IAF1 (1313pb) y IANestR+IAF2 (P) (838pb); el fragmento de 1322pb
amplific6 solo en 4 ocasiones, el fragmento de 1313pb no amplifico, y el
fragmento de 838pb amplifico.

Posterior a estos resultados se cambié nuevamente la estrategia pretendiendo
para cada muestra generar 3 fragmentos que se translapan considerando el

fragmento de 838pb que previamente habia amplificado nombrandolo como
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fragmento P. Se llevaron a cabo otras dos amplificaciones generando los
fragmentos G1 (890pb) y G2 (899pb). (Figura 3).

]ﬁnesF%-HAR '

1,767pb

Figura 2. Resultado de la electroforesis en un gel de agarosa al 1% en donde
se muestran los productos de amplificacion obtenidos a partir del cDNA del gen
HA del virus IA con los iniciadores HAF+HAR, I|ANestF+IANestR,
HAF+IANestR. Se aprecia sefialada la banda de amplificacion del gen HA con
los diferentes juegos de oligonucledtidos. Ademas de la banda amplificada del

gen HA, se aprecian bandas inespecificas.
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Figura 3. Productos de amplificacion del gen HA empleando los
oligonucledtidos a) IANestF+IAR2 (G1), b) IAF1+IAR1 (G2) y IANestR+IAF2
(P), las condiciones de reasociacion de G1 fue de 48°C, G2y P a 52°C. A
éstas temperaturas los oligonucleétidos de estos 3 fragmentos generaron

bandas unicas y abundantes.

VIII.2.- Secuencias de nucleétidos del gen HA de 36 aislados.

Para cada aislado, se obtuvieron los 3 fragmentos amplificados (G1, G2 y P).
Con estos fragmentos se generaron 8 secuencias parciales del gen HA, que se
translapan en ambas cadenas. Se busco tener al menos en cada regién del
gen una lectura en ambas direcciones. Estas lecturas se editaron y se genero
una secuencia consenso por cada aislado; empleando el software ChromasPro
version 1.33 (Technelysium Pty Ltd; Tewantin QLD;

http://www.technelysium.com.au/chromas.html). En la figura 4 se muestra un

ejemplo de cédmo se alinean las diferentes lecturas a lo largo de un segmento

del gen HA y se genera una secuencia consenso.
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% ChromasPro - [Contig0]

Figura 4. Secuencia consenso del aislado 27 generada a partir de secuencias
parciales.

VII.3.- Comparacion de secuencias

Las secuencias completas del gen HA de 35 aislados del virus de IA se
compararon con referencia a la cepa vacunal mexicana de IA de BP de 1994
(Hidalgo/28159-232/1994; No. de acceso GenBank CY006040). En estos
analisis se omitio el aislado numero 49, debido a que este virus corresponde a
una cepa de referencia de alta patogenicidad aislada en 1994. Este analisis
consiste en alinear todas las secuencias entre si. El resultado de esta
alineacion de las secuencias de nucledtidos se presenta en los cuadros como
Alineacién L nt.HTM, y el resultado de alineacion de aminoacidos como
Alineacién L aa.HTM.

Las secuencias completas del gen HA de los 36 aislados del virus de IA se

alinearon entere si. Este alineamiento se muestra en el Anexo 1.

VIIl.4.- Relaciones genéticas entre los aislados mexicanos.

Con las traducciones predichas de aminoacidos a partir de las secuencias de
nucledtidos completos del gen de HA de los 35 aislados se efectud un analisis
filogenético generando un dendrograma (Figura 5), en donde se grafican las
relaciones genéticas existentes entre los diferentes aislados. En estos analisis

se omitio el aislado numero 49, debido a que este virus corresponde a una
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cepa de alta patogenicidad de referencia aislada en el 2004. Se puede apreciar
la existencia de 5 lineas de diferenciacion genética (a-e). Sin embargo, se
considerd la topologia de las lineas de diferenciacion que han seguido los
aislados virales, estas 5 lineas de diferenciacién genéticas pueden reducirse a
solo 3 estirpes principales (grupos I, Il y lll).

Las cepas que conforman el grupo a son 7 aislados: 8, 36, 14, 9, 41, 19, 26.
Las cepas que conforman el grupo b son 6 aislados: 42, 16, 31, 17, 13, 39.

Las cepas que conforman el grupo ¢ son 8 aislados: 2, 34, 10, 11, 15, 29,44 y
1.

Las cepas que conforman el grupo d son 7 aislados: 48, 30, 12, 20, 32, 46 y
47.

Las cepas que integran el grupo e son 7 aislados: 5, 27, 38, 6, 28, 45y 3.

En el cuadro 3 se muestra el porcentaje de similitud de nucleétidos de cada
aislado en relacion a la cepa de referencia, indicando el nimero de nucledtidos
que fueron iguales y cuales resultaron diferentes. En el cuadro 4 se muestra
igualmente el porcentaje de identidad de los aislados pero a nivel de
aminoacidos.

Se aprecia que el grado de similitud de nucleétidos varia entre un 91 y 92 %,
en cambio el grado de similitud a nivel de aminoacidos varié entre el 90 y 88%.
Esto representa entre 122 y 145/1695 nucledtidos de diferencia y entre 51 y
66/566 aminoacidos distintos.

Sin embargo, si comparamos las secuencias de nucleétidos o de aminoacidos
de las cepas mexicanas con un aislado numero 15 que esta a la mitad de las
relaciones genéticas entre todas las cepas, estas difieren entre si entre el 2% y
el 7%, con 2 y 34 aminoacidos diferentes y difiriendo entre 14 y 110 nucledétidos

(cuadros 5y 6).
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7 ————— consenso38-ok.seq
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6 42 consenso28-ok.txt
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22 75 consenso48-ok.seq I
57 _|: consenso30-ok.seq
consenso12-ok.seq
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consenso32-ok.seq
o1 43 _|: consenso46-ok.seq

63 consenso47-ok.seq ‘

consenso2-ok.seq
11 consenso34-ok.txt )

76 consenso10-ok.seq

%

consenso11-ok.seq
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54 consenso44-ok.txt
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Figura 5. Dendograma donde se muestran las relaciones genéticas presentes entre 35 cepas

del virus de influenza aviar mexicanos aislados en los afios 2005 y 2006, y una cepa de
referencia (gen HA txt= Hidalgo/28159-232/1994 CY006040).

CUADRO 3. Similitud genética entre las secuencias completas de nucleétidos
del gen HA (1695 bases) de 35 aislados en comparacion a un aislado de
referencia (Hidalgo/28159-232/1994 CY006040).
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Sequence

Start End

%IDENTIDAD Hidalgo/28159-232/1994

consenso12-ok.seq
consenso46-ok.seq
consenso47-ok.seq
consenso20-ok.seq
consenso32-ok.seq
consenso27-ok.seq
consenso3-0k.seq
consenso34-ok.txt
consenso10-o0k.seq
consenso11-ok.seq
Consenso15-0k.seq
consenso29-ok.txt
consenso44-ok.txt
consenso2-ok.seq
Consenso16-ok.seq
consenso17-ok.seq
consenso31-ok.seq
consenso42-ok.txt
consenso19-ok.seq
consenso14-ok.seq
Consenso9-ok.seq
consenso41-ok.seq
consenso26-ok.txt
consenso8-ok.txt
consenso36-0k.seq
consenso39-ok.seq
consenso13 OK.seq
consenso1-ok.seq
consenso28-ok.txt
consenso45-ok.seq
Consenso6-ok.seq
consenso5-ok.seq
consenso38-ok.seq
consenso48-ok.seq
consenso30-ok.seq

1

N T TS S \pH. \S L Q. \pp . N NG W W N NG N N N T S i Wy S Ui L U L [ U W W §

1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1696
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695
1695

28

1
1561
1561
1558
1562
1557
1559
1556
1561
1576
1573
1565
1564
1565
1562
1560
1562
1565
1563
1570
1563
1561
1568
1566
1572
1573
1570
1560
1565
1557
1550
1555
1562
1560
1559
1552

IGUALES DIFERENTES

134
134
137
133
138
136
139
134
119
122
130
131
130
133
135
133
130
132
125
132
134
127
129
123
122
125
136
130
138
145
140
133
135
136
143

92
92
91
92
91
91
91
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
91
92
91
91
91
92
92
91
91



CUADRO 4. Similitud genética entre las secuencias completas de aminoacidos
del gen HA (1695 bases) de 35 aislados en comparacion a un aislado de
referencia (Hidalgo/28159-232/1994 CY006040).

Sequence Start End IGUALES DIFERENTES %IDENTIDAD
Hidalgo/28159-232/199 1 1695

consenso12-ok.seq 1 1695 507 58 89
consenso46-ok.seq 1 1695 507 58 89
consenso47-ok.seq 1 1695 506 59 89
consenso20-ok.seq 1 1695 510 55 90
consenso32-o0k.seq 1 1695 507 58 89
consenso27-o0k.seq 1 1695 510 55 90
consenso3-0k.seq 1 1695 506 59 89
consenso34-ok.txt 1 1695 510 55 90
consenso10-ok.seq 1 1695 514 51 a0
consenso11-ok.seq 1 1695 512 53 90
Consenso15-0k.seq 1 1695 512 53 90
consenso29-ok.txt 1 1695 512 53 90
consenso44-ok.txt 1 1695 510 55 90
consenso2-ok.seq 1 1695 510 55 90
Consenso16-ok.seq 1 1695 505 60 89
consenso17-ok.seq 1 1695 506 59 89
consenso31-ok.seq 1 1695 505 60 89
consenso42-ok.txt 1 1695 505 60 89
consenso19-ok.seq 1 1695 514 51 90
consenso14-ok.seq 1 1695 508 57 89
Consenso09-ok.seq 1 1695 506 59 89
consenso41-ok.seq 1 1695 508 57 89
consenso26-ok.txt 1 1695 511 54 90
consenso8-ok.txt 1 1695 517 48 91
consenso36-0k.seq 1 1695 512 53 90
consenso39-ok.seq 1 1695 508 57 89
consenso13 OK.seq 1 1696 505 60 89
consenso1-ok.seq 1 1695 510 55 90
consenso28-ok.txt 1 1695 508 57 89
consenso45-ok.seq 1 1695 507 58 89
Consenso6-ok.seq 1 1695 507 58 89
consenso5-ok.seq 1 1695 509 56 90
consenso38-ok.seq 1 1695 508 57 89
consenso48-ok.seq 1 1695 506 59 89
consenso30-ok.seq 1 1695 499 66 88
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CUADRO 5. Similitud genética entre las secuencias completas de aminoacidos

del gen HA (1695 bases) de 35 aislados en comparacioén a la cepa 15.

Sequence Start End IGUALES DIFERENTES %IDENTIDAD
Consenso15-0k.seq 1 1695

consenso2-ok.seq 1 1695 558 7 98
consenso3-0k.seq 1 1695 555 10 98
consenso45-ok.seq 1 1695 555 10 98
consenso28-ok.txt 1 1695 555 10 98
consenso1-ok.seq 1 1695 555 10 98
consenso10-ok.seq 1 1695 556 9 98
consenso11-ok.seq 1 1695 558 7 98
consenso29-ok.txt 1 1695 556 9 98
consenso44-ok.txt 1 1695 563 2 99
Consenso16-ok.seq 1 1695 550 15 97
consenso17-ok.seq 1 1695 546 19 96
consenso31-ok.seq 1 1695 544 21 96
Consenso9-ok.seq 1 1695 547 18 96
consenso14-ok.seq 1 1695 549 16 97
consenso41-ok.seq 1 1695 546 19 96
consenso19-ok.seq 1 1695 548 17 96
consenso26-ok.txt 1 1695 545 20 96
consenso42-ok.txt 1 1695 546 19 96
consenso8-ok.txt 1 1695 532 33 94
consenso36-0k.seq 1 1695 531 34 93
consenso39-ok.seq 1 1695 550 15 97
consenso13 OK.seq 1 1696 549 16 97
consenso48-ok.seq 1 1695 551 14 97
consenso30-ok.seq 1 1695 543 22 96
consenso34-ok.txt 1 1695 553 12 97
consenso46-ok.seq 1 1695 554 11 98
consenso47-ok.seq 1 1695 555 10 98
consenso12-ok.seq 1 1695 556 9 98
consenso20-ok.seq 1 1695 548 17 96
consenso32-0k.seq 1 1695 547 18 96
consenso27-ok.seq 1 1695 553 12 97
consenso38-0k.seq 1 1695 550 15 97
consenso5-ok.seq 1 1695 557 8 98
Consenso6-ok.seq 1 1695 556 9 98
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Cuadro 6. Similitud genética entre las secuencias completas de nucleoétidos del

gen HA (1695 bases) de 35 aislados en comparacién al aislado 15.

Sequence Start End IGUALES DIFERENTES %IDENTIDAD
Consenso15-0k.seq 1 1695

consenso2-ok.seq 1 1695 1658 37 97
consenso3-0k.seq 1 1695 1653 42 97
consenso45-ok.seq 1 1695 1649 46 97
consenso28-ok.txt 1 1695 1645 50 97
consenso1-ok.seq 1 1695 1656 39 97
consenso10-ok.seq 1 1695 1659 36 97
consenso11-ok.seq 1 1695 1668 27 98
consenso29-ok.txt 1 1695 1671 24 98
consenso44-ok.txt 1 1695 1681 14 99
Consenso16-ok.seq 1 1695 1632 63 96
consenso17-ok.seq 1 1695 1625 70 95
consenso31-ok.seq 1 1695 1617 78 95
Consenso09-ok.seq 1 1695 1621 74 95
consenso14-ok.seq 1 1695 1623 72 95
consenso41-ok.seq 1 1695 1621 74 95
consenso19-ok.seq 1 1695 1625 70 95
consenso26-ok.txt 1 1695 1619 76 95
consenso42-ok.txt 1 1695 1615 80 95
consenso8-ok.txt 1 1695 1586 109 93
consenso36-o0k.seq 1 1695 1585 110 93
consenso39-ok.seq 1 1695 1638 57 96
consenso13 OK.seq 1 1696 1645 51 96
consenso48-ok.seq 1 1695 1644 51 96
consenso30-ok.seq 1 1695 1632 63 96
consenso34-ok.txt 1 1695 1636 59 96
consenso46-ok.seq 1 1695 1646 49 97
consenso47-ok.seq 1 1695 1651 44 97
consenso12-ok.seq 1 1695 1652 43 97
consenso20-ok.seq 1 1695 1636 59 96
consenso32-o0k.seq 1 1695 1628 67 96
consenso27-ok.seq 1 1695 1648 47 97
consenso38-ok.seq 1 1695 1636 59 96
consenso5-ok.seq 1 1695 1659 36 97
Consenso6-ok.seq 1 1695 1656 39 97
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Al considerar la procedencia de los aislados mexicanos con las lineas de
diferenciacion genética se observa que el grupo a, esta conformado por
aislados de las entidades Hidalgo, México, Michoacan y Veracruz, los aislados
del grupo b proceden de Michoacan, Aguascalientes, Chiapas y Durango, los
aislados del grupo c provienen de Querétaro y Coahuila, los del grupo d
proceden de México y Durango y finalmente los del grupo e provienen de
Coahuila y Durango. Se desconoce la procedencia de 5 aislados. En el Mapa 1
se muestran la ubicacion geografica de los diferentes aislados de IA estudiados

identificados con colores dependiendo a su estirpe de diferenciacion genética.

M1 Mao
M1l MI1S

Lineas de diferenciacién genética
Grupo a: (Hidalgo, México, Michoacan, Veracruz)
Grupo b: (Michoacan, Aguascalientes, Chiapas, Durango
Grupo c: (Queretaro, Coahuila)

Grupo d: (Durange, México)

(M8, M16, M17. M32, M34) Se desconoce la entidad de origen

Mapa 1. Origen de los diferentes aislados y las diferentes lineas de

diferenciacion genética de Influenza Aviar 2005-2006
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VIII.5.- Relaciones genéticas entre los aislados mexicanos actuales y
previamente descritos.

Con secuencias parciales de nucledtidos (996 bases) del gen de HA de los 35
aislados se efectudé un analisis filogenético en donde se incluyen 34 secuencias
de aislados mexicanos previamente reportadas (Acceso de GenBank
AY497063- AY497191) generando un dendrograma (Figura 6) en donde se
grafican las relaciones genéticas entre los diferentes aislados. Se puede
apreciar que los aislados del 2005 y 2006 consisten en lineas evolutivas virales
totalmente nuevas y alejadas de las poblaciones virales previamente
reportadas. En este analisis se conservan y resaltan las 5 lineas de

diferenciacion genética identificadas.
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Guanajuato/28159-331/95
Michoacan/28159-530/95
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Chiapas/15406/97
Chiapas/15408/97
Morelos/FO22189/98
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Chiapas/15405/97
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IX. DISCUSION

A través del uso del RT-PCR se amplifico el gen HA de 36 aislados de IA en
nuestro pais. Aunque se trabajaron 44 muestras de virus de |IA, 8 muestras no
amplificaron probablemente porque el titulo viral era bajo & por existir
contaminantes en las muestras. Debido a que las muestras que no amplificaron
fueron procesadas junto a otras que si lo fueron, pensamos que esta falta de
amplificacion no fue debida a errores en la metodologia empleadaEl analisis
genético realizado a partir de la secuencia completa del gen HA en 35 aislados
virales de influenza aviar en México de los afios 2005 y 2006, muestra
claramente que estas cepas de IABP han divergido considerablemente de las
cepas reportadas anteriormente (1994-2001). En los linajes de virus de |A
detectados actualmente, no se identificaron variantes relacionadas a las
descritas previamente; esto coincide con los hallazgos reportados por Lee y
colaboradores, donde mencionan que los sublinajes de Puebla y Jalisco han
desaparecido y han sido desplazados con nuevos sublinajes.17 Mientras que
Lee y colaboradores identificaron dos nuevos linajes en aislados del 2000 —
2001, en los aislados del 2005 — 2006 se encuentran 5 nuevas estirpes que
han sustituido a las variantes anteriores.

El analisis molecular muestra 5 lineas de diferenciacion genética, sin embargo
las relaciones de similitud de aminoacidos muestran que algunas de las lineas
de diferenciaciéon tienen semejanzas entre si, pudiéndose encontrar tres linajes
principales de diferenciacion.

Si comparamos las secuencias de nucleétidos o de aminoacidos de las cepas
mexicanas con un aislado (15) que esta a la mitad de las relaciones genéticas
entre todas las cepas, estas difieren entre si entre el 2% y el 7%, con 2 o0 34
aminoacidos diferentes y difiriendo entre 14 y 110 nucledtidos (ver cuadros 5y
6). Si consideramos estudios de biologia molecular y antigénicos previos en el
virus de influenza aviar, han mostrado que diferencias entre cepas en un 5y
6% a nivel de aminoacidos son suficientes para inducir un cambio de relacién
antigénica entre ellas desde un 26% hasta un 49% '® Esto nos sugiere que
puede existir mas de un serogrupo en las poblaciones virales estudiadas.

Un hallazgo en el analisis de las secuencias es que 23 aislados estan
acumulando aminoacidos basicos en la region de corte proteolitico (Anexo 2).

Se ha visto que este rasgo es tipico de las cepas de alta patogenicidad.20
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Estos hallazgos indican la existencia de un riesgo latente que los virus de baja
patogenicidad pueden mutar a variantes de alta patogenicidad. Chare y
colaboradores mencionan que los virus ARN evolucionan rapidamente debido a
sus altos niveles de mutacién y replicacion en grandes poblaciones.”® Si los
virus se encuentran en una amplia poblacibn de aves susceptibles o
vacunadas con un antigeno con una similitud menor del 95% a los antigenos
de éstas nuevas cepas variantes, aumenta la probabilidad de que esto ocurra.
17

En estudios de proteccidon entre cepas homologas y heterélogos ha mostrado
que porcentajes de homologia de secuencia proteinica de la HA menores al
90% entre la cepa vacunal y los virus desafiantes, aunque protege de signos
clinicos, no reducen la diseminacién del virus en las aves, por lo tanto no evita
su transmisién y posible mutacién.’® Sin embargo, cuando la cepa vacunal y
las cepas desafiantes guardan una alta relacion antigénica, los niveles de
diseminacién o excrecion viral son reducidos notablemente. Por lo anterior, es
fundamental que la vacunacion no solo sea utilizada para prevenir la
enfermedad y muerte, sino también para reducir la diseminacién viral
empleando un inmunogeno que contenga los determinantes antigénicos de las
cepas de campo existentes."’

Con base a los resultados obtenidos, un hallazgo notable fue que el tipo de
mutaciones que se han presentado en el gen HA de las 35 cepas, han sido
mutaciones no neutras, lo que significa que estas mutaciones se han estado
seleccionando a favor de que ocurran cambios de aminoacidos; si se considera
el porcentaje de similitud genética entre las 35 cepas con respecto a la cepa de
referencia de 1994 (91-92%), se puede notar que es menor el numero de
cambios de nucledtidos con respecto al nimero de cambios de aminoacidos
(89-91%) de las mismas. Lo cual sugiere que estas que estas mutaciones no
se estan presentando al azar, sino que estan siendo dirigidas muy
probablemente por la respuesta inmune que desencadena la vacuna.'’

Al evaluar la procedencia de los aislados mexicanos junto con las lineas de
diferenciacion genética, se observa que el grupo a, conformado por aislados
procedentes de Hidalgo, México, Michoacan y Veracruz, ubican este grupo en
una region Centro de la Republica Mexicana, los aislados del grupo b,

originarios de Michoacan, Aguascalientes, Chiapas y Durango se ubica a lo
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largo de la republica (sur-norte), los aislados del grupo c y d provenientes de
Querétaro y Coahuila, México y Durango respectivamente, se ubican en una
region centro-norte del pais, finalmente los del grupo e provenientes de
Coahuila y Durango se encuentran en la region norte. Esta informacion sugiere
que las lineas de diferenciacién genética de los virus de influenza aviar en
México se encuentran asociadas preferentemente a ciertas regiones del pais.

Con la intencion de definir la cepa o cepas candidatas a ser evaluadas como
inmundgenos para ser usadas como una vacuna actualizada es recomendable
efectuar evaluaciones antigénicas de las diferentes estirpes virales. Para esto
se propone tomar al menos un aislado de cada una de las 5 lineas de
diferenciacion e inocular pollos para obtener antisueros y efectuar con ellos
experimentos de inhibicion de la hemoaglutinacion y seroneutralizacion
cruzados. Los datos obtenidos nos informaran del porcentaje de relacién
antigénica presente entre las diferentes estirpes virales y confirmarian la
posibilidad de emplear un menor numero de cepas virales como componentes
de una vacuna (Muy probablemente tres). Esta informacion permitira definir un
inmundgeno experimental (una o varias cepas) para ser empleado en ensayos
de desafi6 con varias cepas contemporaneas de las diferentes lineas de
diferenciacion detectadas, en donde se evaluara el nivel de proteccion clinico y

el grado de proteccién a nivel de contencidn de eliminacion viral.
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CONCLUSIONES

En México se encontrd una gran diversidad genética entre los virus de IA 2005-
2006 la cual parece estar aumentando con el tiempo. Esta diversidad
encontrada en el virus de IA plantea el problema de elegir solo una variante
viral como candidata vacunal para emplearse en México. La dificultad principal
es que muy probablemente existen cepas circulantes que pueden tener poca
relacion antigénica entre si y una sola variante muy seguramente no protegeria
adecuadamente contra otras cepas antigénicamente diferentes. Por lo anterior,
es sumamente importante evaluar las propiedades antigénicas entre las
diferentes estirpes genéticas por medio de estudios de inhibiciéon de la
hemaglutinacién y seroneutralizacion cruzada.

La gran diversidad genética que presentan los virus de |A actualmente, lleva a
considerar también el cambio antigénico asociado, esto es importante
considerarlo en relacién a los antigenos de IA que se utilizan de manera
rutinaria para el diagndstico, ya que en el caso de no haber una alta relaciéon
antigénica del antigeno empleado con respecto los anticuerpos presentes en el
suero de los individuos infectados, se corre el riesgo de encontrar falsos
negativos.

Por lo anterior, si se desea tener un diagndstico eficiente y contener
adecuadamente la propagacion viral de |IA mediante el empleo de una vacuna,
es sumamente importante el generar nuevas reactivos diagnosticos, asi como
vacunas basados en la consideracion de la gran diversidad genética del virus
de influenza aviar en el pais.

Es importante incorporar de forma rutinaria los estudios moleculares basados
en secuenciacion de nucledtidos y estudios de relaciones antigénicas en los
nuevos aislados que estén siendo detectados en el pais, con fines de vigilancia

epidemioldgica.
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Anexo 1. Alineamiento de bases del gen HA de 1695pb de 36 aislados mexicanos

del virus de influenza aviar.
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Anexo 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del gen HA en la region
de corte protelitico. La secuencia 49 corresponde a una cepa de alta
patogenicidad aislada en 1994 (amarillo) y se muestra como posee una adicion de
cuatro aminoacidos basicos. Se aprecia que algunas de las secuencias de los

aislados de IA recientes tienen en esa region aminoacidos basicos.
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