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INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad infecciosa respiratoria aguda, con un elevado impacto
para la salud publica mundial, y genera un alto indice de morbilidad y de mortalidad a
nivel global. Se estima que cada afio el virus infecta al 5-15% de la poblacién mundial, lo
gue resulta en aproximadamente 500,000 muertes (OMS, 2003). Aunque en México no
existen estadisticas que reflejen el impacto de esta enfermedad, se estima que los indices
de mortalidad y de morbilidad que se generan son similares a los reportados en Estados
Unidos, ocasionando en promedio 100 mil hospitalizaciones y hasta 40 mil muertes por
afio (OMS, 2003).

Con el fin de estar preparados ante el surgimiento de nuevos brotes de influenza
con potencial pandémico, la OMS ha recomendado a todos los paises contar con un
sistema de vigilancia y de monitoreo en su territorio. En México, los estudios sobre los
virus que han circulado en territorio nacional, son escasos. Entender la dinamica evolutiva
de los virus de influenza A juega un papel clave en la vigilancia epidemioldgica de los
mismos, ya que a partir de este tipo de estudios es que podemos analizar los patrones en
el comportamiento evolutivo de los virus y hacer predicciones de su futuro
comportamiento biolégico. El analisis molecular nos permite obtener informacion valiosa
sobre las caracteristicas moleculares particulares de ciertas cepas, como pueden ser las
mutaciones asociadas a la virulencia y/o a la resistencia a los farmacos. Asimismo, nos
permite monitorear el surgimiento de nuevos virus que se generan por el intercambio de

segmentos génicos completos (rearreglantes).



ANTECEDENTES

|. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DE LOS VIRUS DE INFLUENZA A

Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, definida como virus
envueltos que poseen un genoma de RNA de cadena sencilla fraccionado en segmentos
con polaridad negativa (Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). Existen tres
géneros distintos de virus de influenza: A, B y C. Aunque los tres grupos poseen
similitudes morfologicas, difieren estructuralmente. El virus de influenza A es una de la
causas mas comunes de infecciones respiratorias severas de origen viral, y es el género
viral de influenza con mayor impacto en la salud publica. Hay varios sub-tipos de virus de
influenza A, que son clasificados de acuerdo a las proteinas de superficie que presentan:
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Hasta ahora, se han identificado 16 sub-tipos
distintos de hemaglutininas (H1-H16) y 9 distintas neuraminidasas (N1-N9), que se
definen en base a ensayos de inhibicion de hemaglutinacién (para la HA), o de inhibicion
de la actividad de la sialidasa (para la NA) mediados por anticuerpos. Hasta ahora, no se
han encontrado sub-tipos de influenza B o C (Palese & Shaw 2006).

Las particulas virales de Influenza A poseen una estructura compleja: al
microscopio electronico los virus tienen una apariencia pleomorfica, con particulas
aproximadamente esféricas de un diametro promedio de 100 nm y particulas elongadas
de hasta 300 nm de extension (Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). Las
particulas virales poseen una envoltura lipidica, derivada de la membrana de la célula
infectada, la cual tiene tres proteinas virales embebidas: la hemaglutinina (HA), la
neuraminidasa (NA) y la proteina de matriz 2 (M2). La proteina de matriz 1 (M1) se
encuentra justo por debajo de la envoltura viral. En el centro de las particulas virales, se
encuentran los complejos de ribonucleoproteinas (RNPs) compuestos por un segmento
del genoma viral asociado a varias nucleoproteinas (NP) (Fig.1). A estos complejos, se
asocian a su vez, los complejos de la polimerasa viral que estan constituidos por las
polimerasas basicas 1 y 2 (PB1 y PB2) y la polimerasa acida (PA). A partir de la
purificacion y analisis estructural de los RNPs, se ha concluido que cada RNP forma una
doble hélice y se dobla sobre si misma. En total, hay ocho RNP empaquetados en
unidades individuales, y se distribuyen simétricamente en el centro de las particulas
virales (Palese & Shaw 2006).
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Figura 1. Estructura General Del Virus De Influenza A

El virus esta cubierto por una capa lipidica, de la cual se proyectan las proteinas hemaglutinina
(HA, en negro) y la neuraminidasa (NA, en purpura), y la proteina de matriz 2 (M2, en naranja).
Por debajo de la capa lipidica, se localiza la proteina de matriz 1 (M1, en rojo), la cual se asocia a
los complejos ribonucleoprotéicos, compuestos por el RNA viral y proteinas asociadas (NP, en
rojo; polimerasa acida, PA, en verde; polimerasas basicas 1, PB1 en azul y polimerasas basicas

2, PB2 en amarillo).

El genoma del virus lo constituyen ocho segmentos de RNA, con tamafios que van
desde los 2350 nucledtidos hasta los 890 nucledtidos (en orden de tamafio: PB2, PB1,
PA, HA, NP, NA, M, NS). En total, el genoma mide aproximadamente 13,600 bases
(Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). Cada uno de los segmentos gendmicos
codifica una o dos proteinas. El gen PB1 tiene dos marcos de lectura alternos que
codifican las proteinas PB1-F2 y N40, mientras que el gen MP codifica dos proteinas: la
M1l y M2. El gen mas pequeiio, NS, codifica las proteinas NS1 y NS2/NEP. Todos los
genes virales tienen 13 y 12 nucledtidos hacia los extremos 5’ y 3’ que corresponden a
UTRs (por sus siglas en inglés, untranslated regions) altamente conservadas y que
contienen las sefiales de unidn para la RNA polimerasa viral y para la encapsidacion del

genoma viral (Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008).



.1 PROTEINAS DEL COMPLEJO DE LA POLIMERASA VIRAL

Las proteinas PA, PB1 y PB2 forman parte del complejo de la polimerasa viral, y
participan en el proceso de la replicacion y de la transcripcion del genoma viral. La PB1 es
una RNA polimerasa dependiente de RNA que cataliza la adicion de nucleétidos durante
la transcripcion del genoma viral, y también posee actividad de endonucleasa. La PB2 se
une al CAP de los pre-mRNA celulares y los recluta para usarlos para la transcripcion de
los mMRNA virales en el proceso de CAP-snatching, ademas de que contribuye a la
estabilizacion del complejo de la polimerasa viral, e induce la actividad de endonucleasa
de PB1. Aunque no se ha descrito una funcion particular para PA, se sabe que las
mutaciones en esta proteina disminuyen la eficiencia de la transcripcion y de la
replicacion viral. Por lo tanto, se asume que PA juega un papel importante en ambos

procesos.

1.2 LA PROTEINA PB1-F2 Y N40

El gen PB1 posee también un marco de lectura alterno que codifica para la
proteina PB1-F2. La proteina PB1-F2 es una proteina de 87-89 aminoacidos que no se
expresa en todas las cepas de Influenza A, y se ha demostrado que es un inductor de la
apoptosis en las células del sistema inmune y contribuye a la virulencia diferencial de las
cepas (Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). Durante la infeccion de los
macrofagos, PB1-F2 se localiza en la mitocondria e interactia con factores que alteran la
permeabilidad de la misma, como el canal de aniones dependiente de voltaje 1 (VDAC1)
y el translocador de adenin-nucleétido 3 (ANT3). Dicha interaccion promueve la
desestabilizacion de la membrana mitocondrial y la liberacion del citocromo C (Chen et al,
2001; Zamarin et al, 2005). También, se ha reportado que PB1-F2 exacerba la respuesta
pro-inflamatoria durante la infeccion viral primaria en ratones y aumenta la frecuencia y la
severidad de las neumonias bacterianas secundarias (McAuley et al, 2007), aunque se
desconoce el mecanismo de accion.

Recientemente, se demostré que existe un tercer polipéptido codificado por el
segmento génico PB1, denominado N40 que se sintetiza a través del uso diferencial de
codones del mRNA para PB1, lo que dirige la sintesis de un polipéptido con la region N-
terminal truncada (Wise et al, 2009). Dicho polipéptido carece de la funcion de
transcriptasa, pero es capaz de interactuar con el complejo de la polimerasa viral en el

entorno celular (Wise et al, 2009). Aunque la funciébn de dicho péptido no es
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imprescindible para la viabilidad del virus, se postula que podria jugar un papel en la

replicacion viral

1.3 PROTEINAS DE LA MATRIZ, MI'Y M2

El andlisis estructural de M1 revela que ésta es una proteina dimérica, cuyos monomeros
poseen dominios globulares compuestos por a-hélices unidos entre si por un dominio
sensible a proteasas. Los dimeros de M1 se polimerizan formando una estructura reticular
por debajo de la membrana lipidica. La M1 es una de las proteinas mas abundantes en
las particulas virales, y funciona como un puente entre los componentes del nucleo viral y
las proteinas de la membrana (Palese & Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). Se sabe
que M1 se une con los complejos de RNPs y con la proteina NEP/NS2, al mismo tiempo
que interactia con las colas citoplasmicas de las glucoproteinas de superficie HA y NA.

La proteina tetramérica transmembranal M2 es la menos abundante de la
superficie viral y posee un ectodominio pequefio corto, un dominio transmembranal y un
endodominio con motivos lipidicos que es blanco de fosforilacion (Palese & Shaw 2006;
Strauss & Strauss 2008). La M2 funciona como un canal i6nico que se activa a un pH
bajo, y cuya funcion principal es el transporte de protones del endosoma hacia el interior
del viridn. Este proceso es esencial para favorecer la liberacion de los complejos de RNPs
de los demas componentes virales, y permitir la importacién nuclear para que se lleve a
cabo la transcripcion del genoma viral. La proteina M2 es el blanco de accion de los
farmacos antivirales del tipo de los adamantanos, los cuales actdan al bloquear la

actividad de canal i6nico esta proteina (Palese & Shaw 2006).

l.4 LA NUCLEOPROTEINA (NP)

La proteina NP es rica en argininas, y se une a RNA mediante interacciones
electrostaticas no especificas para formar los RNPs. El RNA viral (VRNA) se enrolla
alrededor de la NP, donde aproximadamente 24 nucleétidos completan una vuelta
alrededor de cada mondmero de NP. Asimismo, los monémeros de NP se oligomerizan
otorgando un mayor nivel de organizacion a los RNPs. Asimismo, la NP posee sefales de
localizacion nuclear (NLS) que interactian con proteinas celulares, como las importinas
nucleares (como los complejos de karioferina o/f). Por lo tanto, la NP también participa en
la transportacion nuclear de los RNPs desde el citoplasma al nucleo, una vez que el
proceso de desnudamiento se ha completado (Palese & Shaw 2006).
9



1.5 LAS PROTEINAS NO ESTRUCURALES NS1y NEP/NS2

La NS1y la NEP/NS2 son proteinas no estructurales que cumplen una funcién importante
durante el ciclo replicativo viral. NEP/NS2 participa en el transporte de los nuevos
complejos de RNPs del nucleo hacia el citoplasma, una vez que se ha completado la
replicacion del genoma viral, lo que permite el ensamblaje de nuevas particulas. Dicho
proceso involucra la interaccion de NEP/NS2 con receptores de exportacion celulares
como Crml y con porinas nucleares (Palese & Shaw 2006). Por otro lado, la NS1 es una
proteina no estructural que se localiza en el nucleo de la célula durante la infeccion, y esta
constituida por dimeros con un dominio de unién a RNA de doble cadena, y un dominio
efector PDZ capaz de unirse a varios factores celulares y modular la respuesta inmune del
huésped (Jackson et al, 2008).

[.6 LA HEMAGLUTININA (HA) Y LA NEURAMINIDASA (NA)

La HA es una proteina ampliamente estudiada, ya que juega un papel clave en el
reconocimiento de la célula huésped y en la entrada de las particulas virales (Palese &
Shaw 2006; Strauss & Strauss 2008). El acido sialico (AS) es un monosacarido de 9
carbonos que se encuentra unido a muchos glucoconjugados de la membrana celular, y
funciona como el principal receptor que los virus de influenza utilizan para entrar a las
células. La HA cumple con tres funciones importantes que son: el reconocimiento del AS,
mediando la entrada del virus hacia la célula; participa en el proceso de fusion de la
membrana viral con la membrana endosomal; y es el principal blanco antigénico. La HA,
como su nombre lo indica, tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos. La hemaglutinina
reconoce las sialoglucoproteinas presentes de forma abundante en la membrana de los
eritrocitos. La interaccion entre la HA y los AS da lugar a cimulos de eritrocitos, fendmeno
conocido como hemaglutinacion. Esta propiedad puede ser blogueada por anticuerpos. La
inhibicion de la hemaglutinacion se ha utilizado para la clasificacién de los diferentes sub-
tipos del virus de Influenza A (Neumann et al, 2009; Wright et al, 2006).

La HA es una proteina trimérica transmembranal de 220 kDa, que posee una forma
de baston con una cabeza globular. La HA se sintetiza en forma del precursor HO, que
presenta un péptido sefial que le permite transportarse hacia el reticulo endoplasmico.
Ahi, dicha proteina es blanco de modificaciones post-traduccionales tales como
glucosilacién y lipidacion. A un pH bajo, como el que se presenta dentro de las vesiculas

endosomales, ocurre un cambio conformacional en la proteina HO, que la vuelve
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susceptible al corte por proteasas del tejido infectado, a partir de lo cual se generan los
fragmentos HA1 y HA2. La protedlisis de HO es esencial para la infeccion viral, ya que
expone un motivo hidrofébico localizado hacia el extremo amino-terminal de HA2,
conocido como el péptido de fusidn. Este motivo es responsable de mediar la fusion que
ocurre entre la envoltura viral y la membrana endosomal, para permitir la salida de los
RNPs hacia el citoplasma (Stegmann et al, 1990). La cabeza globular de la HA interviene
en el reconocimiento de los receptores en las células huésped y contiene los epitopes que
son reconocidos por anticuerpos neutralizantes. La HA de los virus tipo H1 presenta
cuatro diferentes sitios antigénicos denominados Sa, Sb, Ca (Cal y Ca2) y Cb, mientras
que la HA de los virus tipo H2 y H3 presentan cinco sitios antigénicos denominados A, B,
C,DyE (Wiley et al, 1981).

La NA es una glucoproteina homotetramérica integral de membrana, que ademas
de ser un segundo blanco antigénico, cumple un papel importante en la diseminacion del
virus, ya que es una sialidasa (Palese & Shaw 2006; Wright et al, 2006). La actividad de
sialidasa de la NA permite la liberacion de las particulas virales una vez que se completo
el ciclo replicativo. La NA promueve la remocion de moléculas de AS unidas a las HA en
las membranas virales, impidiendo la agregacion de los virus en el proceso de gemacion.
También elimina las moléculas de AS presentes en la mucosa, evitando que los virus
queden pegados a las células en el proceso de salida y de este modo favorece la
diseminacion viral (Palese & Shaw 2006; Wright et al, 2006). La NA posee cuatro motivos
distintos de glucosilacion y un sitio activo de union a AS compuesto por nueve residuos
conservados. Esta proteina también presenta una regién transmembranal y una cola
citoplasmatica altamente conservada. Asimismo, la NA es el blanco de los antivirales

oseltamivir y zanamivir, farmacos inhibidores de la actividad de sialidasa de esta proteina.

[I. TROPISMO VIRAL Y DETERMINANTES DE VIRULENCIA

El AS puede tener diferentes tipos de enlaces; por ejemplo, 02,3y a.2,6. Dependiendo del
sub-tipo de HA, AS con distintos tipos de enlace pueden ser reconocidos. Por lo tanto, el
tropismo en la infeccion es determinado tanto por el tipo de enlace en los AS presentes en
las células como el tipo de HA de la cepa viral (Palese & Shaw, 2007). Las células del
tracto respiratorio superior en humanos poseen moléculas de AS con uniones tipo a.2,6,
mientras solo células del tracto respiratorio inferior expresan AS a.2,3 (Wright et al, 2006).
Por otro lado, las células del tracto intestinal de aves presentan, en su mayoria, AS con

uniones tipo a2,3 (Palese & Shaw 2006; Wright et al, 2006). Esto ocasiona que los virus
11



qgue se han adaptado a la infeccion en humanos (H1, H2 y H3 principalmente) reconozcan
principalmente AS 2,6, mientras que los virus que infectan a las aves reconocen AS a2,3
(Palese & Shaw, 2007). La expresion diferencial del tipo de receptores en el tracto
respiratorio de los humanos puede explicar la baja capacidad de infeccion de algunas
cepas de origen aviar. Sin embargo, cuando ocurre una infeccion con un virus de origen
aviar en humanos (por ejemplo, con virus tipo H5N1), puede resultar en una enfermedad
mas grave, dada la profunda localizacion de las células que se infectan (de Jong et al,
2006; Tran et al, 2004). De manera contrastante, los puercos poseen AS con ambos tipos
de enlaces (02,6 y a2,3) en el tracto respiratorio superior, por lo que son susceptibles a la
co-infeccion tanto con cepas de origen aviar como de origen humano. Esto ha llevado a
postular que los puercos podrian funcionar como un huésped intermediario donde se
pueden generar nuevas variantes; asimismo, representan un nicho donde virus de origen
aviar se pueden adaptar al reconocimiento de AS tipo a2,6, y por ende a la infeccion a
humanos (Ma et al, 2009; Strauss & Strauss, 2008).

La virulencia es un rasgo genético complejo, y se sabe que esta influenciada
directamente por mutaciones en las proteinas virales. Hasta ahora, se han caracterizado
diferentes mutaciones, particularmente en las proteinas PB1, PB2, HA, NA M2 y NS1, que
juegan un papel importante en determinar la virulencia y la patogénesis (Lycett et al,
2009). Por ejemplo, diferentes mutaciones pueden otorgar una mayor eficiencia
replicativa; la capacidad de adaptacion a la infeccion de nuevos huéspedes; la resistencia
a farmacos antivirales y la modulacion de la respuesta inmune. Hay una amplia gama de
trabajos que se han dedicado a explorar las mutaciones en los diferentes segmentos
génicos que tienen consecuencias directas sobre la virulencia (Lycett et al, 2009). Sin
embargo, es dificil obtener conclusiones generales sobre los factores de virulencia a partir
de estudios individuales. Esto se debe, en parte, a que los resultados obtenidos para los
virus aviares no son completamente extrapolables a virus humanos; ademas, existen
discrepancias entre los datos tedricos y los datos experimentales. Por lo tanto, la
interpretacion de este tipo de datos debe ser cautelosa.

Se ha demostrado que los segmentos génicos PB1l, HA y NA de la cepa
pandémica de influenza A/H1N1/1918 son los determinantes clave en la virulencia en un
modelo de infeccidbn en raton (Pappas et al, 2008). Ademas, se conocen algunos
aminoacidos en la HA que son responsables de mediar el reconocimiento de AS con
diferentes tipos de enlace. Por ejemplo, los residuos de glutamina y de glicina en las
posiciones 226 y 228 de las HA tipo H1, H2 y H3 permiten el reconocimiento de

receptores AS a2,3, mientras que los residuos de leucina y de serina en las mismas
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posiciones permiten que los mismos virus reconozcan AS o2,6 (Barnett et al, 1999;
Connor et al, 1994; Naeve et al, 1984; Rogers et al, 1989). Por otro lado, la mutacion mas
frecuente que confiere resistencia al oseltamivir en las NA tipo N1 y N2, es la H274Y
(Colman, 2009). También, se ha demostrado que algunas mutaciones en PB2 son
factores de virulencia; por ejemplo, se ha demostrado que la transmision eficiente de virus
de influenza A en humanos depende de la mutacidon E627K, que confiere una mejor
capacidad de replicacion en mamiferos a 37°C (Gastaminza et al, 2003, Hatta et al, 2007;
Massin et al, 2001).

Asimismo, la NS1 puede inhibir mecanismos de la respuesta inmune del huésped,
favoreciendo la replicacion viral. Por ejemplo, se sabe que la NS1 inhibe la sefalizacion
de interferon tipo 1 (INF-a/f) al interactuar con RNA de doble cadena y bloquear la
respuesta inmune (Hatada et al, 1999). Se ha descrito que la presencia de un acido
glutdmico en la posicion 92 de esta proteina en algunos virus, esta relacionada con la
inhibicion de la respuesta de INF-a/f (Seo et al, 2002). Asimismo, los ultimos cuatro
aminoacidos en el carboxilo terminal de la proteina NS1 (Glu-Ser-Glu-Val) constituyen un
dominio PDZ que le confiere alta patogenicidad. Los virus de baja patogenicidad poseen
una proteina truncada que carece del dominio PDZ, o tienen la secuencia no funcional
Arg-Ser-Glu-Val (Jackson et al, 2008). Por otro lado, las mutaciones mas frecuentes en
M2 asociadas a la resistencia a adamantanos son S31N L26F, V27A, A30T, G34E (Deyde
et al, 2007, Schmidtke et al, 2006). Se ha encontrado que estas mutaciones,
particularmente la S31N, suelen ser fijadas y ser predominantes en ciertas poblaciones
virales (Bright et al, 2006).

lIl. ECOLOGIA Y EVOLUCION DE LOS VIRUS DE INFLUENZA A

Los virus de influenza A infectan a una gran variedad de vertebrados, incluyendo
humanos, aves, porcinos, equinos, caninos, felinos y mamiferos acuaticos (Palese &
Shaw 2006; Wright et al, 2006). La tasa de mutacion en los virus se define como el
namero de cambios por genoma por ciclo replicativo (Drake 1993), mientras que la tasa
evolucion o de substitucion (1) se refiere al nimero de cambios que son fijados en la
poblacion viral, medida en sitio por sitio por afio (Futuyma, 1998). La baja fidelidad de la
replicacion del RNA polimerasa viral resulta en una tasa de mutacion del genoma de
influenza A de aproximadamente 2.0 x 10° y una tasa de evolucién de 7.3 x 10°
(Nobusawa et al, 2006; Drake 1993). Se ha propuesto que las aves acuaticas silvestres

son el reservorio natural de estos virus, ya que virus de todos los sub-tipos de HA 'y NA se
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mantienen en circulacion en dichos huéspedes. El andlisis filogenético de los virus de
influenza A permite postular que los virus que infectan a mamiferos surgieron a partir de
cepas virus de origen aviar, ya que la tasa de evoluciéon es mucho menor para virus que
circulan en aves silvestres en comparacion con aquellos que circulan en mamiferos
(Palese & Shaw 2006; Wright et al, 2006). Esto sugiere que hay estasis evolutiva en estos
huéspedes. Las cepas que circulan en mamiferos, al presentar mayores tasas de
evolucion, presentan un mayor numero de sustituciones no sindénimas que puede fijarse
(Webster et al, 1992). Para las cepas de influenza A que circulan en humanos, la tasa de
evolucion en cada segmento del genoma difiere, 1o que refleja una presion de seleccion
diferencial sobre cada proteina viral. Por ejemplo, en los virus tipo HIN1, las proteinas HA
y NA, y en menor medida M2, tienen mayor tasa de evolucion que las proteinas PB2,
PB1, PA, NP y M1 (Webster et al, 1992).

Los virus de influenza A evolucionan a partir de seleccion clonal de sub-linajes que
co-circulan en periodos de tiempo reducidos (Webster et al, 1992). Existen dos
mecanismos principales de evolucion en los virus de influenza que permiten cambiar y re-
infectar continuamente a sus huéspedes; dichos mecanismos son la deriva antigénica y el
cambio antigénico (Palese & Shaw 2006; Wright et al, 2006). La deriva antigénica ocurre
como resultado de la acumulacion lenta y progresiva de mutaciones puntuales que
confieren cambios menores en las proteinas virales. Las mutaciones pueden ocurrir en
diferentes proteinas, pero se fijan principalmente en los blancos antigénicos HA y NA, por
la seleccidn positiva de variantes capaces de evadir al sistema inmune (Fig. 2). Por otro
lado, en el proceso de cambio antigénico, nuevas variantes surgen como consecuencia
de re-arreglos genéticos entre dos 0 mas cepas virales que co-circulan en una misma
poblacion (Fig. 3). La co-infeccion de un mismo huésped promueve el intercambio de

segmentos entre cepas.
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Figura 2. Deriva Antigénica

La deriva antigénica ocurre como el resultado de la acumulacién lenta y progresiva de mutaciones
puntuales que confieren cambios menores en las proteinas virales. Algunas mutaciones
(representadas como cambios de color en los nucleétidos de la secuencia), pueden resultar
ventajosas y podrian fijarse en las proteinas virales (por ejemplo, en la HA representada en azul

claro).

A/H1N1/1992 A/H3N2/1992

CELULA
HUESPED

A/H1N2/2009

Figura 3. Cambio Antigénico

El cambio antigénico ocurre cuando dos virus (por ejemplo, A/H1N1/1992 y A/H3N2/2009) co-
infectan una misma célula huésped, e intercambian segmentos completos. Esto resulta en el
surgimiento de un nuevo virus rearreglante (en este caso, A/H1N2/2009), que posee una
combinacion de los segmentos génicos de las cepas parentales (H1 de A/H1IN1/1992, NA de
A/H3N2/2009).
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IV. EPIDEMIAS Y PANDEMIAS DE INFLUENZA

Una pandemia se define como la ocurrencia de una enfermedad infecciosa que afecta
manera simultdnea a personas en varios paises, con una mortalidad elevada significativa
en relacion a la proporcion de la poblacion infectada (OMS, 2009). Por otro lado, una
epidemia se define como la ocurrencia de una enfermedad infecciosa que afecta a un
namero de individuos superior al esperado en una poblacién durante un tiempo
determinado (OMS, 2009). Sin embargo, una epidemia se puede extender para dar lugar
a una pandemia. Las pandemias de influenza en humanos se han asociado a cepas del
tipo HIN1, H2N2, y H3N2; pero, desde 1997, la introduccién a humanos via zoondética de
cepas aviares de sub-tipo H5, H7, H9 y H7, han generado brotes con potencial
pandémico. Aunque aun no se ha reportado la transmisiéon via humano-humano, la
continua circulacion y amplia distribucion de estas cepas virulentas, resulta en una
amenaza (Stephenson et al, 2006).

Histéricamente, hay registro de tres pandemias de influenza A que ocurrieron en el
siglo XX: la de 1918, la de 1957 y la de 1968. Dichas pandemias tuvieron grandes
repercusiones en la sociedad al causar altas tasas de morbilidad y de mortalidad (Palese
& Shaw 2006). La pandemia de 1918 fue ocasionada por un virus tipo H1N1, mientras
que la de 1957 fue originada por un virus tipo H2N2. La pandemia de 1968 fue provocada
por un virus tipo H3N2, que reemplaz6 a los virus tipo H2N2 que circularon en afos
anteriores. En 1977, después de 20 afos, los virus tipo HIN1 resurgieron y desde
entonces, co-circulan con los virus de influenza tipo H3N2 de manera continua en las
poblaciones humanas. En 2009, se identifico la circulaciéon de un virus nuevo de origen
porcino tipo HIN1, que dio lugar a la primera pandemia de influenza de este siglo.

De cada tipo viral, se han detectado diferentes clados o linajes que han circulado a
lo largo del tiempo. Un clado o linaje se define como un grupo de especies (0 cepas
virales) que descienden directamente de un ancestro (Futuyma, 1998). Asimismo, dos
clados que divergen de un mismo descendiente se denominan linajes hermanos, y un
grupo de clados o linajes hermanos que agrupan juntos se denominan un supergrupo o

cluster.

IV.1 LOS VIRUS A/H1N1/2009 PANDEMICOS

Durante marzo y principios de abril de 2009, los virus de origen porcino tipo A/H1IN1/2009

se extendieron por todo el mundo, provocando la primera pandemia de influenza del siglo
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XXI (Fig. 4) (Garten et al, 2009; Fraser et al, 2009). Se ha estimado que el virus
pandémico A/H1N1/2009 probablemente se transmitid a los seres humanos durante el
segundo semestre de 2008, y que cada segmento genico podria haber circulado en
puercos desde hace 9 a 17 afos, dependiendo del gen, antes de detectarse en el brote
inicial (Smith et al, 2009). Asimismo, Smith et al. también encontraron virus H1N2
rearreglantes que circularon en Asia de manera previa al 2009, los cuales ya tenian 7 de
los 8 genes virales pertenecientes a los virus A/HLIN1/2009 pandémicos (Fig. 4) (Smith et
al, 2009).

Poco después que emergieron, los virus A/HLIN1/2009 pandémicos se diferenciaron en
dos grupos o clusters (Fereidouni et al, 2009), y en siete diferentes sub-clados definidos
(Nelson et al, 2009); sin embargo, la relevancia biolégica de esta divergencia no es clara
en términos de la adecuacion evolutiva del virus (Fig. 4). Los virus de ambos clusters
circularon a nivel global, aunque de manera gradual los virus del Cluster 2 fueron
reemplazando a los del Cluster 1 (Nelson et al, 2009). La mayoria de los virus de México,
California y Texas colectados durante la primera etapa de la pandemia (entre Abril y Mayo
del 2009) agrupaban dentro del Cluster 1 (o Texas), mientras que los virus colectados en
Nueva York en meses posteriores (entre Junio del 2009 y Febrero del 2010) agrupaban
dentro del Cluster 2 (0o Nueva York) (Fereidouni et al, 2009). Ademas, Nelson et al,
encontraron que la mayoria de los virus colectados a principios de la pandemia en México
pertenecian al Cluster 1, sub-clado 2, mientras que los de California pertenecian al sub-
clado 1 (Anexo; Fig. 1; Nelson et al, 2009).

Sin embargo, dada la deficiencia en el muestreo y la vigilancia epidemiolégica de los
virus en las poblaciones porcinas en México y en todo el mundo, existen pocos datos que
puedan contribuir en la resolucion de cuando, como y donde emergieron los virus
A/H1N1/2009 pandémicos. Por lo tanto, es de particular interés encontrar virus que estén
estrechamente relacionados con el linaje pandémico o cepas de transicion que puedan

ayudar a resolver esta incognita.

17



1918 1956 1977 2009 2010
L4

1

C14 2
Linaje Humano Linaje Humano Linaje Pandémico _3
Est 2009

ARtIgUe e e e Estacional

No o s

Figura 4. Evolucion y Predominancia de los Virus H1IN1 a Nivel Global

El siguiente esquema representa un linea del tiempo con la circulacion de los principales linajes
de virus tipo H1IN1 humanos, desde 1918 hasta el 2010. Los virus tipo H1IN1 se detectaron en
humanos por primera vez en 1918, y fueron divergiendo en diferentes clados a lo largo del tiempo
hasta el presente. El linaje humano antiguo o clasico corresponde a virus tipo 1918, que circularon
hasta 1956, donde dejaron de circular. En 1977, los virus H1IN1 resurgieron dando origen al linaje
humano estacional, que circulé hasta el 2009. En este afio, se detectaron por primera vez los virus
pandémicos A/H1N1/2009 que reemplazaron a los virus estacionales, y que se diferenciaron a su

vez en diferentes Clusters y sub-clados.

IV.2 LOS VIRUS A/H3N2 ESTACIONALES

En humanos, los virus H3N2 suelen ser mas virulentos que los virus HIN1. Por ejemplo,
las variantes antigénicas de los virus H3N2 han generado un mayor numero de
epidemias; desde 1990, nueve de once brotes estacionales se han asociado a virus tipo
H3N2, mientras que s6lo dos se asocian a virus tipo HIN1 (Subbarao et al, 2006).
También, suelen ser mas frecuentes y severos los casos por infecciones con virus tipo
H3N2 que por H1IN1. Por otro lado, la deriva antigénica parece ser mas frecuente en los
virus tipo H3N2 que en los virus HIN1, por lo que la tasa de evolucion de los virus H3N2
es mas elevada (Palese & Shaw 2006, Creanza et al, 2010). El analisis de la diversidad
genética de los virus tipo H3N2 en una misma estacion, revela que las epidemias son
producto de la expansion clonal de una cepa que funciona como semilla al inicio de la
misma (Creanza et al, 2010). Asimismo, se sabe que la diversidad génica entre las cepas
en una misma epidemia es mayor al inicio de la estacion, y que durante el pico estacional
y hacia el final de la misma tiende a disminuir, lo que sugiere que hay virus que se

seleccionan positivamente al inicio de la estacion que predominan a lo largo de la misma.
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Los virus H3N2 que infectan a humanos circulan a nivel global. En climas
templados, las epidemias se asocian al invierno, mientras que en climas tropicales,
ocurren principalmente en la época de lluvias (Cox y Subbarao, 2002). Sin embargo, la
pregunta de cdmo se propagan los virus de influenza A por todo el mundo para generar
epidemias cada estacion sigue sin respuesta. Una cuestion fundamental detras de esta
pregunta es resolver si las epidemias son consecuencia de la persistencia local o global
de virus en niveles bajos, o si los linajes epidémicos se originan a partir de cepas semilla
que salen de regiones especificas cada afo.

Russell et al. han propuesto que los virus H3N2 se distribuyen desde Asia hacia
América del Norte y Europa, como consecuencia de las migraciones humanas, y
ocasionan epidemias locales en cada temporada. Por lo tanto, postula que Asia funciona
como un foco de generacion de nuevas cepas semilla que dan lugar a epidemias anuales,
y que estos virus van cambiando por deriva antigénica conforme se diseminan en distintas
poblaciones (Russell et al, 2008). Russell y colaboradores también propone que la
persistencia global de los virus no contribuye a la evolucion a largo plazo de los virus
H3N2 humanos, pues al final de cada estacion la cepa que da lugar a la epidemia deja de
circular.

Sin embargo, se ha demostrado en trabajos previos que, si bien la deriva
antigénica es el mecanismo dominante que ejerce mayor presion selectiva sobre los virus
de influenza tipo H3N2, el surgimiento de nuevos linajes antigénicamente distintos
también se da de manera frecuente por eventos de re-arreglos génicos entre linajes
virales, y que la persistencia local y global es importante para la evolucion a largo plazo
de estos virus (Bedford et al, 2010; Nelson et al, 2010; Holmes et al, 2005).

Aunque se han caracterizado antigénicamente algunos de los virus H3N2 que
circularon en México durante las estaciones de 2002 hasta 2009, el origen evolutivo y las
caracteristicas moleculares particulares de estas cepas se desconoce. A partir del analisis
evolutivo molecular de los virus H3N2 colectados en México, podemos confirmar la
identidad antigénica, detectar re-arreglos y mutaciones puntuales asociadas a resistencia
a farmacos en estos virus.

La temporada de influenza 2003-2004 comenzé antes que la mayoria de las
epidemias anuales reportadas anteriormente, y fue moderadamente grave (CDC, 2004).
Mas del 99% de los virus que circularon correspondian a aislados tipo H3N2, del cual sélo
el 11,2% fueron antigénicamente similares a la cepa de vacunacion A/Panama/2007/99
(que circulé la temporada anterior 2002-2003), mientras que el resto fueron similares a la

variante divergente, A/Fujian/411/2002 (Fig. 5). Esto ocasiondé una disminucion en la
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eficacia de la vacuna por un desajuste entre la cepa de vacunacion y la predominante en
circulacion durante esa temporada. Para la estacion del 2004-2005, los virus tipo
A/Fujian/411/2002 fueron desplazados por los virus divergentes a los que se les
denomind tipo A/California/07/2004 (Fig. 5), que circularon de manera predominante.
Interesantemente, una pequefia parte de los virus que circularon en la estacion 2004-
2005 correspondian a virus rearreglantes tipo A/Wisconsin/67/2005, que para la estacion
2005-2006, fueron los que predominaron en circulacion (Fig. 5; CDC, 2005).

Los virus tipo A/Wisconsin/67/2005 se denominan linaje-N (N-lineage). Estos son
virus se generaron por un evento de rearreglo génico entre virus resistentes a
amantadanos que circularon durante la temporada del 2003 y los virus sensibles a
amantadanos que circularon en 2004-2005 (Nelson et al, 2008, Simonsen et al, 2007). Se
ha postulado que el linaje-N posee los genes PB1l, PA, NP y M de virus tipo
A/HongKong/CUHK50895/2003, que circularon ampliamente en Asia en 2003 (Nelson et
al, 2009), mientras que los genes HA, NA, PB2 y NS provienen de virus
A/Canterbury/127/2005 que circularon durante 2004-2005 (Simonsen et al, 2007). El
linaje-N se caracteriza por tener la mutacion S31N en la proteina de canal idGnico M2, que
confiere resistencia a los amantadanos (Nelson et al, 2009, Nelson et al, 2008). Ademas
de esta mutacion, el linaje-N posee 17 cambios no silenciosos distribuidos a lo largo de
siete proteinas virales (PB1, PA, NP , NA, M1 y M2). La introduccién del linaje-N a la
poblacion representdé un aumento importante en la resistencia al tratamiento con
amantadanos (Fig. 5).

En las temporadas de influenza desde 1995 hasta 2002, se detectd que menos del
2% de los virus A/H3N2 a nivel mundial eran resistentes a amantadanos. Sin embargo, el
incremento drastico en la resistencia a los adamantanos se detectd por primera vez en
Asia, particularmente en China, donde la prevalencia en la resistencia aumentdé de un
8,2% en 2002 a un 73,8% en 2004-2005. Recientemente, la mutacion S31N se detecto en
el 100% de los virus, en un muestreo que se realizd en multiples paises de Asia (Nelson
et al, 2009, Deyde et al, 2007). Este incremento en la resistencia a los amantadanos se
atribuye principalmente al surgimiento del linaje-N y a la dominancia de estos virus sobre
los tipo A/California/07/2004, que habian circulado de manera previa en 2002-2003 (Fig.
5). Asimismo, no se considera que la mutacion S31N se haya fijado en las diferentes
poblaciones virales como consecuencia de la presion de seleccidon que ejerce el uso de
farmacos antivirales sobre la proteina M2, si no a partir de un proceso de hitch-hiking

evolutivo, en el que una mutacién particular es acarreada a partir de la seleccidén de otras
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mutaciones ventajosas en diferentes segmentos génicos, tal como HA (Simonsen et al,
2007).

Durante la estacion de influenza de 2007-2008, nuevamente la mayoria de los virus
que co-circularon en Estados Unidos correspondian a virus tipo H3N2 (CDC,2007). A
partir de la tipificacion genética y antigénica de los virus que circulaban, se escogio la
cepa estacional H3N2 A/Wisconsin/67/2005 para preparar la vacuna para el 2007-2008.
Sin embargo, hacia la mitad de la estacion se detectd en circulacion una cepa
antigénicamente divergente, la cual se denominé como A/Brisbane/10/2007 (Fig. 5). Hacia
el final de la estacion, mas del 87% de los virus circulantes eran tipo A/Brisbane/10/2007,
por lo que no fue sorprendente que la vacuna soélo tuviera un 44% de efectividad
(calculado a partir de los datos serologicos al final de la estacion; CDC, 2008).

Hoy en dia, ademas del linaje-N, se han detectado en circulacion dos clados
principales. El primero corresponde al clado mayor compuesto por virus tipo
A/Brisbane/10/2007, denominado ‘a’. En éste, agrupan virus resistentes a los
amantadanos. El segundo linaje corresponde a un clado menor llamado ‘b’, donde
agrupan virus tipo A/California/lUR06-0589/2007 (Nelson et al, 2008). Aunque los clados
‘a’ y ‘b’ descienden directamente del linaje-N, el clado ‘b’ se caracteriza por ser sensible a
los amantadanos, al poseer una serina (S) en la posicion 31 de la proteina M2, lo que
indica que ha ocurrido una reversion adquirida por medio de un rearreglos génico. Por
otro lado, los clados ‘a’ y ‘b’ pueden variar antigénicamente, ya que difieren en varios
aminoacidos en la proteina HA, cinco de los cuales estan localizados en los sitios
antigénicos A, B y C (Nelson et al, 2008). En total, se han reportado diez marcadores en
HA que distinguen al linaje-N del clado ‘a’ y ‘b’, que se distribuyen principalmente en los
sitios antigénicos A, By C de HA (Nelson et al, 2008).
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Figura 5. Evolucion y Predominancia de los Virus H3N2 a Nivel Global

El siguiente esquema representa un linea del tiempo con la circulacion de los principales linajes
virales H3N2 por cada estacion desde el 2002 hasta el 2010. Cada linaje esta representado con
su cepa de referencia en distintos colores; A/Panama2007/199 en azul, A/Fujian411/2002 en
verde, A/California/07/2004 en amatrillo, el linaje-N, o virus tipo A/Wisconsin/67/2005 en naranja y
los linajes ‘a’ tipo A/Brisbane/10/2007 en rosa y ‘b’ tipo A/California/lUR06-0589/2007 en morado.
La flecha punteada en negro, indica el evento de rearreglo génico entre virus del 2003 y del 2005
que dio lugar al linaje-N. Las flechas que salen del linaje-N (en negro), muestran que los linajes ‘a’
y ‘b’ divergieron del mismo. Por debajo de la linea temporal esta representado el aumento en la
prevalencia de virus resistentes a amantadanos, que se asocia a la mutacion S31N en la proteina
M2. La linea negra representa virus sensibles (S31 en M2), mientras que la linea roja representa
virus resistentes (con la mutacién 31N en M2). * La prevalencia en la resistencia a amantadanos
aumenté de un 8,2% en 2002 a un 73,8% en 2004-2005 (CDC). ? Indica que para esa estacion, la

cepa escogida para la vacuna no coincidié con la cepa en circulacion.
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HIPOTESIS

Existen cepas que son intermediarios entre el Ultimo ancestro comun de los virus
pandémicos y estos, y podrian pertenecer a linajes hermanos del clado de virus
A/H1IN1 pandémicos.

La persistencia local de cepas y los eventos de rearreglos génicos contribuyen a la

evolucion a largo plazo de los virus tipo H3N2

OBJETIVOS

Optimizar diferentes métodos de preparacion de bibliotecas de muestras de RNA

viral, para la secuenciacion masiva en la plataforma de Illumina.

Estudiar el patron evolutivo de los diferentes genes virales de las muestras

secuenciadas en relacion a otras secuencias en la base de datos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Construir las bibliotecas para secuenciacion por diferentes métodos, para optimizar

la cobertura y la resolucion de las secuencias obtenidas.

Caracterizar los genomas de aislados clinicos de virus de los influenza
A/H1IN1/2009 y A/H3N2 que han circulado en México y analizar la presencia de

mutaciones y/o polimorfismos en las secuencias.

Mediante el analisis filogenético, detectar patrones de evolucidn y virus

rearreglantes entre las muestras secuenciadas.
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METODOS

|. OBTENCION DE MUESTRAS, PROPAGACION Y PURIFICACION DE VIRUS.

Se obtuvieron dieciséis muestras de virus A/H1N1/2009 pandémicos humanos que
se colectaron en la ciudad de México en el Hospital General Benito Juarez y el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), tres aislados de La Gloria, Veracruz que
se colectaron en el laboratorio BSL-3 del Ministerio de Salud del Estado de Veracruz, y
uno en el Instituto de Biotecnologia, UNAM en Cuernavaca, Morelos. También se obtuvo
la muestra A/swine/4/Mexico/09, que corresponde a un aislado porcino que se colecté en
la Unidad de Aislamiento de Virus de CPA en Querétaro, Querétaro (Tabla 1). Para los
virus H3N2, el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE) dono
veintiin aislados clinicos de virus tipo H3N2 adaptados a cultivo. Las muestras se
colectaron en un periodo de ocho afos, en distintos lugares de la Republica Mexicana
(Tabla 2). Algunos de los virus tipo H3N2 se caracterizaron antigénicamente de manera
previa en el INDRE/CDC. Todos los virus se colectaron por el personal entrenado de cada
institucion en condiciones de anonimato.

Las muestras cultivables se propagaron en cultivos de células MDCK (American
Type Culture Collection CCL34) en medio MEM a 37° C con tripsina TPCK por
aproximadamente 48 horas y la presencia del virus se determin6 por la presencia de
efecto citopatico (ECP). Una vez observado el ECP, los sobrenadantes del cultivo
enriquecidos con particulas virales se colectaron y almacenaron a -70° C para su uso
posterior. Algunas muestras no cultivables se propagaron en huevo y se extrajo el RNA
para secuenciacion directa. Para otras, Unicamente se extrajo el RNA para secuenciacion

directa.

ll. EXTRACCION DE RNA GENOMICO VIRAL Y AMPLIFICACION POR RT-PCR
MULTISEGMENTO (M-RTPCR).

A patrtir de los sobrenadantes de cultivo o de las muestras clinicas, se extrajo el RNA total
de cada muestra, usando un kit comercial (PureLink RNA/ DNA mini Kit, Invitrogen),
tratando previamente con Turbo DNAsa (Ambion) por 1 hora a 37°C. La presencia de
RNA correspondiente al virus de influenza se verific6 mediante un RT-PCR (OneStep RT-
PCR Kit, Qiagen) con oligonucleotidos especificos para amplificar un fragmento del gen

M. Algunas de las muestras de RNA a partir de las cuales se obtuvieron amplicones para
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M, se seleccionados para hacer un RT-PCR multi-segmento (M-RTPCR), en el que se
amplifico el genoma completo usando oligonucleétidos universales especificos para
influenza, que son complementarios a los extremos 3’ y 5’ conservados de cada uno de
los segmentos génicos (MBTuni-12 5’ACGCGTGATCAGCAAAAGCAGG3, MBTuni-13
5’ACGCGTGATCAGTAGAAACAAGG 3’) (Zhou et al, 2009). Se utilizé un kit comercial
(Superscript 1l High-Fidelity One-step RT-PCR, Invitrogen) que usa la enzima de alta
fidelidad DNA polimerasa Tag Platinum bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
42°C 60 min, 94°C 2 min, (94° C 30 seq, 45°C 30 seg, 68°C 3 min) X 5 ciclos, (94°C
30 seg, 57°C 30 seg, 68°C 3 min) por 31 ciclos (Zhou et al, 2009).

lIl. CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS Y SECUENCIACION

Para determinar cual era el mejor sistema para generar bibliotecas de Optima calidad para
la secuenciacion masiva, se probaron cuatro métodos distintos: 1) PCR, amplificacion del
genoma completo al azar con oligos degenerados y amplificacion por PCR anidado
(Wang et al. 2002); 2) FR, fragmentacion del genoma completo amplificado previamente,
mediante la enzima fragmentasa; 3) HA, sintesis de cadena complementaria de cDNA de
los genomas completos mediante el uso de hexadmeros al azar, y 4) mRNA:
procesamiento directo de RNA total extraido, sin enriquecimiento previo del material

genético (Diagrama 1). A continuacion, se describe cada método de manera detallada:

PCR: En la primera parte de este método, se utilizO un oligonucleétido degenerado
compuesto por 12 nucleotidos de secuencia conocida hacia el extremo 5 y con una
secuencia de 9 nucleodtidos al azar hacia el extremo 3 (5’'CACTGGAGGATA-
NNNNNNNNN3’). Este oligonucleotido se pega en cualquier secuencia de DNA y se
utiliza para sintetizar la cadena complementaria de DNA de todos los segmentos del
genoma viral con la enzima secuenasa 2.0 (USB, USA), en dos rondas seguidas. Las
condiciones de sintesis fueron las siguientes: 94°C 2 min, 10°C 10 min, 10-37°C
gradiente 8 min, 37°C 8 min dos ciclos. En la segunda parte de este método, los
productos del primer paso se purificaron por columnas de afinidad (ZYMO, EUA), y se
amplificaron de manera especifica mediante un PCR anidado. Para esto, se uso un
oligonucleotido que reconoce la cola de 12 nucleétidos conservada en el oligonucledtido
utiizado en el paso previo (5’'GTTTCC-CACTGGAGGATAZ3). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 94°C 2 min, (94°C 30 seg, 50°C 1 min, 72°C 1 min)

por 10-15 ciclos, 72°C 8 min. Una vez obtenido el producto, nuevamente se purificé como
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se describié anteriormente. El oligonucleotido que se uso en la segunda parte del método
tiene un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Gsul (marcado en rojo), la
cual corta 16 y 14 nucleodtidos después del sitio de reconocimiento. EI DNA se digirié con
la enzima Gsul (Fermentas, EUA) a 30°C por 2 horas e incubando de manera posterior a
65°C por 20 min para inactivar la enzima. La digestion del producto tiene como propdésito
eliminar las secuencias correspondientes a los oligonucleétidos, dejando Unicamente
secuencias virales. Una vez llevado a cabo los pasos anteriores, las bibliotecas se

purificaron como se describié anteriormente.

FR: En este proceso, cada genoma completo se tratdé con la enzima fragmentasa
(NEBnext dsDNA Fragmentase, NEB, EUA), la cual rompe al azar el DNA de doble
cadena para generar fragmentos de 100-800 pb. Las muestras se incubaron con la
enzima durante 12 min. a 37°C para obtener fragmentos de 100-800 pb. Posterior a la
fragmentacion, cada producto se limpié por columnas de concentracién y de limpieza de
DNA (ZYMO research, EUA).

HA: En este tercer método de preparacion de bibliotecas, se utilizaron hexameros al azar
(Fermentas, EUA) para iniciar la sintesis de cDNA de cada genoma completo obtenido
previamente. Las condiciones de la sintesis fueron las siguientes: 94°C 2 min., 10°C 10
min., 10-37°C gradiente 8 min., 37°C 8 min., por dos rondas. Cada producto se purificd
por columnas de concentracion y de limpieza de DNA (ZYMO, EUA). En este método no

hay una amplificacién del material genético por PCR.
MRNA: De manera alterna, para los virus propagados en huevo, el RNA total se obtuvo

como se describié previamente y se proceso con el kit de preparacion de lllumina mRNA-

Seq 8, sin ningun paso de amplificacion o enriquecimiento del material genético previo.
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Diagrama 1.
Diagrama de flujo con los diferentes pasos y métodos usados para la obtencion de as bibliotecas

para hacer secuenciacion masiva.

Finalmente, el DNA obtenido por los cuatros diferentes métodos se proceso de
manera individual, siguiendo los protocolo de Solexa (llumina, EUA). Las bibliotecas
obtenidas de aproximadamente 350 pares de bases se sometieron a secuenciacion
masiva por la técnica de dNTP’s terminadores reversibles marcados fluorescentemente
(Solexa, lllumina, EUA). La secuenciacion se realizo en las instalaciones de la Unidad de
Secuenciacion Masiva de la Universidad Nacional Autobnoma de México (IBT-UNAM), y la
captura de imagenes se hizo mediante el secuenciador lllumina Genome Analyzer II,
(lumina, EUA). Todas las muestras se secuenciaron por Single-Read, con una sola
muestra por carril o haciendo multiplexing con dos a cinco muestras por carril, en cuatro
corridas distintas. En las primeras dos corridas se hizo secuenciacion con una muestra
por carril, secuenciado 36nt por read o lectura. En la segunda y en la tercera corrida se
uso el método multiplexing, con dos a cinco muestras por carril, secuenciando 46nt y 60nt

por lectura, respectivamente. En las muestras en las que se usO el método de
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multiplexing, las lecturas idénticas de cada muestra se colapsaron para prevenir el posible
sesgo introducido por la amplificacion de PCR. El analisis computacional se hizo usando
el cluster del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Los genomas completos de cada muestra se ensamblaron y analizaron mediante
los programas MAQ version 0.7.1 y R/Bioconductor instalados en el cluster de computo
(IBT-UNAM),utilizando el genoma de referencia de la cepa A/H1N1/Netherlands/602/2009
para los virus pandémicos A/H1IN1/2009, y el virus A/New York/392/2004 para los virus
estacionales H3N2. Los SNPs en las secuencias se identificaron usando MAQ versién

0.7.1 y Mapview (Bioinformatics, 2009), en las posiciones con al menos 10X de cobertura.

MUESTRA TIPO VIRAL FECHA COLECTA | LUGAR DE COLECTA
Alswine/4/Mexico/09 | A/H1N1/2009 pandémico 22/04/09 Querétaro, Querétaro
Al/Mexico/La Gloria-3 | A/H1IN1/2009 pandémico 30/03/09 La Gloria, Veracruz
A/Mexico/La Gloria-4 | A/H1N1/2009 pandémico 30/03/09 La Gloria, Veracruz
A/Mexico/La Gloria-8 | A/H1N1/2009 pandémico 30/03/09 La Gloria, Veracruz

4 A/H1N1/2009 pandémico 13/10/09 Cuernavaca, Morelos
22 A/H1N1/2009 pandémico 07/05/09 Hosp.Gen., D.F.
23 A/H1N1/2009 pandémico 07/05/09 Hosp.Gen., D.F.
47 A/H1N1/2009 pandémico 12/10/09 INER, D.F.
96 A/H1N1/2009 pandémico 03/11/09 INER, D.F.
137 A/HIN1/2009 pandémico 19/11/09 INER, D.F.
250 A/HIN1/2009 pandémico 11/01/10 INER, D.F.
306 A/H1N1/2009 pandémico 09/02/10 INER, D.F.
307 A/H1N1/2009 pandémico 09/02/10 INER, D.F.
96 A/H1N1/2009 pandémico 03/11/09 INER, D.F.
137 A/HIN1/2009 pandémico 19/11/09 INER, D.F.
250 A/HIN1/2009 pandémico 11/01/10 INER, D.F.

Tabla 1. Muestras Secuenciadas de Virus Tipo A/H1N1/2009
Virus A/H1IN1/2009 pandémicos secuenciados en este trabajo. En la tabla, se especifica el

nombre de la muestra, el tipo viral, fecha y lugar de colecta. Todos los virus colectados son de

origen humano, excepto la muestra A/swine/4/Mexico/09, que corresponde a un aislado porcino.
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MUESTRA TIPO VIRAL ANO DE COLECTA | LUGAR DE COLECTA

756 H3N2 A/Korea/770/2002 2003 D.F.

835 H3N2 2003 D.F.

940 H3N2 2003 D.F.

2662 H3N2 A/Korea/770/2002 2003 D.F.

2664 H3N2 A/Korea/770/2002 2003 D.F.

2112 H3N2 A/California/07/2004 2005 D.F.

2160 H3N2 A/California/07/2004 2005 D.F.

2227 H3N2 A/Wisconsin/67/2005 2005 Tlaxcala
2246 H3N2 A/Wisconsin/67/2005 2005 D.F.

2270 H3N2 2005 Querétaro
2408 H3N2 2005 San Luis Potosi
2601 H3N2 A/California/07/2004 2005 D.F.

29 H3N2 A/Wisconsin/67/2005 2006 D.F.
2250 H3N2 2006 D.F.
2640 H3N2 2006 Edomex
2090 H3N2 2007 Nayarit
2362 H3N2 2007 Colima
499 H3N2 2008 Baja California

25206 H3N2 2009 Jalisco
25216 H3N2 2009 Jalisco
25565 H3N2 2009 Jalisco

Tabla 2. Muestras Secuenciadas de Virus Tipo A/H3N2

Virus H3N2 colectados en la Republica mexicana a lo largo de ocho afios secuenciados para este
trabajo. En la tabla se especifica el nombre de la muestra, el tipo viral al que corresponde si la
muestra fue caracterizada antigénicamente de manera previa afio y lugar de colecta. Todos los

virus colectados fueron de origen humano.

IV. ANALISIS FILOGENETICO Y DETECCION DE MUTACIONES

Para caracterizar la historia filogenética de los virus H3N2 y H1IN1 pandémicos, se
obtuvieron las regiones que codifican para proteinas de los ocho genes virales. Ademas
de las secuencias obtenidas en este trabajo, se selecciond un sub conjunto representativo
de secuencias de cada tipo viral (HLIN1 y H3N2) disponible en la base de datos NCBI-IVR.
Las secuencias se alinearon mediante el algoritmo MAFFT (Katoh y Toh, 2009)
implementado en SeaView (Gouy et al, 2010). Posteriormente, se aplicO ModelTest
(Posada et al, 1998) a cada alineamiento para determinar el modelo de sustituciéon con

mejor ajuste para el andlisis filogenético de cada sub conjunto de secuencias.
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IV. 1 VIRUS A/H3N2 ESTACIONALES

Para los virus estacionales H3N2, se extrajeron las regiones que codifican para cada una
de las proteinas virales de las secuencias obtenidas. Cada grupo de secuencias se alineo
de manera individual junto con otras secuencias de la base de datos, como se describio
anteriormente. Para esto, se seleccionaron 100-125 secuencias en la base de datos
NCBI-IVR, que corresponden a virus de diferente origen animal colectados en diferentes
paises del mundo a lo largo de varios afios (1968-2010); se incluyeron las siguientes
cepas de referencia: A/Panam&/2007/99, A/Korea/770/2002, /Fujian/411/2002,
A/HongKong/CUHK50895/2003, A/California/07/2004, A/Wisconsin/67/2005,
A/Brisbane/10/2007 y A/California/lUR06-0589/2007, asi como otras cepas mexicanas
secuenciadas previamente (A/Yucatan/ME6057/2003, A/Yucatan/844/2003). Una vez
obtenidos los alineamientos, se hizo analisis evolutivo de cada gen bajo el criterio de
maxima verosimilitud (ML) en programa PhyML (Guindon & Gascuel, 2003). Los arboles
de ML se infirieron bajo el modelo GTR+I+G, con aLRT (tipo-SH) para el soporte de las

ramas. Todos los arboles se enraizaron por punto medio para mayor claridad.

IV. 2 VIRUS A/H1N1/2009 PANDEMICOS

Para el estudio filogenético de los virus A/H1N1/2009 pandémicos, se extrajeron las
regiones que codifican para cada una de las proteinas virales de las secuencias
obtenidas. De manera paralela, se seleccioné un subconjunto de 55 secuencias de virus
pandémicos disponibles en la base de datos NCBI-IVR hasta septiembre de 2010. Las
secuencias se eligieron para representar homogéneamente aislados de todo el mundo,
con fechas de coleccion desde abril 2009 hasta febrero 2010. El andlisis previo de las
secuencias con algoritmos de alineamiento local y global (BLAST, MAFFT) mostro que el
porcentaje de identidad es muy alto en todos los genes (%ID: 99,8%) entre los virus
A/H1N1/2009 pandémicos, incluyendo las cepas de este estudio. Por lo tanto, se us6 una
muestra pequefa pero representativa de 55 de las secuencias virales, ya que permite una
mejor resolucién del arbol. Las secuencias se alinearon como se describié anteriormente.

El analisis filogenético se realiz6 a partir de las regiones que codifican para las
proteinas virales, individuales o concatenadas. Se utilizo analisis Bayesiano bajo un
modelo de reloj molecular relajado y de cadenas de Markov de Monte Carlo,
implementado en BEAST v1.4.8 (Drummond y Rambaut, 2007). Los arboles se infirieron

bajo el modelo SRDO06, que parte los datos segun la posicion de las bases en cada codon.
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La primera y segunda posicion se toman como una sola particion, mientras que la
segunda particion corresponde a la tercera posicion en el coddn, y se estiman parametros
individuales para ésta. Se utilizé el modelo de reloj molecular relajado UCLD, que permite
la variacion de la tasa de evolucion a lo largo de las ramas, dentro de una distribucion
logaritmica normal. Se llevaron a cabo al menos dos andlisis independientes de 30
millones de generaciones con un muestreo adecuado para producir 10 mil arboles,
garantizando un tamafo efectivo de muestra > 200; finalmente se elimind el
correspondiente al 10% del muestro inicial de cada corrida. Cada arbol corresponde a un
arbol de maxima credibilidad (MCC), seleccionado con un limite de valor de probabilidad
posterior de 0.5.

De manera alterna, se realizd analisis evolutivo bajo el criterio de maxima
verosimilitud (ML) con los programas PhyML (Guindon & Gascuel, 2003) o PHYLIP
(Felsenstein, 1993). Los arboles de ML se infirieron bajo el modelo de substitucion de
nucleotidos HKY85, con aLRT (tipo-SH) para el soporte de las ramas. Todos los arboles
se enraizaron con secuencias de virus de origen porcino y/o aviar identificadas como las
mas cercanas en analisis evolutivos previos (Smith et al, 2009). Para reducir la
probabilidad de artefactos en el analisis filogenético debido a la atraccion de ramas largas
(LBA), se aseguré que las secuencias usadas para el enraizamiento tuvieran un
porcentaje de identidad de entre el 85y el 98% a nivel de nucledtidos.

Para la deteccion de mutaciones y de polimorfismos en los diferentes genes virales
de los virus HIN1, se usaron dos diferentes conjuntos de datos; el primer conjunto (set
uno) se utilizé para identificar polimorfismos entre nuestros aislados en relacion a los
demas virus pandémicos. Este set se compuso de secuencias individuales
correspondientes a 1958 genomas completos de virus A/HIN1/2009 pandémicos
disponibles en la base de datos NCBI-IVR, hasta septiembre de 2010. El segundo
conjunto (set dos) se uso para la deteccion de polimorfismos en relacién a los virus HIN1
no-pandémicos, por lo que contenia secuencias individuales para todos los genes virales
de virus tipo HIN1 estacional, sin importar el origen biolégico, lugar o fecha de coleccién,
disponibles en la base de datos NCBI IVR-hasta septiembre de 2010. Las regiones que
codifican para proteinas se extrajeron y se alinearon para cada set como se describio
anteriormente. Los sitios variables se detectaron de forma manual en los virus
secuenciados en este trabajo, con el uso de los editores de alineamientos SeaView (Gouy
et al, 2010) y Jalview (Clamp et al, 2004).

En este trabajo, se utilizaron las siguientes definiciones de polimorfismo y mutacion

para poder distinguir entre ambos. Un polimorfismo se define como la existencia de dos o
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mas genotipos en una poblacion, en donde la frecuencia del genotipo mas raro en la
poblacion es de mas del 1% (Futuyma, 1998). Una mutacion, por otro lado, se define
como un error en la replicacion de una secuencia de nucleétidos, que resulta en la
substitucion de una base, y que ocurre en una frecuencia del 1% o menos en la poblacion
(Futuyma, 1998). Por lo tanto, un polimorfismo difiere de una mutacion puntual en la
frecuencia Por lo tanto, un polimorfismo difiere de una mutacién puntual Unica en su
frecuencia. Las frecuencias de los polimorfismos se calcularon con SequencelLogo

(Crooks et al, 2004), implementado en el editor JalView.
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RESULTADOS Y DISCUSION

|. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Los métodos de secuenciacion masiva han sido utilizados para caracterizar los genomas
de poblaciones complejas y para detectar mutaciones dentro de éstas, convirtiendose en
una herramienta util para analizar la diversidad genética (Yongfeng et al, 2010; Nakamura
et al, 2009). El uso de este método se ha limitado a muestras de tipo viral y en particular
para virus de RNA, puesto que el material genético suele ser menos abundante y estable
(Kuroda et al, 2010; Ramakrishnan et al, 2009; Greniger et al, 2009). En varios trabajos se
ha utilizado la secuenciacion masiva para caracterizar el genoma de los virus de
influenza, obteniendo resultados variables (Kuroda et al, 2010; Ramakrishnan et al, 2009;
Greniger et al, 2009). En muchos de estos trabajos, no se ha logrado secuenciar el
genoma completo del virus de influenza o la cobertura de la secuenciaciéon no fue
suficiente. Para este trabajo, se usaron cuatro diferentes métodos para la preparacion de
bibliotecas para secuenciacion masiva (Solexa, lllumina), con el fin de tratar de enriquecer
el material inicial, y asi poder maximizar la cobertura y la resolucion en el proceso de
secuenciacion.

Se comprobd que los cuatro métodos probados son efectivos para obtener la
secuencia gendémica completa del virus de influenza (Tabla 3). El método a utilizar debe
seleccionarse en relacion a la cantidad de RNA inicial en la muestra, y sobre todo en la
calidad del producto obtenido de la amplificacion del genoma por M-RTPCR.
Importantemente, en todas las secuencias obtenidas se observaron SNPs; la mayoria de
los virus analizados presentaban menos de 20 SNPs en todo el genoma viral, sin importar
el método por el cual se obtuvieron, con algunas excepciones en donde se detectaron
mas de 50 (Tabla 3). Para esta parte del trabajo se tomo la definicion de SNP como una
variacion en una secuencia de bases que ocurre en cualquier posicion del genoma
(Futuyma, 1998).

33



Muestra Método | Reads Totales | Reads Unicos (%) | Reads Infl. (%) | Cob. Gen. (%) | SNPs
4 PCR 11, 252, 936 939, 183 369, 462 13, 632 (100) 20
22 FR 7,196, 055 725, 937 (10.09) 104, 475 (14.4) | 13, 848 (99.9) 6
23 FR 7, 606, 144 861, 913 (11.33) 32,142 (3.7) 12, 835 (94.2) 25
29 mMRNA 1, 804, 703 210, 069 (11.64) 35, 645 (16.9) 13, 550 (99.4) 10
47 FR 3, 769, 418 649, 594 (17.23) 16, 876 (2.6) 12, 971 (95.2) 12
96 PCR 1, 145, 281 167, 785 (14.65) 33, 362 (19.9) 12, 218 (89.6) 6
120 PCR 5, 513, 830 670, 629 (12.16) 4, 252 (0.6) 11, 100 (81.4) 16
137 PCR 4, 865, 616 1,001, 792 (20.59) | 224, 268 (22.4) | 13, 631 (99.9) 3
250 PCR 5, 444, 679 1,021,111 (18.75) | 43,141 (4.2) 10, 245 (75.2) 12
306 PCR 6, 699, 437 897. 343 (13.39) 10, 488 (1.2) 12, 290 (90.2)
307 FR 6, 681, 663 380, 564 (5.70) 190, 024 (49.9) | 13, 632 (100)
307 PCR 23,917, 782 4,164, 027 (17.41) | 798, 468 (19.2) | 13, 632 (100) 32
307 RH 4, 662, 243 1, 003, 268 (21.52) | 230, 198 (22.9) | 13, 632 (100) 4
499 FR 4, 809, 690 793,739 (16.5) 218,716 (27.6) | 13,512 (99.2) 17
756 PCR 106, 091 29, 563 (27.87) 14, 381 (48.6) 13, 581 (99.7)
835 FR 7,428, 939 694, 502 (9.35) 405, 459 (58.4) | 13, 627 (100)
940 mMRNA 1,170,726 145, 244 (12.41) 22,312 (15.4) | 13,505 (99.1)
2090 FR 8,429,818 622,062 (7.4) 288,345 (46.4) | 13, 604 (99.8) 29
2112 FR 9, 564, 287 448, 404 (4.69) 204, 777 (45.7) | 13,609 (99.9) 10
2160 FR 8,388, 114 841, 094 (10.03) 411, 575 (48.9) | 13, 618 (99.9)
2227 PCR 6, 035, 458 787, 564 (13.05) 235, 162 (29.9) | 13, 624 (99.9)
2246 PCR 22,552, 895 2,113,683 (9.37) | 403,047 (19.1) | 13, 627 (100) 10
2250 FR 6,214,786 561,535 (9.0) 191,289 (34.1) | 13,572 (99.6) 31
2270 FR 6,374,530 784,974 (12.3) 447,902(57.1) | 13, 599 (99.8) 12
2362 FR 8,895,019 601,477 (6.8) 254,305 (42.3) | 13,532 (99.3) 25
2408 FR 7,757,037 1,277,943 (16.5) 62,148 (4.9) 13, 580 (99.7) 88
2601 FR 4,778, 676 299, 053 (6.26) 130, 651 (43.7) | 13,609 (99.9) 1
2640 FR 7,041,205 614,391 (8.7) 314,987 (51.3) | 13, 583 (99.7) 18
2662 FR 11, 198, 199 617, 408 (5.51) 344,132 (55.7) | 13, 624 (99.9) 58
2662 RH 4, 030, 487 727, 468 (18.05) 143, 492 (19.7) | 13, 595 (99.8) 53
2664 FR 6,433,919 935,048 (14.5) 440,459 (47.1) | 13,589 (99.7) 37
25206 FR 17,068,231 1,203,421 (6.9) 564,761 (46.9) | 13, 627 (99.9) 100
25216 FR 8,647,987 635,392 (7.3) 335,005 (52.7) | 13,588 (99.7) 17
25565 FR 11,559,829 1,010,957 (8.7) 408,684 (40.4) | 13,577 (99.6) 26
Alswine/4 mRNA 10, 593, 972 ND* 101, 038 (1.0) 13, 564 (99.5) 6
La Gloria-3 | mRNA 8, 576, 322 ND 380, 093 (4.4) 13, 592 (99.7) 4
La Gloria-4 | mRNA 7,609, 171 ND 242,307 (3.2) 13, 556 (99.4) 5
La Gloria-8 | mRNA 10, 421, 316 ND 44,998 (0.4) 13, 543 (99.3) 5

En la tabla se indica la muestra, el método de preparacion de biblioteca usado por muestra, el
namero total de lecturas (reads) obtenidos por cada muestra secuenciada, el nimero de reads
unicos, el nimero de reads que corresponden al genoma de influenza (en porcentaje), asi como la
cobertura total del genoma de influenza (en porcentaje) y el nimero de SNPs en cada muestra.
Las bibliotecas de las muestras 307 y 2662 fueron obtenidas por diferentes métodos. La cobertura

obtenida para misma muestra preparada por distintos métodos fue la misma, y las secuencias

Tabla 3. Resultados de la Secuenciacion

sélo difieren en el nimero de SNPs encontrados. ! No Determinado.

34




Para comparar la calidad de las bibliotecas obtenidas por los diferentes métodos,
las bibliotecas de las muestras 307 y 2662 fueron procesadas por al menos dos métodos
(307 por FR, PCR y RH; 2662 por FR y RH) (Tabla 3). A partir del analisis de la
secuenciacion, se determind que la cobertura de las secuencias de una misma muestra
procesada por diferentes métodos fue la misma. La resolucion de la secuenciacion
también fue igual, pues se determind que todos los nucleoétidos resueltos coinciden, y las
secuencias obtenidas solo difieren en el nimero de SNPs encontrados (Tabla 3). Para la
muestra 307 se observd que en los tres casos la cobertura del genoma fue del 100%.
Asimismo, para la muestra 307, procesada por el método de FR se encontraron 6 SNPs;
por el método de RH se observaron 4; mientras que por el método de PCR se hallaron 32.
La cobertura del genoma de la muestra 2662 procesada por los métodos de FR y RH fue
de 99.8 y 99.9 %, respectivamente. En la muestra 2662 procesada por el método de RH
se observaron 53 SNPs, mientras que la procesada por el método de FR presento 58.

Finalmente, la comparacion de secuencias del genoma completo de los virus
A/H1N1/2009 pandémicos mostré que dos de los tres aislados de la Gloria son idénticos
entre si a nivel de nucleodtidos (La Gloria-3 y La Gloria-4). Sélo hay dos diferencias entre
estos dos virus y el tercer aislado de La Gloria (La Gloria-8), a nivel de aminoacidos. Por
lo tanto, solo se utilizaron los virus de La Gloria-4 y La Gloria-8 para el analisis filogenético

posterior.

ll. ANALISIS EVOLUTIVO DE LOS VIRUS A/H1IN1 PANDEMICOS

La caracterizacion genética y el andlisis filogenético de los virus A/H1N1/2009
pandémicos demostré que son de origen porcino, y representan una nueva cepa que
contiene los genes PB1, PB2, PA, HA, NP y NS derivados de virus porcinos triple
rearreglantes de América del Norte, mientras que los genes de NA y M provienen del
linaje porcino euroasiatico (Garten et al, 2009). Se describié anteriormente que los virus
A/H1N1/2009 pandémicos que circularon a nivel global se diferenciaron en dos grupos o
clusters (Fereidouni et al, 2009) y en siete diferentes sub-clados definidos (Nelson et al,
2009).

De manera previa se determind que los virus colectados en México a principios de
la pandemia, pertenecen al Cluster 1/sub-clado 2 (Nelson et al, 2009). Se buscaron en las
secuencias de las muestras los marcadores moleculares distintivos para cada Cluster y
sub-clado descritos anteriormente. A partir de esto se determind que los virus con fechas

de coleccion temprana (virus 22 y los tres aislados de La Gloria, colectados entre Marzo y
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Mayo del 2009, Ver Tabla 1) agrupan dentro del Cluster 1/ sub-clado 2. Por otro lado, se
observé que la mayoria de los virus colectados en México con fecha de coleccion tardia
(después de Junio del 2009), agrupan entre el sub-clados 7 del Cluster 2 (Tablas 4, 5y 6;
Anexo; Figuras 1 y 2). Las muestra 307, 306, 250, 137, 96, 47, y 4 pertenecen al sub-
clado 7, pues tienen la mutacion 1123V en la proteina NS1, 220T en HA y V06l en NA,
qgue definen a dicho sub-clado (Tablas 4, 5y 6). Por otro lado, la muestra 23 pertenece al
sub-clado 5. La distribucion de los marcadores moleculares de Clusters y sub-clados en
las secuencias coincide con el andlisis filogenético (Anexo; Figuras 1y 2).

Virus Gene PB2 HA NP NA M NS
(nt/aa) (2163/721) | (658/220) (1408/470) | (298/100) (1143/381) | (742/248) | (492/164) (600/200) | (367/123)

307 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla A/Asn A/GIn A/Ala G/Val

306 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla A/Asn A/GIn A/Ala G/Val

47 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla G/Asp A/GIn A/Ala G/Val

22 G/Lys T/Ser C/Leu G/Val G/Ala A/Asn G/GIn G/Ala Allle

23 G/Lys T/Ser T/Leu Allle A/Ala G/Asp G/GIn G/Ala Allle

4 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla G/Asp A/GIn A/Ala G/Val

96 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla G/Asp A/GIn A/Ala G/Val

137 AlLys AlThr T/Leu Allle A/Ala G/Asp A/GIn A/Ala G/Val

250 AlLys AlThr T/Leu Allle AlAla G/Asp A/GIn A/Ala G/Val
AlMexicolLa Gloria-4 |~ g, s | TISer — Clleu | gy ciala [ aasn | ciein ciala | Aue
AlMexicolLa Gloria-8 |~ g, g | T/Ser — Clleu | gy Giala [ aasn | ciein clala | Ane
Alswine/4/Mexico/09 G/Lys T/Ser C/Leu G/Val G/Ala A/Asn G/GIn G/Ala Allle

Tabla 4. Marcadores Moleculares que definen alos Clusters 1y 2 de los Virus A/H1IN1
Pandémicos.

Los Clusters 1y 2 en los que divergen los virus pandémicos estan definidos por nueve cambios en
nucleétidos y aminoacidos distribuidos en seis genes. En rojo se indican los marcadores del
Cluster 1 y en azul los del Cluster 2. La mayoria de los aislados pandémicos secuenciados
pertenecen al Cluster 2, mientras que los virus 22, los aislados de La Gloria y A/swine/4/Mexico/09
poseen los marcadores del Cluster 1, que se ha caracterizado como el mas temprano (Fereidouni
et al, 2009).
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SUB-
CLADO PB2 PB1 PA HA NP NA M1/2 | NS1 NS2
. S100P* A214T*
1 §224P V3381*
2 M581L* T3731
3
4 V6491* | 1667T V1001 V106l E63K
V1061*
1001*
s V100 N248D
K2E
6 V1001 | V1061 N248D
Q310H*
. V106!
7 §220T V100l N248D"* 1123V

Tabla 5. Marcadores Moleculares que definen a los Sub-Clados de los Virus A/HIN1

Pandémicos.

Se han descrito siete diferente sub-clados definidos por 24 cambios no sinébnimos en los ocho
genes virales. El asterisco indica que la presencia de esa mutacion no es determinante parar la

agrupacion dentro un sub-clado particular (Modificado de Nelson et al, 2009).

MUESTRA PB2 | PB1 | PA HA NP NA M1/2 | NS1 | NS2 | SUB-CLADO
A/swine/4/Mexico/09 214T* -
A/Mexico/La Gloria-4 581L* 373l 2
A/Mexico/La Gloria-8 581L* 373l 2

307 V106 7
2201 | 373" | n248D* 1123V

306 2207 | 3731 | v1o6l 1123V 7

47 V106 7
2201 | 373" | N2asD* 1123V

22 581L* 373l

23 V106

3731 | N2agD*
4 V106 7

2201 | 373" | n248D* 1123V

96 V106 7
2201 | 373" | n248D* 1123V

137 V106 7
2201 | 373" | n248D* 1123V

250 V106 7
2201 | 373" | n248D* 1123V

Tabla 6. Marcadores Moleculares de los Sub-Clados presentes en los Virus Secuenciados.

Los virus analizados poseen los marcadores moleculares que definen los diferentes sub-clados
descritos previamente. En la tabla se indica los marcadores presentes en los virus analizados y a

gque sub-clado corresponde cada uno.
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Es interesante notar que aunque los virus 22 y 23 se colectaron en la misma fecha y en la
misma localidad (07/05/09, Hospital General, D.F), el virus 22 pertenece al Cluster 1/sub-
clado 2, mientras que el virus 23 al Cluster 2/sub-clado 5 (Anexo; Fig. 1 y 2). Estos
hallazgos son congruentes con los trabajos previos en donde se ha determinado la co-
circulacion de ambos Clusters virales desde el inicio de la pandemia. Sin embargo, el
virus 23 comparte algunos marcadores del Cluster 1 (Tabla 4). En la posicion 2163 del
gen PB2, que corresponde al aminoacido 721, tiene una Gly/Lys, en la posicion 658 del
gen HA (aminoacido 220) tiene una Thr/Ser, y en la posicion 367 del gen NS (aminoéacido
123) tiene una Ala/lle. Esto sugiere que el virus 23 podria representar una cepa transitoria
entre el Cluster 1y el Cluster 2.

Se ha postulado que en un principio, el Cluster 1 circulaba en mayor proporcion
que el Cluster 2, pero que éste fue desplazado gradualmente hasta que los virus del
Cluster 2 predominaron. Se ha estimado que para mediados del 2009, solo el 30% de los
virus que circulaban correspondian al Cluster Texas, mientras que mas del 70%
corresponde al Cluster NY (Nelson et al, 2009). Finalmente, la proporciéon en la
distribucion de ambos grupos que se determiné en trabajos previos (Nelson et al, 2009),
es congruente con nuestros resultados, ya que aproximadamente el 80% de los virus

analizados se agrupan dentro del grupo NY, y sélo un 20% en el grupo TX.

1.1 LA TRAYECTORIA EVOLUTIVA DEL AISLADO PORCINO Y DE LOS VIRUS DE LA
GLORIA.

En este trabajo, se determind la secuencia completa del genoma de un aislado viral
obtenido durante la fase inicial de la pandemia de un cerdo que presentaba enfermedad
respiratoria aguda en una granja ubicada en Querétaro, Querétaro. La relacion
filogenética de esta cepa en relacion a otros virus pandémicos se infiri6 como se ha
descrito en materiales y métodos. De interés, se encontréo que al darle polaridad a los
arboles de los genes HA, NA, NP y PA, el aislado porcino A/swine/4/Mexico/09 representa
una rama basal para el resto de los virus pandémicos con un alto valor de soporte para el
nodo divergente (aLRT:1; Anexo; Fig. 3). Posteriormente, se buscaron en las secuencias
del aislado los marcadores moleculares distintivos para cada Cluster y sub-clado descritos
anteriormente (Tabla 4, 5 y 6). Se encontr6 que aunque A/swine/4/Mexico/09 tiene los
nueve nucleotidos caracteristicos del Cluster 1, este virus solo posee uno de los cuatro
marcadores descritos para clasificar dentro del sub-clado 1: por lo tanto, no puede

clasificarse (Tabla 4, 5y 6). Dichos hallazgos son congruentes con el analisis filogenético.
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La informacion obtenida a partir del andlisis individual de los genes fue bastante
limitada, ya que la diferencia genética entre todos los virus pandémicos es muy pequefia
(porcentaje de identidad de entre virus pandémicos > 99.9%). Por lo tanto, la resolucion
de los arboles es baja y no permite aclarar la relacion filogenética entre las secuencias
virales. Para tratar de maximizar la resolucion filogenética, se realizé analisis bayesiano
con las regiones concatenadas que codifican para las proteinas HA y NA. Esto nos
permitié integrar la sefal filogenética de los dos genes con la tasa de evolucion mas alta
en un solo arbol. En el arbol de Maxima Credibilidad de Clado obtenido (MCC), se
observa que los virus de La Gloria descienden de la cepa A/swine/4/Mexico/09, y juntos
forman un clado basal para el resto de las cepas pandémicas, soportado con un alto valor
de probabilidad posterior (PP:1; Anexo; Fig. 4). El arbol de las regiones de HA-NA
concatenadas construido bajo ML también sostiene la observacion de que
A/swine/4/Mexico/09 es basal al resto de los virus pandémicos, con un valor de soporte
alto (aLRT:1; Anexo; Fig. 4).

[1.2 POLIMORFISMOS PRESENTES EN A/swine/4/Mexico/09

De manera paralela, se identificaron todos los cambios presentes en los ocho genes
virales de A/swine/4/Mexico/09 con respecto a las secuencias de los otros virus
pandémicos. Para ello, las secuencias de genes individuales se analizaron por separado
en Seaview y Jalview, como se describio anteriormente. Se detectaron catorce cambios
no sinénimos distribuidos a lo largo de seis genes: PB1 R126H, E636G; PA N222K,
V4071; HA P200S, A214T, T220S; NP K77R, D53E ; NA S35G, 1106V, P126H, D248N y
NS1 V123l (el primer aminoacido antes de la posicion representa el polimorfismo
predominante en la poblacion viral pandémica, mientras que el ultimo aminoacido es el
presente en A/swine/4/Mexico/09). Siete de los catorce cambios observados en el aislado
de cerdo estan presentes en menos del 1% de la poblacion viral pandémica y no
pandémica, por lo que corresponden a mutaciones. Por otro lado, los cambios V4071 (PA)
P200S, S220T (HA), D53E (NP), P126H y 106V (NA), y V123l (NS1) estan presentes en
mas del 1% de la poblacion viral y se consideran polimorfismos. Los sitios polimorficos en
HA S220T, NA 1106V, y NS1 V123l estan presentes en 13-30% de la poblacion viral
pandémica 2009, y representan la minoria poblacional. Es importante sefialar que los
cambios 200, 214 y 220 en la proteina HA, se encuentran localizados en el sitio de
reconocimiento de receptor. La posicion 220 corresponde al sitio antigénico Ca y se

considera un sitio variable para las cepas pandémicas (Lin et al, 2009). Ninguno de los
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otros cambios identificados en las demas proteinas virales estan localizados en una
posicion biolégicamente relevante, o en estudios previos se han detectados de estar bajo
presion de seleccion positiva.

De manera interesante y de acuerdo con nuestro analisis genético, hemos
identificado que cuatro de los catorce polimorfismos (V407I1- PA, P200S-HA, D53E-NP y
P126H-NA) que se encuentran en el virus A/swine/Mexico/4/2009 estan altamente
conservados entre la poblacion del virus A/HIN1 no pandémicos, independientemente de
su origen animal, la procedencia geografica o el afio de su aislamiento (Tabla 7). Dichos
polimorfismos ocurren en el 83 y el 99% de las secuencias estacionales analizadas. Por
otra parte, mientras que estos cuatro cambios no sinénimos se fijaron en la mayoria de los
virus estacionales HIN1 humanos y animales, estos cambios estan ausentes en la
mayoria de la poblacion viral pandémica (~1%; Tabla 7). Ademas de que se encontrd que
muy pocos de los virus pandémicos poseen alguno de los polimorfismos ancestrales, se
observd que solamente el virus A/swine/Mexico/4/2009 posee los cuatro cambios
distribuidos en cuatro genes. Es importante notar que estos cuatro polimorfismos se
distribuyen en los cuatro genes virales en cuyo andlisis filogenético, A/swine/4/Mexico/09
resulta en una rama basal al resto de los virus pandémicos.

Por otra parte, existe evidencia de que los polimorfismos encontrados no se deben
a un artificio originado por la adaptacion al crecimiento en huevo. En primer lugar, los
virus utilizados para este estudio que fueron crecidos en huevo no comparten los
polimorfismos encontrados en el aislado de origen porcino. En segundo lugar, las
mutaciones que son resultado de la adaptacion a crecimiento en huevo suelen alterar las
propiedades de unidn al receptor y ocurren principalmente en las proteinas HA y NA
(Gambaryan et al, 1999; Brookes et al, 2010; Mochalova et al, 2003; Matrosovich et al,
2004). Estas mutaciones se han caracterizado adecuadamente en dichos trabajos; por
ejemplo, se ha encontrado que las mutaciones presentes en los virus HIN1 crecidos en
huevo ocurren principalmente en las posiciones 190, 225, 226 163, 187, 189 de la
proteina HA. Cabe destacar que los virus de La Gloria tienen la mutaciéon Q226R, tipica
de la adaptacion a crecimiento en huevo. La mutacion Q226R se ha observado con
anterioridad en cepas de virus humanos H1N1 estacionales y pandémicos que se han
cultivado en huevo (Brookes et al, 2010; al Mochalova et al, 2003; al Matrosovich et al,
2004).

Los polimorfismos hallados apoyan la hipdtesis de que el aislado porcino
A/swine/4/Mexico/09 posee rasgos ancestrales no compartidos con otros virus

pandémicos, y sugiere que aunque el virus de origen porcino esta estrechamente
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relacionado con todos los otros virus pandémicos de 2009, éste podria pertenecer a un
linaje hermano que co-circuld junto con el linaje pandémico durante la fase inicial de la
pandemia. Es probable que este clado hermano se originara a partir de un evento de
transmision epizoonético de hombre a cerdo que ocurri6 de manera temprana, como se
ha descrito en trabajos previos (Wells et al, 1991; Shinde et al 2009). Sin embargo, dada
la deficiente vigilancia epidemiolégica y muestreo en las poblaciones virales porcinas en
México y en el mundo, la ausencia de otros virus tipo A/swine/4/Mexico/09 no nos permite

sostener dicha conclusion.

Muestra | Proteina (aa) | PA (407) HA (200) NP (53) NA (126)
Al/swine/4/Mexico/09 lle (1) Pro (P) Glu (E) His (H)

Val >99% | Ser >99% | Asp >98% | Pro >99%
A/H1N1/2009-2010 pdm

lle <1% Pro <1% Glu <2% His <1%

lle >94% | Pro>83% | Glu>99% | His >98%
Otros virus A/HIN1
Val <6% | Ser>15% | Asp <1% Pro <1%

Tabla 7. Polimorfismos Ancestrales en el Aislado Viral A/swine/4/Mexico /09

Polimorfismos en las proteinas HA, NA, NP y PA de A/swine/4/Mexico/09, conservados entre el
linaje de virus A/H1IN1 no pandémicos. Los polimorfismos estan presentes en aprox. el 1% de las

secuencias pandémicas.

1.3 ANALISIS EVOLUTIVO DE LOS VIRUS A/H3N2 ESTACIONALES DE MEXICO

De los virus secuenciados para la estacion 2002-2003, las muestras 756/2003, 2662/2003
y 2664/2003 fueron caracterizadas de manera previa como virus tipo A/Korea/770/2002,
(INDRE, CDC). Aunque se ha determinado que los virus tipo A/Korea/770/2002 y
A/Fujian/411/2002 son antigénicamente equivalentes, nuestro analisis filogenético de HA
y NA revela que estos virus se distinguen en dos clados definidos (Anexo, Fig. 6 y 7). El
clado Fujian se caracteriza por estar relacionado de manera cercana con la cepa
A/California/07/2004 y ser sensible a los amantadanos. Por otro lado, en el linaje Korea
agrupan los virus 940/2003, 756/2003, 835/2003, junto con los virus de referencia
Al/Yucatan/ME6057/3003, Al/Yucatan/844/2003 y el virus resistente a los amantadanos
A/HongKong/CUHK50895/2003.

De manera interesante, mientras que el gen HA del virus 2662/2003 corresponde a

virus del linaje Korea (como se caracterizé antigénicamente), la proteina NA corresponde
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a virus tipo Fujian. Este virus posee 6 de 8 genes de los virus tipo A/Panama/2007/99
(PB2, PB1, PA, NP, M1/M2 y NS1/NS2) (Anexo; Figuras 5, 6, 7 y 8). Asimismo, para el
gen NS1/NS2, el virus 2662 agrupa de manera cercana con virus porcinos de origen
euroasiaticos de 2004-2006. Esto sugiere que este virus se originé a partir de un evento
de rearreglo génico entre virus de distintas estaciones, y que el gen NS1/NS2 del virus
2662/2003 es de origen porcino, lo que podria indicar un evento de re-arreglo génico
entre cepas de origen humano y porcino (Anexo; Fig. 8). Por otro lado, el virus 2408/2005
también agrupa dentro del clado Korea en el analisis filogenético de HA y M, mientras que
en NA y NS1/2 pertenece al linaje-N. Asimismo, este virus tiene proteinas PB2, PB1, PA,
NP tipo A/Panamé&/2007/99, agrupando de manera cercana el virus 2662/2003 en estos
genes, lo que sugiere que este virus podria ser un rearreglante entre virus de tres
distintos linajes (Anexo; Figuras 5, 6, 7 y 8). Estos hallazgos son congruentes con algunos
trabajos previos que proponen que la evolucion de los virus de influenza es mas compleja
de lo que reflejan los modelos estandar de deriva antigénica. En las poblaciones pueden
persistir multiples linajes de virus antigénicamente diferentes, y los eventos de rearreglos
génicos son frecuentes, lo que contribuye de manera directa a la evolucion viral a largo
plazo (Holmes et al 2005, Nelson et al, 2008).

También, se encontré que el virus 2664/2003, aunque similar antigénicamente a
los virus tipo Korea, posee la mutaciéon S31N y agrupa dentro del linaje-N en el analisis de
cada uno de los genes virales, incluyendo HA (Anexo; Figuras 5, 6, 7 y 8). Por lo tanto,
pertenece al linaje-N. Esto es congruente con las observaciones de que los virus tipo
A/Wisconsin/67/2005 circularon desde 2003-2004, y confirma la estrecha relacion de los
virus del linaje-N con algunos aislados del 2003. Asimismo, la cepa de referencia
A/HongKong/CUHK50895/2003 agrupa en NA y HA dentro del clado Korea, mientras que
en M2 agrupa dentro del linaje-N, lo que es afin a la hipotesis de que los virus de este tipo
fueron los que dieron origen a la mutacion S31N en el linaje-N mediante un evento de
rearreglo génico.

Se identific6 previamente que los virus 29/2006, 2227/2005, 2246/2005 eran
antigénicamente similares a la cepa A/Wisconsin/67/2005, mientras que los virus
2112/2005, 2160/2005 y 2601/2005 a la A/California/07/2004. En el analisis filogenético
de los ocho genes virales (Anexo; Figuras 5, 6, 7 y 8), ninguno de estos virus agrupa
dentro del clado Fujian. En los arboles obtenidos con los genes HA y NA, se observa que
los virus 2270/2005, 2664 /2003, 25565/2009, 29/2006, 2112/2005, 2160/2005,
2227/2005, 2246/2005, 2601/2005 y 499/2008 agrupan dentro del linaje-N, mientras que
los virus 2640/2006, 2090/2007, 25216/2009, 25206/2009, 2362/2007 y 2250/2006
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pertenecen al clado ‘a’, que deriva del linaje-N. El clado ‘a’ se caracteriza por estar
relacionado de manera cercana con la cepa de vacunacion A/Brisbane/10/2007 y ser
resistente a los amantadanos, al poseer la mutacion S31N en la proteina M2. Los virus
2664/2003 y 25565/2009 pertenecen al linaje-N en todos sus genes, lo que sugiere que
los virus tipo A/Wisconsin/667/2005 llevan mas de 6 afios en circulacion, desde 2003
hasta 2009 (Anexo; Figuras 5, 6, 7y 8).

Finalmente, para observar el cambio en la frecuencia y distribucién de la mutacion
S31N a lo largo del tiempo y de la historia evolutiva de los virus H3N2 muestreados, se
proyectaron sobre el arbol de HA las secuencias que tienen el polimorfismo 31N,
detectadas en el alineamiento en aminoacidos de M2 (secuencias en rojo, Anexo; Fig. 5).
A partir de esto, podemos concluir, como se ha observado previamente, que la frecuencia
de la mutacién S31N ha ido en aumento a lo largo del tiempo. Desde 1999 hasta 2003, el
cambio S31N no estaba presente en la mayoria de los aislados (detectado en cinco virus,
dos de los cuales son de origen porcino), mientras que para los virus colectados en 2005
y en adelante, mas del 99% de los virus presentan el cambio. Asimismo, podemos
observar que a partir del surgimiento de virus tipo A/HongKong/CUHK50895/2003, la
frecuencia de S31N aumento considerablemente. La gran mayoria de los virus resistentes
a los amantadanos agrupa dentro de los clados A/Wisconsin/67/2005 (naranja) y
A/Brisbane/10/2007 (rosa). De manera contrastante, en los linajes Panama (azul), Korea

(verde), Fujian (amarillo), la proporcién de virus resistentes es minima (Anexo; Fig. 5).
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Figura 6. Linajes de los Virus H3N2 Secuenciados en base al Analisis de HA y NA

El siguiente esquema representa un linea del tiempo con los principales linajes virales H3N2 a los
gue pertenecen las muestras secuenciadas, en base al analisis filogenético de HA y NA. En este
trabajo, se encontr6 que a pesar de ser equivalentes antigénicamente,
A/Fujian411/2002 y A/Korea/770/2002 forman clados definidos. Cada linaje esta representado con
distintos colores; A/Panama2007/199 en azul, A/Fujian411/2002 en verde, A/Korea/770/2002 en
verde aqua, A/California/07/2004 en amarillo, el linaje-N, o virus tipo A/Wisconsin/67/2005 en
naranja y los linajes ‘a’ tipo A/Brisbane/10/2007 en rosa y ‘b’ tipo A/California/UR06-0589/2007 en

morado. ‘La prevalencia en la resistencia a amantadanos aumenté de un 8.2% en 2002 a un

73.8% en 2004-2005 (CDC).
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Figura 7. Eventos de Rearreglos Génicos entre los Virus H3N2 Secuenciados

El siguiente esquema representa una linea del tiempo con los principales linajes virales H3N2. Las
flechas punteadas en negro, indican los eventos de rearreglos génicos que dieron lugar a los
diferentes segmentos génicos de los virus analizados en este trabajo (A/Mexico/2662/2003 vy
A/SanLuisPotosi/2408/2005). La flecha punteada en rosa indica que la identidad antigénica de los
virus A/Mexico/2664/2003, 2112/2005, 2160/2005 y 2601/2005 no coincide con su identidad
evolutiva, pues estos fueron caracterizados como similares a la cepa A/California/07/2004, pero
pertenecen al linaje-N en el andlisis filogenético de sus genes. Cada linaje esta representado con
distintos colores; A/Panama2007/199 en azul, A/Fujian411/2002 en verde, A/Korea/770/2002 en
verde aqua, A/California/07/2004 en amarillo, el linaje-N, o virus tipo A/Wisconsin/67/2005 en
naranja y los linajes ‘a’ tipo A/Brisbane/10/2007 en rosa y ‘b’ tipo A/California/UR06-0589/2007 en
morado. ‘La prevalencia en la resistencia a amantadanos aumenté de un 8.2% en 2002 a un
73.8% en 2004-2005 (CDC).
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CONCLUSIONES

|. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

En total, se obtuvieron quince muestras de virus A/H1N1/2009 pandémicos
humanos y un aislado porcino, que se colectaron en diferentes puntos de la republica
Mexicana durante la pandemia de A/H1N1/2009. Se obtuvieron veintitn aislados clinicos
adaptados a cultivo para los virus H3N2, que se colectaron en un periodo de ocho afios
en distintos lugares de la Republica Mexicana. Algunos de los virus tipo H3N2 se
caracterizaron antigénicamente de manera previa en el INDRE/CDC. En este trabajo, se
probaron cuatro diferentes métodos para la preparacion de bibliotecas para secuenciacion
masiva (Solexa, lllumina), con el fin de tratar de enriquecer el material inicial, y asi poder
maximizar la cobertura y resolucion en el proceso de secuenciacion. Se comprobo que los
cuatro meétodos son efectivos para obtener la secuencia gendomica completa del virus de
influenza. El método a utilizar debe seleccionarse en relacion a la cantidad de RNA inicial
en la muestra, y sobre todo en la calidad del producto obtenido de la amplificacion del

genoma por M-RTPCR.

Il. VIRUS A/HIN1 PANDEMICOS

A partir de las secuencias obtenidas, se llevd a cabo andlisis filogenético de los virus
A/H1N1/2009 pandémicos con meétodos robustos como el criterio de maxima verosimilitud
y analisis bayesiano, y se buscaron en las secuencias de las muestras los marcadores
moleculares distintivos para cada Cluster y sub-clado descritos anteriormente. A partir de
ésto se determind que los virus con fechas de coleccidn temprana agrupan dentro del
Cluster 1/ sub-clado 2. Por otro lado, se observo que la mayoria de los virus colectados
en México con fecha de coleccion tardia, agrupan entre el sub-clado 7 del Cluster 2. Las
muestras que pertenecen al sub-clado 7 tienen la mutacion 1123V en la proteina NS1,
220T en HA y V06l en NA, que definen a dicho sub-clado. La distribucion de los
marcadores moleculares de Clusters y sub-clados en las secuencias coincide con el
analisis filogenético.

Al hacer andlisis filogenético y darle polaridad a las topologias, se observa con
valor de soporte alto en los arboles, que el aislado porcino A/swine/4/Mexico/09
representa una rama basal para el resto del clado pandémico en cuatro genes virales

(HA, NA NP y PA). Por otro lado, el virus de La Gloria, parecen descender del aislado
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porcino, formando juntos un clado basal para el resto de las cepas pandémicas. El
analisis genético demostré que A/swine/4/Mexico/09 posee rasgos moleculares
ancestrales no compartidos con otros virus A/H1N1/pandémicos, pero ampliamente
conservados entre el linaje de virus HIN1 estacionales, sin importar el origen animal, afio
o lugar de coleccidn. Esto sugiere que aunque el aislado de cerdo esta estrechamente
relacionado con los demas virus pandémicos de 2009, podria pertenecer a un linaje
hermano que co-circulé con el clado pandémico en cerdos durante la fase inicial de la

pandemia.

[ll. VIRUS A/H3N2 ESTACIONALES

Una cuestion fundamental que permanece sin resolver es si la evolucién de los virus
H3N2 en las epidemias es consecuencia de la persistencia de virus a niveles bajos, 0 Si
los linajes epidémicos se originan a partir de cepas semillas que salen de regiones
especificas cada afio. Para observar el patron evolutivo de los virus H3N2 que han
circulado en México, se secuenciaron varios aislados de virus tipo H3N2 adaptados a
cultivo y se hizo analisis filogenético bajo el criterio de maxima verosimilitud. A partir del
analisis evolutivo se encontré que algunos aislados, como el 2662/2003 y 2408/2005, se
originaron por multiples eventos de re-arreglos génicos entre cepas de distintos linajes.
Asimismo, el virus 2662 agrupa de manera cercana con virus porcinos de origen
euroasiaticos de 2004-2006 en el gen NS1/NS2. Esto sugiere que el gen NS1/NS2 en el
virus 2662/2003 es de origen porcino, y podria indicar una vez mas un evento de re-
arreglos geénicos entre cepas de origen humano y porcino. Asimismo, otros virus como
2664/2003 y 25565/2009 pertenecen al linaje-N, lo que sugiere que los virus de este linaje
llevan mas de 6 afios en circulacion. Nuestros hallazgos apoyan las observaciones
previas que proponen que la evolucion de los virus de influenza es mas compleja de lo
que reflejan los modelos estandar de deriva antigénica. Mdultiples linajes de virus
antigénicamente diferentes pueden persistir en las poblaciones, mientras que los eventos
de rearreglos génicos son frecuentes y contribuyen de manera directa a la evolucion viral

a largo plazo (Holmes et al 2005, Nelson et al, 2008).
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ANEXO
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0.05 Fig. 1

Figura 1. Clusters y Sub-Clados de los Virus A/H1N1/2009 Pandémicos

Arbol filogenético obtenido por analisis Bayesiano (MCC) de los ocho genes virales concatenados,
donde se observa la agrupacion de distintos virus A/H1N1/2009 pandémicos en siete diferentes
sub-clados. Los sub-clados dentro del Cluster 1: sub-clado 1-Azul Claro, sub-clado 2-rojo, sub-
clado 3-amarillo, sub-clado 4-verde. Los sub-clados dentro del Cluster 2 o New York: sub-clado 5-
morado, sub-clado 6-naranja, sub-clado 7-café. El Cluster 1 esta marcado en rojo, mientras que el
Cluster 2 en negro. (Modificado de Nelson et al, 2009).
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Figura 2. Los Virus A/H1N1/2009 Pandémicos Secuenciados agrupan en distintos Sub-

Clados.

Arbol filogenético de 58 secuencias de HA y NA concatenadas de virus pandémicos A/H1N1/2009
del mundo, incluidas las muestras secuenciados en este trabajo. El arbol se obtuvo bajo Maxima
Verosimilitud (ML, GRT+I+G). Se observa (con el mismo codigo de color del arbol de la Figura 7),
la distribucion de los virus en los siete diferentes sub-clados.
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Figura 3. A/swine/4/Mexico/09 es Basal a Otros Virus Pandémicos en el Analisis
Filogenético de los Genes HA, NA, NPy PA .

Arboles filogenéticos de cincuenta y cinco secuencias virales del linaje pandémico 2009-2010,
incluidos el aislado porcino A/swine/4/09 y los virus de La Gloria. Los arboles estan enraizados
con virus H1N1 porcinos triple rearreglantes (HA, NA, NP) o con virus de origen aviar (PA). Cada
arbol se obtuvo bajo Maxima Verosimilitud (ML, HKY85 + G, aLRT como valor de soporte para
nodos divergentes). Los valores de soporte para los nodos divergentes entre la cepa
A/swine/4/Mexico/09 y el resto de los virus pandémicos son los siguientes: HA, aLRT = 1,0; NA
aLRT =1,0; aLRT NP =1.0; aLRT PA=1.0.
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Figura 4. A/swine/4/Mexico/09 es basal a otros Virus Pandémicos en el Analisis Filogenético

De Los Genes HA y NA Concatenados

Arbol filogenético de maxima credibilidad (MCC) de 55 secuencias virales pandémicas de 2009-
2010 (BEAST, modelo SRD06 bajo UCLD). Los virus de La Gloria y el aislado porcino
A/swine/4/09 se incluyeron en el analisis. El arbol esta enraizado con virus HIN1 triple
rearreglantes de origen porcino (clado marcado con linea punteada). Una topologia alterna fue
obtenida bajo el criterio de Maxima Verosimilitud (ML, HKY85 + G, aLRT como el soporte). El valor

de soporte para los nodos claves esta incluido en probabilidad posterior (PP:1) y en aLRT:1.
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Figura 5. Evolucion de los Virus H3N2 basado en el Analisis de HA.

Arbol filogenético de 125 secuencias de virus tipo H3N2 construido bajo el criterio de Maxima
Verosimilitud (ML, GTR+I+G); las 21 cepas mexicanas secuenciadas en este trabajo fueron
incluidas. Cada clado esta representado con un color distinto, y las cepas de referencia que
definen a cada clado estdn marcadas en azul. Las secuencias en negro corresponden a virus
sensibles a amantados (S en la posicion 31 de M2), mientras que las secuencias en rojo
corresponden a virus resistentes a amantados (N31 en M2). El arbol estd enraizado por punto

medio para mayor claridad.
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Figura 6. Evolucion de los Virus H3N2 basado en el Analisis de NA.

Arbol filogenético de 125 secuencias de virus tipo H3N2 construido bajo el criterio de Maxima
Verosimilitud (ML, GTR+I+G); las 21 cepas mexicanas secuenciadas en este trabajo fueron
incluidas. Las cepas de referencia que definen a cada clado estan marcadas en azul, las de origen
aviar en morado y de origen porcino en naranja. Las secuencias en rojo corresponden las cepas
mexicanas de este trabajo, mientras que cepas en verde corresponden a virus de referencia
colectados en México en afios previos (A/Yucatan/ME6057/2003, A/Yucatan/844/2003). El arbol

esta enraizado por punto medio para mayor claridad.
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Figura 7. Evolucion de los Virus H3N2 basado en el Andlisis de PB2, PB1, PAy NP

Arbol filogenético de 125 secuencias de virus tipo H3N2 correspondientes a los genes PB2, PB1,
PA y NP construido bajo el criterio de Maxima Verosimilitud (ML, GTR+I+G). Las 21 cepas
mexicanas secuenciadas en este trabajo fueron incluidas. Las cepas de referencia que definen a
cada clado estan marcadas en azul, las de origen aviar en morado y de origen porcino en naranja.
Las secuencias en rojo corresponden las cepas mexicanas secuenciadas en este trabajo,
mientras que cepas en verde corresponden a virus de referencia colectados en México en afos
previos (A/Yucatan/ME6057/2003, A/Yucatan/844/2003). El arbol esta enraizado por punto medio

para mayor claridad.
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Figura 8. Evolucion de los Virus H3N2 Basado en el Analisis de M1/M2 y NS1/NS2.

Arbol filogenético de 80 secuencias (gen M1/M2 ) y 125 secuencias (gen NS1/NS2) de virus tipo
H3N2, construido bajo el criterio de Maxima Verosimilitud (ML, GTR+I+G); las 21 cepas
mexicanas secuenciadas en este trabajo fueron incluidas. Las cepas de referencia que definen a
cada clado estan marcadas en azul, las de origen aviar en morado y de origen porcino en naranja.
Las secuencias en rojo corresponden las cepas mexicanas secuenciadas en este trabajo,
mientras que cepas en verde corresponden a virus de referencia colectados en México en afios
previos (A/Yucatan/ME6057/2003, A/Yucatan/844/2003). El arbol esta enraizado por punto medio
para mayor claridad.
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