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1. INTRODUCCION

1.1 Definicion e historia de la Influenza A

La “Influenza o gripe” es una enfermedad respiratoria causada por el virus de la familia
Orthomixoviridae (Orthos “estandar, correcto” y myxa que significa “moco, mucosidad”), el
cual se divide en 5 tipos: Influenza A, B, C, el género Thogotovirus y el género Isavirus
(Talledo y Zumaeta, 2009). Los principales brotes de Influenza en los humanos se relacionan
con el tipo A y B, sin embargo, son principalmente los virus de Influenza tipo A
pertenecientes a los linajes humano, porcino, aviar, y sus subtipos derivados los causantes de
grandes pandemias y epidemias estacionales humanas, tendiendo a variar constantemente con
el tiempo circulando por todo el mundo a través de migraciones humanas y animales,
favorecido por la globalizacion, pobreza, hacinamiento, conflictos sociales y cambio climético
(Osores Plengue et al, 2009).

El significado de la palabra Influenza segun algunas referencias tiene varios origenes europeos
que van del siglo XVI al XVIII, el mas conocido y comln es dado por el Papa Benedicto XIV
el cual atribuye el término latin influentia porque se creia que las epidemias eran
“influenciadas por las estrellas”, estrictamente es “influencia”, que significa accién o presion
gue ejerce una cosa sobre una persona o sobre otra cosa. También se sostiene que otro posible

origen es la expresion de influenza di freddo, o sea, por la “influencia del frio”.

En Italia en el afio 1742 se present6 un fuerte brote de catarro, al que se le denominé influenza
di cattarro, extendiéndose por toda Europa, y se le abrevio el nombre a “influenza”, que
posteriormente es adoptado en una forma abreviada al inglés flue que para finales del siglo
XI1X se deriva simplemente en flu. También surge el término “gripe” del francés grippe cuyo
significado es capricho o deseo repentino, 6 también se le atribuye al franciscano “gripan” que
significa “atrapar”. El primer registro de esta palabra en el espafiol es el afio 1895 en
Torquemada y San Pedro de Benito Pérez Galdos (Xicohténcatl Palacios et al, 2009; Osores
Plengue et al, 2009).



Desde tiempos antiguos se han hallado registros de epidemias con caracteristicas clinicas de
Influenza (tiempos de HipGcrates, 412 a. C.), también existen registros que datan de 1173 que
han sido tomadas como las primeras descripciones probables de una epidemia de Influenza. La
primera pandemia claramente registrada se origind en Asia Menor en el afio de 1580, se
extendié en aproximadamente seis semanas a Africa, Europa y América. Se presentd en dos
oleadas, la primera en verano y la segunda en otofio, la mortalidad fue alta en Roma, murieron
9 000 personas, y en Espafia todas las ciudades quedaron casi despobladas (Xicohténcatl
Palacios et al, 2009; Osores Plengue et al, 2009).

En los siguientes siglos, se reportaron importantes pandemias de Influenza en los afios 1729,
1789, 1830 y 1889, ésta ultima del siglo XIX denominado Influenza asiatica 6 Influenza A
H2N2 que dejo un estimado de 1 millon de muertos. En el siglo XX se presentaron 3
pandemias mucho mas severas que las anteriores: 1918, Influenza A HIN1 0 gripe espafiola,
se habla de un rango de 20 - 100 millones de muertos; 1957, Influenza A H2N2 6 gripe
asiatica, con 1 - 1.5 millones de muertos; 1968, gripe de Hong Kong, con un saldo de
750000 - 1000000 de muertos. En 1997 se registra una amenaza de pandemia con la llegada
de la “gripe aviar”, en Hong Kong donde se reportaron 18 casos de los cuales 6 murieron y
casos aislados en el Sur de China en 2003 y Paises Bajos en 2004, el responsable es la cepa de

Influenza A H5N1; 1999 se registraron dos casos de Influenza aviar HON2 en Hong Kong.

En Marzo de 2009 se comienzan a registrar casos de una gripe atipica para la temporada de
primavera en México y Estados Unidos, los estudios realizados al agente infeccioso confirman
una nueva cepa de Influenza A HIN1 de origen porcino y el 11 de Junio de 2009 se declara la
primera pandemia del siglo XXI. Para el 6 de Julio de 2009, se han confirmado 94512 casos y

429 muertes en 120 paises y sus diferentes territorios (Xicohténcatl Palacios et al, 2009).



1.2 Elvirus Influenza tipo A
El virus de la Influenza es una estructura esférica 6 pleomdrfica que tiene un diametro
aproximado de 80 a 120 nm; es un virus envuelto por una bicapa lipidica en la cual incorpora
un nimero variable de proteinas, posee una proteina de matriz que le da la forma esférica y
dentro de ella tiene un genoma de 8 segmentos independientes en forma de nucleoproteina
asociados a un complejo enzimatico para la replicacion y transcripcion (Figura 1)
(Fauquet et al, 2005). De acuerdo a la clasificacion de Baltimore, se encuentra en el grupo V:

genoma compuesto de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa.

La composicion de las particulas virales es de aproximadamente 1 % de RNA, 5 - 8 % de
carbohidratos, 20% de lipidos y 70 % de proteinas (Talledo y Zumaeta, 2009); son sensibles al
calor, solventes lipidicos, detergentes no idnicos, formaldehido, radiaciones y agentes

oxidantes (Fauquet et al, 2005).

Influenza A virus
| : (—Pb2
RNA t— PR

| a PA

Figura 1. Estructura general del virus de la Influenza A. Se observan los 8 segmentos
ribonucleoprotéicos asociados a polimerasas, la proteina de matriz, las proteinas superficiales: la
Hemaglutinina, Neuraminidasa y la proteina M2. Las proteinas no estructurales (NS): la NS2 se
encuentra asociado con la proteina de Matriz y la NS1 que s6lo se encuentra en las células
infectadas. Tomado de: Knipe et al, 2001.



1.2.1 Envoltura

Es una bicapa lipidica compuesta de colesterol, lipidos saturados y lipidos no saturados
procedentes de la membrana citoplasmética de la célula respiratoria a partir de la cual se
origind y constituye el 20 % de la composicion total del virus (Zarate-Segura, 2010). En la
misma se encuentran ancladas tres proteinas proyectadas radialmente hacia el exterior: la
hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y la proteina M2 que sirve como canal i6nico. La
envoltura es esencial para la viabilidad del virus, y ain con ella son virus muy susceptibles a la
desecacién ambiental, por eso su actividad infectiva no dura por largos periodos
(McCaughey, 2010).

1.2.2 Genoma

El genoma del virus de la Influenza A consiste de 8 segmentos lineales de RNA de cadena
Unica de polaridad negativa (3'— 57) (Figura 2). Si se toma en cuenta los 8 segmentos como si
fuera uno solo tendria 13588 a 13600 nt, cada segmento codifica para una proteina, excepto
los segmentos 2, 7 y 8 que codifican para dos, teniendo un total de 11 proteinas (Polo-
Gamboa, 2009; Talledo y Zumaeta, 2009). La singular forma del genoma del virus de
Influenza A hace que el virus adquiera nuevos subtipos antigénicos causantes de grandes
pandemias ya que los segmentos pueden mezclarse al azar con segmentos de otros subtipos de
Influenza A dentro de una misma célula presentandose el fendmeno de reordenamiento
genético (McCaughey, 2010).
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Figura 2. Estructura genémica de los virus de la Influenza A. Se muestran los ocho segmentos
que conforman el genoma y la longitud de los mismos, asi como el nimero de transcritos, longitud
y peso molecular de las proteinas codificadas por cada uno. Modificado de: URL No. 4.

1.2.3 Nucleoproteina

Se encuentra asociado al genoma viral que en conjunto se le denomina ribonucleoproteina
(RNP), una estructura con un PM de 56 101 Da y 498 aa, es codificada por el segmento 5 de
1565 nt (Fauquet et al, 2005; Knipe et al, 2001). Su estructura tiene forma helicoidal y
envuelve la columna vertebral de azlcar-fosfato del RNA, sin embargo éste no se encuentra
dentro de la NP si no que este se encuentra en la parte externa rodeando a la NP, por lo que es
sensible a RNAasas. Aproximadamente cada 20 nucleotidos interactia una molécula de NP
sin ninguna secuencia especifica. Su funcion es presentar algunas bases del RNA de una
manera accesible a las polimerasas para que estas puedan empezar la transcripcion sin la
necesidad de alterar la conformacion de la RNP, también tiene la funcidn de evitar paradas en
los transcritos de las polimerasas (Baudin et al, 1994; Mendoza G, y Vielma A. 2009). La NP
es uno de los antigenos especificos para distinguir entre los tipos de Influenza A, By C
(Knipe et al, 2001).



1.2.4 Polimerasa
Las polimerasas son un heterotrimero formado por las proteinas PB1, PB2 y PA; son
codificados por los segmentos mas largos de RNA, los segmentos 1 y 2 de 2341 nt, codifican
la PB2 (de 87 kDa y 759 aa), PB1 (de 96 kDa y 757 aa) respectivamente y el segmento 3 de
2 233 nt codifica para la PA (de 85 kDa y 716 aa) (Knipe et al, 2001). Se localizan a un
costado de la RNP de cada segmento del RNA viral como un complejo unido por
aproximadamente 2 mondmeros de NP (Martin-Benito et al, 2001).

Las polimerasas son responsables de la replicacién y transcripcién del genoma viral dentro del
nacleo celular donde: la PB1 tiene actividad polimerasa en la adicion secuencial de
nucledtidos utilizando un capuchén 5° metilado (13 - 15 nt) de los pre-RNA mensajeros
celulares como iniciador (actividad endonucleasa). La PB2 tiene la actividad de unir el
capuchon “robado” del mRNA celular con la molécula de mRNA viral. La PA actualmente no
se le ha asociado una funcién especifica, solo se ha reportado que tiene una relacion en la

replicacion y transcripcion (Xicohténcatl Palacios et al, 2009; Resa-Infante et al, 2011).

1.2.5 Proteina M1

La proteina de matriz o proteina M1 es codificada por el segmento 7 de 1027 nt junto con la
proteina M2 y tiene un PM de 28 kDa. Es la estructura mas abundante con unas 3 000
moléculas por particula viral, su funcién es de darle rigidez a la envoltura, forma al virion,
proteger a las RNP de los agentes externos y liberarlos hacia el citoplasma después del
desnudamiento en su camino al nacleo celular. Se localiza justo debajo de la envoltura viral
interactuando por un lado con los tallos de las glicoproteinas de superficie y por el otro con las
RNP vy la proteina NS2. Una sola mutacion de la M1, puede producir la transformacion de
particulas filamentosas a particulas esféricas (Fauquet et al, 2005; Xicohténcatl Palacios et al,
2009).



1.2.6 Proteina M2
Es una pequefia proteina integral de membrana que atraviesa de lado a lado a la bicapa
lipidica, el segmento 7 de 1027 nt del genoma del virus tiene la informacion para codificar
esta proteina la cual se ha observado que tiene un PM de 11 kDa y 97 aa (Fauquet et al, 2005).

La forma nativa de la proteina M2 es un homotetramero que consiste en un par de dimeros
enlazados por puentes disulfuro o tetrdmeros enlazados por puentes disulfuro (Fauquet et al,
2005; Knipe et al, 2001), tiene tres dominios: en la orientacion N-terminal que es la parte
expuesta al exterior del viridn, estd compuesta por 24 residuos; la parte TM tiene 19 residuos y
la orientacién C-terminal, parte orientada hacia el citoplasma esta compuesta por 54 residuos.
Su presencia en la envoltura viral es muy escasa (alrededor de 20 - 60 moléculas por particula
viral) y no es facilmente identificada mediante el microscopio electronico. Su funcion es la de
transportar protones a través de la membrana viral, reduciendo el pH en el interior del virion
cuando éste se encuentra dentro de la vesicula para facilitar la disociacion de las RNP de la
proteina M1 preparandolo para el desnudamiento y equilibra el pH del lumen del aparato de
Golgi con el del citoplasma para evitar que las hemaglutininas sintetizadas dentro de la célula
no cambien de conformacion durante su traslado hacia la superficie de ésta. Sélo los virus de
Influenza tipo A tienen este tipo de proteina, caracteristica importante para diferenciarlo de

otros tipos de Ortomixovirus (Fauquet et al, 2005; Betakova, 2007).

1.2.7 Proteinas no estructurales
Son codificadas por el segmento 8, el méas pequefio de todos con 890 nt, codifica la proteina
NS1 de 27 kDay la NS2 o NEP de 14 kDa (Knipe et al, 2001).

La proteina NS1 es expresada en grandes cantidades en las células infectadas, pero no ha sido
detectada en los viriones, tiene una pequefia secuencia rica en residuos de leucina que media la
exportacion nuclear de proteinas, también es un excelente modulador de la respuesta inmune e
interfiere con el procesamiento del mMRNA del hospedero facilitando el procesamiento del
MRNA viral. La proteina NS2 esta asociada a la proteina M1 cuya funcién es la de guiar a las
RNP hacia al nacleo después del desnudamiento por las sefiales de exportacion nuclear (NES)

que posee (Xicohténcatl Palacios et al, 2009; Luchsinger, 2009).



1.2.8 Hemaglutinina
Es la proteina més numerosa de las que se encuentran en la envoltura (entre 350 a 500
moléculas por particula viral). Es codificada por el segmento 4 de 1 778 nt, sintetizada
inicialmente en los ribosomas como un Unico precursor polipeptidico (HAQ) de 562 a 566 aa
(PM aproximadamente 76 kDa), por accion de proteasas intracelulares es procesado en dos
subunidades: HAL (PM cerca de 47 kDa) y HA2 (PM Cerca de 29 kDa), posteriormente es
trasladado al lumen del ER y aparato de Golgi donde es glicosilada por mas de 7 cadenas de
oligosacéridos agregadas al hectodominio, y esterificada por tres residuos de palmitato via
enlace tioéter al extremo C-terminal en los residuos de cisteina (Knipe et al, 2001). Su
estructura es un homotrimero cilindrico de dos proteinas con uniones por puentes disulfuro de
135 A de largo por 40 - 60 A de diametro (Figura 3-A), se divide en 3 zonas: un hectodominio
de 512 residuos, un dominio TM de 27 residuos y un tallo citoplasmatico de 10 residuos. La
proteina madura reconoce al &cido sialico de la célula susceptible, para que el virus pueda ser
endocitado y llevado dentro de una vesicula. La acidificacion de la vesicula induce un cambio
conformacional en la HA exponiendo regiones con mucha afinidad por la membrana de la
vesicula, seguido por una fusion de ambas membranas y la liberacion de las RNP del virus

hacia el citoplasma de la célula infectada (Figura 3-B) (Betakova, 2007; Knipe et al, 2001).

Al estudiar cepas de virus aviares virulentas y apatdgenas se encontro que el sitio de corte de
la HA se encuentra en un bucle expuesto en el HAO; en particulas virales apatogenas, la HA
contiene al menos dos amino&cidos basicos del tipo lisina y arginina en la region terminal de
la HAL adyacente al sitio de corte, de tal forma que la HA solo se corta por proteasas como la
tripsina, que son secretadas en el tracto intestinal o respiratorio 6 ambos sitios, de manera que
solo se producen infecciones localizadas, lo que resulta en una enfermedad leve o
asintomatica. En cambio, las cepas virulentas que presentan mutaciones puntuales generan
sustituciones e inserciones de multiples aminoacidos basicos (arginina y lisina) en el extremo
carboxilo terminal de la HA1, permitiendo que proteasas celulares, tales como la furina
(plasmina), enzima comun en todo el cuerpo, reconozcan multiples sitios con aminoacidos
basicos capaces de procesar a la HA, lo que significa que la cepa tiene la posibilidad de
infectar todo tipo de tejidos, lo que lleva a una infeccién sistémica (Garcia Garcia y Ramos,
2006; Xicohténcatl Palacios et al, 2009).
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En la naturaleza, hay por lo menos 16 diferentes subtipos de HA, solo los subtipos H1, H2 y

H3 han sido reconocidos en virus capaces de transmitirse entre humanos y mas reciente se han

documentado casos de los subtipos H5, H7 y H9 (McCaughey, 2010).
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Figura 3. Hemaglutinina de los virus de Influenza tipo A. A: Representacion grafica de la HA
se aprecian las tres subunidades de la proteina. B: Cambio conformacional de la HA dentro del
endosoma. Se representan los tres cambios conformacionales de la proteina con el fin de fusionar la
membrana viral con la del endosoma favoreciendo la liberacion de las RNP hacia el citoplasma.
Tomado de URL No.1.

1.2.9 Neuraminidasa
Es codificada por el segmento 6 de 1413 nt, el cual codifica un polipéptido de 453 aa (PM
cerca de 220 kDa). Tiene una estructura homotetramerica con actividad enzimatica en la parte
superior que hidroliza el acido sidlico entre la membrana celular y las particulas virales,
también permite el transporte de las mismas a través de la capa de mucina presente en el tracto
respiratorio lo que facilita su diseminacion sobre las células epiteliales. Con respecto a la HA,
la NA se encuentra en una proporcién de 4:1 o 5:1 por virion, las dimensiones de diametro y

longitud son similares a la HA (Knipe et al, 2001; Xicohténcatl Palacios et al, 2009).



1.3 Ciclo de Replicacion
El proceso de replicacion comienza con la entrada del virus al hospedero a través del tracto
respiratorio. Al llegar a las células epiteliales, la HA del virus reconoce el receptor
a-2,6 &cido sialico de la membrana plasmética; una vez unido receptor-contrareceptor, la
particula viral es transportada al citoplasma por medio de vesiculas recubiertas con clatrina.
Dentro del endosoma el pH acido (pH 5) activa los canales ionicos virales que permiten la
entrada de protones acidificando el interior del virus y preparandolo para su disociacién
(proteina M1 de las RNP), también la HA empieza a presentar cambios conformacionales y el
rompimiento del precursor HO; una vez logrado presentar las caracteristicas antes
mencionadas la HA logra unir la membrana vacuolar con la membrana viral y se liberan
finalmente las RNP. Estas se dirigen al ntcleo por medio de proteinas de localizacion nuclear
y por la proteina NS2 donde se llevaran los procesos de replicacion y transcripcion.
Posteriormente los mMRNA virales salen del nicleo y se traducen. Las nuevas proteinas recién
sintetizadas en los ribosomas (NP, PB2, PB1, PA M1, y NS2) se dirigen al nucleo para unirse

con las nuevas hebras de ssSRNA (-) y ensamblarse.

Las proteinas HA y NA después de ser sintetizadas en el ER rugoso, son transportadas hacia la
membrana celular via aparato de Golgi incorporando en su transito carbohidratos a sus
cadenas laterales, aqui también la proteina M2 se une a la membrana celular (Figura 4);
finalmente salen por budding o “gemacion” llevandose consigo una fraccion de membrana
celular y se liberan por la accion de la NA que hidroliza la union del HA con los receptores de

a-2,6 acido sialico celulares evitando su aglomeracion.
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Figura 4. Esquema del proceso de replicacion del virus de la Influenza.Tomado de: Polo-
Gamboa et al, 2009.

1.4 Variacion genética
Los virus de Influenza A son uno de los grupos virales que muestran el mayor nidmero de
mutaciones acumuladas a través del tiempo, fendmeno conocido como “deriva génica”, la cual
es un proceso constante en los genomas de los virus de Influenza A y resulta en la seleccion de
nuevas variantes virales. Debido a que la tasa de mutacion es alta, s6lo una minima fraccion de
las copias son idénticas a las parenterales. Asi, se genera en la progenie de este virus una
gamma de genomas parecidos pero no clonales (idénticos), denominados
quasiespecies. Debido a esto una buena porcion de la progenie pueden ser particulas
defectuosas y al paso de algunos afios se extinguen tras acumular maltiples incompatibilidades
con la funcionalidad de sus proteinas conocido como la “catastrofe del error”, mientras por
otro lado una nueva variante apta a las condiciones predominantes se selecciona, incluyen la

presion por las defensas del hospedero (Xicohténcatl-Palacios et al, 2009; McCaughey, 2010).
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1.4.1 Derivado antigénico (antigenic drift)
Los cambios puntuales en algunas zonas de la HA y de la NA producto de las mutaciones se le
denomina “derivado antigénico” (antigenic drift). Estas mutaciones se acumulan geografica y
temporalmente disminuyendo su similitud antigénica entre las antiguas y las nuevas cepas
circulantes ocasionando brotes epidémicos locales (Luchsinger, 2009). De esta manera se
explica que la evolucion de los genes que codifican para las proteinas de superficie sea mas
rapida que en los genes de las proteinas internas (Mendoza G. y Vielma A., 2009).

La tasa de error que exhibe la RNA polimerasa es de 1x10° a 1x10®, es decir, introduce una
mutacion por cada 10 000 o 100 000 nucleotidos copiados, debido a su baja fidelidad de
copiado, ademas se adiciona la incapacidad de corregir dichos errores (edicién) por lo que las
mutaciones se van acumulando en la secuencia, provocando cambios puntuales en las
proteinas del virus (Xicohténcatl Palacios et al, 2009). La variacion en la HA (H1) y NA
ocurre en el orden de 4x10” sustituciones nucleotidicas por sitio cada afio (lo cual se traduce
en una variacion cercana al 1 % de la secuencia en amino&cidos de la HA en un afio)
(Mendoza G. y Vielma A., 2009), mientras la variacién de la HA (especificamente en el
dominio HA1) del subtipo H3 es 6.7x10° mutaciones por sitio cada afio. Dichas mutaciones se
pueden presentar como sustituciones de nucleotidos, inserciones o bien deleciones, las cuales

ocurren también en cada uno de los ocho segmentos gendmicos del virus.

La mayoria de las mutaciones ocurren en virus de Influenza de aves acuéaticas permaneciendo
silenciosas, es decir, no originan cambios en los aminoacidos codificados, sin embargo al
transmitirse a otras especies, las mutaciones acumuladas generan cambios biologicos
diferentes en la progenie viral, confiriéndole adaptacion e infeccion en las especies diferentes,
evasion al sistema inmune en especies habitualmente infectadas, la emergencia por la presion
selectiva de variantes resistentes a los agentes antivirales o con tropismos celulares diferentes,
todo lo anterior con la constante modificacion en la patogénesis viral (Xicohténcatl Palacios et
al, 2009).
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1.4.2 Cambio antigénico (antigenic shift)

El reordenamiento genético (genetic reassortment) es la capacidad que tienen los segmentos
de RNA de dos subtipos diferentes de Influenza de reordenarse entre si durante el ensamble en
una sola particula viral dentro de una célula infectada para formar un nuevo subtipo de
Influenza con propiedades antigénicas diferentes. Algunas de estas reasociaciones le pueden
conferir al virus ventajas para infectar a otras especies, y en general sustituyen a alguno de los
virus que le dieron origen, como ocurrié en las pandemias de 1957 y 1968 donde un nimero
de segmentos gendmicos se reordenaron con genomas de virus de origen no humano
(Figura 5); a este proceso se le denomina “cambio antigénico” o shift (Garcia-Garcia y Ramos,
2006; Greenbaum et al, 2012).

El reordenamiento genético ha sido el verdadero causante de la aparicion de los diferentes
subtipos virales a lo largo de la historia conocida de los virus de Influenza en humanos y
animales y de las diferentes pandemias que ha sufrido la humanidad, los animales inferiores y
las aves. En principio, se piensa que el cambio antigénico ocurre cuando un virus de un ave
silvestre infecta a un humano. No obstante, los virus de Influenza, al igual que la mayoria de
virus, tienen un rango de hospedero limitado a individuos de la misma especie, lo que hace
que ni siquiera pueda infectar a las aves de otras especies, menos aun a miembros de otras
clases. Por lo tanto, el virus tiene que pasar obligadamente por un proceso de mutacion

progresiva antes de dar el salto a los humanos (Talledo y Zumaeta, 2009).

Por otra parte, estudios en la base de datos de secuencias y experimentos in vitro han
demostrado que los reordenamientos gendmicos entre cepas no ocurren de forma aleatoria. Al
ser asi se limita el namero de reasociaciones funcionales posibles y se reduce el nUmero de
variantes virales potencialmente patdgenas (Xicohténcatl Palacios et al, 2009). Cada tipo de
cepa y el ambiente celular pueden influenciar en la recombinacion, asi que pareceria imposible
predecir si una nueva cepa pandémica puede formarse. Sin embargo no todas las
recombinaciones pueden ocurrir o sobrevivir (Greenbaum et al, 2012). La alta frecuencia de
reordenamiento es la caracteristica de los virus de Influenza A, B y C pero no se ha encontrado

indicios de que estos tres tipos reordenen sus genes (Knipe et al, 2001).
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Si los virus generados por estos mecanismos poseen la capacidad de infectar humanos y de
transmitirse entre ellos, tienen entonces un potencial pandémico, ya que la poblacion humana
mundial no posee ninguna inmunidad contra esta variante viral emergida en la naturaleza
(Xicohténcatl-Palacios et al, 2009).

1918 1957 1968 1977 2009
H1N1 ‘ H2N2 ‘ H3N2 ‘ H1N1 HIN1
Espafiola Asiatica Hong Kong URSS Porcina
aHA, uUNA uPB1 aHA aNA aPB1 aHA hNA aPB1 hHA hNA hFB1  pHA pNA hPB1
UPB2, uPA, UNP, hPB2, hPA hNP, hPB2Z hPA hNP, hPB2 hPA hNP,  aFPB2 aPA hNP,
uM,uNS hM_ hNS hM, hNS hM, ANS pM, pNS

l Transmision entre
1933
H1N1 humanos 1997

H5N1
Aviar
aHA, aNA, aPB1

Primeraislado
hHA hNA hPB1
hPB2 hPA hNF

AM hNS aPB2 aPA, aNP,
l aM, aNS
1950
H1N1

FortWarren

Figura 5. Variantes méas importantes originadas por reasociaciones de segmentos genémicos
que han afectado a humanos. El prefijo a indica que es de origen aviar, el h: humano, el p:
porcino, y u: es de origen desconocido. Se indican los subtipos para HA y NA, asi como el origen
de cada segmento gendémico para cada una de estas variantes y el afio en que causé el brote.
Tomado de: Xicohténcatl-Palacios et al, 2009.
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1.5 Origen del virus Influenza A (H1IN1) pdm09

El virus de la Influenza A (H1IN1) pdmQ9 contiene una combinacién de segmentos genémicos
que no habian sido reportados en virus de Influenza de origen porcino o humano. Los
segmentos genéticos NA 'y M son de la linea porcina de Eurasia (el gen NA proviene del virus
de Influenza A (H1N1) Europeo aislado en 1991 - 1993 y el gen M proviene del virus de
Influenza A (H3N2) aislado en Asia 1999 - 2000) todos ellos originalmente derivados
totalmente de virus aviares que entraron a poblaciones de cerdos Eurasiaticos en 1979
(Garten et al. 2009; McCaughey, 2010).

Los segmentos genéticos HA, NP y NS son de la linea porcina clasica. Se cree que los virus
que surgieron de esta linea entraron en cerdos alrededor de 1918 y subsecuentemente
circularon en virus porcinos clasicos y virus porcinos de triple reordenamiento. Los segmentos
genéticos PB2 y PA son de la linea porcina de triple reordenamiento. Los virus que surgieron
de esta linea, eran de origen aviar que entraron en cerdos de Norte América alrededor de 1998.
Finalmente el segmento gendmico PB1 es de la linea porcina de triple reordenamiento, que
surgié de cerdos con origen humano al mismo tiempo que los virus porcinos de triple
reordenamiento de Norte América, los mismos que surgieron de aves alrededor de 1968
(Figura 6) (Garten et al. 2009).
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. NA dead-p4
a3 ~1918 \ JHA NP, NS Porcino Mudead-pd
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a4 ~1979 \ L NAM Porcino 2009 A(H1N1)
NA, M 14 Euroasiatico

Figura 6. Diagrama del origen de la Influenza A (H1IN1) pdm09 que surgi6 de la combinacion
de segmentos del virus de Influenza A de tipo aviar, humano y porcino. Tomado de: Xincohténcatl
Palacios, et al. 2009.
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1.6 La primera pandemia del siglo XXI
El nuevo virus causo en la primavera de 2009 gran alarma en todo el mundo, registrandose los
primeros casos en México y Estados Unidos. Al inicio de la contingencia en México, se creia
de casos de Influenza estacional con evolucién rdpida a una neumonia grave; los primeros
estados afectados fueron: Veracruz, México, San Luis Potosi, Oaxaca y Ciudad de México,
por lo que el sector salud levanta una sefial de contingencia prepandémica el 17 de Abril de
2009 contandose ya con 4 000 casos sospechosos, casos que fueron analizados por la Red
Nacional de Laboratorios de México en colaboracion con el CDC de Estados Unidos y los
Laboratorios de Winnipeg de Canadd, identificandose al virus como Influenza A (H1N1) con

origen desconocido.

Las medidas tomadas por el gobierno mexicano junto con la Secretaria de Salud consistieron
en cancelar las actividades escolares en el Distrito Federal, el &rea metropolitana y en San Luis
Potosi, y tres dias después fueron implementadas en el resto del territorio nacional, ademas de
la suspension de toda actividad que implique reunion de personas, sin afectar los servicios

estratégicos del pais (Cordova-Villalobos et al, 2009).

Se determiné la secuencia gendmica de la cepa (A/California/04/2009) y se denominé swine

Influenza HIN1 (H1N1sw) 6 Influenza porcina.

El 29 de Abril de 2009 la OMS declar6 la fase 5, dando indicios de una posible pandemia y el
1 de Mayo se cambid la denominacién de “Influenza porcina” a “Influenza HIN1”, ya que no
se encontraron indicios de que esta epidemia proviniera de los cerdos (Xicohténcatl Palacios et
al, 2009). Después de 17 dias de contingencia, es levantada de forma gradual en todos los
sectores del pais al observar una disminucion de casos registrados y al analizar el
comportamiento del virus en la poblacion (Cordova-Villalobos et al, 2009). EI 11 de Junio de
2009 la OMS declara oficialmente la pandemia y cambia la alerta a fase 6, para ese entonces
74 paises ya estaban afectados con 28 774 casos y 144 muertes (Xicohténcatl Palacios et al,
2009), y en Mayo de 2010 un total de 214 paises fueron afectados con 18 097 muertes

(Ramirez-Gonzélez et al, 2011).
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No se tiene claro si el lugar de inicio fue en México o en Estados Unidos ya que ambos paises
registraron un aumento en la transmisiéon de Influenza en los meses de Marzo - Abril
(Xicohténcatl Palacios et al, 2009).

1.7 Reservorios
En base a su historia natural, los virus de Influenza A tienen como hospedero primario a las
aves acuaticas silvestres (Talledo y Zumaeta, 2009), tanto de lagos como costeras, en
particular las especies de las 6rdenes Anseriforme (patos), Passeriforme (gansos), ambas aves
silvestres migratorias de lagos, y las del orden Charadriforme (gaviotas y golondrinas
marinas), que son aves acuaticas de las costas (Garcia-Garcia y Ramos, 2006). Los virus que
atacan a la especie humana se unen preferentemente a los residuos por un enlace a-2,6 acido
sialico, presentes en forma predominante en las células epiteliales del tracto respiratorio del
hombre, mientras que los virus que atacan a las aves tienden a unirse preferentemente por
enlace a-2,3 acido sialico que abundan en el epitelio intestinal de las mismas. Esta
especificidad explica la dificultad de un determinado virus de Influenza para atravesar hacia
otras especies. Sin embargo, en los epitelios de cerdos y de pollos estan presentes tanto las
conformaciones a-2,6 como las a-2,3, facilitando coinfecciones y reordenamientos genéticos

que se traducen en la emergencia de nuevas variantes (Xicohténcatl Palacios et al, 2009).

En estudios filogenéticos y antigénicos en mamiferos marinos y semiacuaticos, los virus de
Influenza parecen ser de origen aviar y probablemente resultan de la transmision
independiente desde aves acuaticas, por lo anterior es probable que todos los virus de
Influenza A en mamiferos tengan enlaces de linajes aviares ancestrales (Figura 7)
(Talledo y Zumaeta, 2009).
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1.8 Modo de transmision y enfermedad clinica

El virus se transmite por gotitas expelidas durante la tos y el estornudo, infectando las células

epiteliales del tracto respiratorio superior. En el ser humano la multiplicacion de los virus de

Influenza parece estar restringida a las células epiteliales respiratorias. Los sintomas

respiratorios se explican por la multiplicacion del virus en la mucosa. Los sintomas sistémicos

estan causados por la llegada al torrente sanguineo de los factores proinflamatorios que tienen

efectos en los demas sistemas (Xicohténcatl Palacios et al, 2009). El periodo de incubacion es

de 1.5 - 3 dias, el cual es similar a la Influenza estacional, en algunos pacientes el periodo se

puede extender hasta los 7 dias. El virus causa un amplio espectro de sindromes, que van

desde enfermedad de vias respiratorias altas sin fiebre, hasta neumonia fulminante

(Bautista et al, 2010).
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Enfermedad leve sin fiebre ha sido reportada en 8 - 32 % de los pacientes. Sintomas
gastrointestinales como: nausea, vomito y diarrea ocurren con mas frecuencia que con la
Influenza estacional, especialmente en adultos. Dolor de pecho, esputo purulento, fiebre
recurrente 0 prolongada, estatus mental alterado, manifestaciones de deshidratacién vy
reaparicion de sintomas en el tracto respiratorio inferior después de una mejoria, son signos de
progresion a una enfermedad mas severa. El principal sindrome que conduce al hospital y a la
unidad de cuidados intensivos es la difusion viral asociado con severa hipoxemia, Sindrome
Agudo de Distrés Respiratorio, a veces shock y falla renal (49 — 72 %). El rapido progreso de
la enfermedad es comin 4 - 5 dias después de la infeccién y la intubacion cominmente es
necesaria dentro de las 24 horas después de ser ingresado al UCI. Otro sindrome incluye
prolongada agudizacion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o asma (14 — 15 %),
coinfecciones bacterianas (20 — 24 %). Finalmente la muerte causada por el virus y
coinfecciones bacterianas se ha registrado dentro de 2 - 3 dias despues de ingresar al UCI
(26 — 38%) (Bautista et al, 2010).

1.9 Respuesta inmune y patogenia

1.9.1 Caracteristicas patologicas
La Influenza A H1IN1 estacional al igual que la Influenza pandémica inducen dafios muy

similares que comprometen la salud del paciente si no recibe atencién médica inmediata.

El virus se dirige principalmente contra las células epiteliales que recubren el lumen del tracto
respiratorio y células productoras de moco por ser ricas en acido sialico, en cuestion de horas
son eliminadas por medio de la descamacion dejando libre la capa basal donde no logra
replicarse pero sigue invadiendo células vecinas. Al llegar a los bronguios sucede el mismo
mecanismo de destruccién e infecta los neumocitos tipo 1 y 2, asi como macrofagos
intraalveolares, en esta etapa el organismo es susceptible ante cualquier patdgeno oportunista
que provoque una complicacién (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae) (Talledo y
Zumaeta, 2009; Bautista et al, 2010). El sistema inmune al tratar de eliminarlo llega a producir

hiperreactividad bronquial, obstruccion de las vias aéreas y disminucion en la capacidad de
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difusion de gases, provocando la muerte al hospedero por asfixia. En una neumonia, se
observa un ensanchamiento de las paredes alveolares, marcada hiperemia, infiltracion de
celulas mononucleares, dilatacion capilar y trombosis. A nivel celular, la Influenza interrumpe
la sintesis de proteinas e induce la apoptosis como una medida de destruccion celular, también
puede ocurrir ruptura de paredes alveolares y bronquiales en casos extremos. Del tercer al
quinto dia después de presentarse la enfermedad, la mitosis comienza a aparecer en la capa
basal inicidndose la recuperacion del epitelio, sin embargo con el virus replicandose en el
organismo, procesos de destruccion y reparacion se van dando, tomando méas de un mes al
sistema de recuperarse de los dafios, aun después de que el virus haya sido eliminado en su
totalidad (Knipe et al, 2001).

1.9.2 Respuesta inmune del hospedero
La Influenza estacional y la pandémica inducen mediadores proinflamatorios similares en
celulas animales in vitro, pero no activan efectivamente la respuesta antiviral en células
dendriticas y macrofagos. Los mediadores proinflamatorios y activadores celulares varian
segun la etapa en que se encuentre la enfermedad en el paciente. Niveles incrementados de
IL-15, IL-12p70, IL-8, y especialmente IL-6 pueden ser marcadores de una enfermedad
critica. Altos niveles de INF-y y mediadores involucrados en el desarrollo de la respuesta de
los Linfocitos T cooperadores tipo 1 y 17 han sido reportadas en pacientes hospitalizados. En
pacientes que murieron o que sufrieron de Sindrome Agudo de Distrés Respiratorio se
encontré incrementado en plasma IL-6, IL-10 e IL-15 durante la enfermedad, y factor
estimulador de colonias de granulocitos; IL-1a, IL-8, INF inductor de proteina-10 y TNF-a en

la fase tardia de la enfermedad (Bautista et al, 2010).

La IMC esta basada en respuesta de los linfocitos T CD4 cooperadores y los linfocitos T CD8
citotoxicos (CTL), los cuales aparecen a los 3 0 4 dias de la infeccidén y son de importancia
clave para facilitar ambas respuestas (humoral y celular), y pueden generar citocinas
citoliticas. Los CTL detectan y lisan células infectadas y su especificidad puede estar dirigida
contra epitopos de HA, NP, M y PB2, también actlia reconociendo proteinas del nucleoide de
la particula viral, los cuales estdn mas conservados que aquellos relacionados con la

inmunidad humoral y pueden ser expresados por la célula infectada.
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De manera adicional, la estimulacién de celulas asesinas naturales (NK) es de vital
importancia en la respuesta inmunitaria primaria, sobre todo por su capacidad para eliminar
células infectadas sin la necesidad de encuentro previo con los antigenos, es decir de manera
espontanea, y por su capacidad de secretar INF (Xicohténcatl Palacios et al, 2009). También
se ha registrado resistencia al virus de manera local por medio de anticuerpos IgA e 1gG en la

zona de las mucosas del tracto respiratorio superior (Knipe et al, 2001).

1.10 Epidemiologia

Los casos confirmados de Influenza A (H1N1) pdmO9 correspondieron al 30 % de la
poblacién que presentd la sintomatologia de la enfermedad tipo Influenza e infeccién
respiratoria aguda. La confirmacion de los casos fue a partir de la semana epidemioldgica
namero 16 que corresponde a la tercera semana de Abril de 2009 (URL No. 13).

1.10.1 Morbilidad
La tasa de morbilidad en la edad de las personas oscilaba entre los 3 meses y los 70 afios,
donde los porcentajes de cada grupo son los siguientes: 32 % fueron de edades entre los
5 - 19 afios, 28 % entre 20 - 39 afios, 18 % entre 40 - 59 afios y finalmente 3 % corresponde a
personas de 60 afios en adelante (Zepeda-LoOpez et al, 2010), segun estudios mostraron que la
poblacion de esta edad presentaba anticuerpos contra la enfermedad, probablemente debido a

infecciones pasadas o por la administracion de vacunas (McCaughey, 2010).

Aproximadamente de una cuarta a la mitad de los pacientes infectados con el virus de la
Influenza A (HIN1) pdm09 que fueron hospitalizados o que murieron no reportaron
complicaciones médicas. Condiciones subyacentes que son asociados con complicaciones de
Influenza estacional también son factores ante una infeccién por el virus de la Influenza

pandémica.
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Mujeres embarazadas (segundo o tercer trimestre), mujeres que tienen 2 semanas de haber
dado a luz, y pacientes inmunodeprimidos o con desdrdenes neuroldgicos, son los que
sobresalen por presentar una infeccion severa por el nuevo virus de la Influenza. Las mujeres
embarazadas representan solo el 1 a 2 % de la poblacion entre los pacientes infectados, de
igual manera se contaron por arriba del 7 a 10 % de los pacientes hospitalizados, 6 a 9% de los

pacientes que ingresaron al UCI y de 6 — 10% de los pacientes que murieron.

Entre los pacientes que presentaron casos severos de infeccion o casos fatales se encuentran
las personas con obesidad severa y morbida obesidad, reportandose un factor de riesgo de 5 a
15 veces mas que el rango de la poblacion en general. En adicion a riesgos relacionados con la
obesidad, se encuentran enfermedades cardiovasculares y diabetes, problemas que
posiblemente tienen efectos adversos inmunologicamente. También el problema relacionado

con el manejo de la obesidad es otro factor que pudo haber contribuido.

Problemas sociales como la pobreza extrema principalmente a grupos indigenas (por la
restriccion a los sistemas de salud) aumenta el factor de riesgo en 5 a 7 veces. Factores que
contribuyen mas a este problema son: aglomeraciones de gente, incremento en la prevalencia
de desordenes médicos, alcoholismo, fumar y posibles factores genéticos de origen
desconocido (Bautista et al, 2010).

1.10.2 Distribucion de casos confirmados de Influenza A (H1IN1) pdm09 en México
El 1 de Mayo de 2009, el Secretario de Salud mexicano reportd un gran niumero de casos
confirmados de Influenza localizados principalmente en el Distrito Federal (57 % del total de
casos) y el 5 de Mayo de 2009, se realiz6 un analisis demografico registrando un aumento de
casos de Influenza A (HIN1) pdmQ9 principalmente en las localidades del noreste del Distrito
Federal con las siguientes cifras: Iztapalapa con 38 casos, Gustavo A. Madero con 28 casos,
Iztacalco con 19 casos y Tlahuac con 19 casos, mientras en el suroeste de la ciudad se registro

un bajo nimero de casos (Figura 8) (Zepeda-Lopez et al, 2010).
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Figura 8. Distribucion de 202 casos confirmados de Influenza A (H1IN1) pdmQ9 en el Distrito
Federal a inicios del brote en el afio 2009. B. Distribucién de 512 casos confirmados de Influenza
A (H1N1) pdm09 por la secretaria de salud hasta el 5 de Mayo de 2009. C. Densidad de poblacion
en el Distrito Federal segun el censo de poblacién de 2005. Modificado de: Zepeda-L6pez, et al.
2009

Entre los meses de Marzo a Diciembre de 2009, se reportaron 3 oleadas de la epidemia en
México: la primera sucedio en los meses de Abril - Mayo donde los estados mas afectados
fueron: Ciudad de México, Jalisco, Tabasco, San Luis Potosi y Quintana Roo (Figura 9); la
segunda oleada tuvo lugar en los meses de Junio - Julio donde los estados mas afectados
fueron: Yucatan, Quintana Roo, Tabasco y Chiapas, mientras que en la Ciudad de México
disminuyo la cantidad de infectados. Finalmente la tercera oleada, entre los meses de
Septiembre - Diciembre, el mayor nimero de casos fueron reportados aun en los estados de
Quintana Roo, Tabasco y Yucatan. En este punto la tasa de infectados en la Ciudad de México
aumento ligeramente. En la tabla 1 se reportan los estados mas afectados de casos de Influenza
A (H1IN1) pdm09 por cada 100000 habitantes durante las tres oleadas (Figura 10).
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Tabla 1. Estados mas afectados de la Republica Mexicana durante las primeras 3
Oleadas de Influenza A (H1N1) pdm09

Estados mas afectados Numero de casos reportados por cada 100000 habitantes
12 Oleada 22 Oleada 32 Oleada
Ciudad de México 106.4 35.5 58.3
Jalisco 813 e e
Tabasco 80.8 205 232.2
San Luis Potosi 656 0 e e
Quintana Roo 42.4 262 347
Yucatan - 365 118.4
Chiapas - 10563 -

Las tasas de hospitalizaciones estimadas entre la primera y segunda oleada fueron 73/1000 y

102/1000 habitantes respectivamente, para la tercera oleada no se tienen datos registrados. En

cuanto a las tres oleadas, la tasa de defunciones fue la siguiente: 0.18 %, 0.11 % y 1.88 %

respectivamente. En la primera oleada se observa que la Ciudad de México encabezaba la lista

de los lugares méas afectados, pero de la segunda en adelante se observan los estados del

sureste; como dicho fenémeno ocurrié en temporada de vacaciones, probablemente personas

infectadas asintomaticas se trasladaron a los estados del sureste diseminando la enfermedad

(Zepeda-L6pez et al, 2010).
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Figura 9. Namero de casos confirmados por laboratorio de la Influenza A (H1IN1) pdm09
(N=5,337) y muertes (N=97) por estado y en el Distrito Federal. Datos de Marzo a Mayo de 2009.

Modificado de URL No. 12
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Figura 10. Curva epidemioldgica durante el brote de Influenza A (H1N1) pdm09 en México,
observandose tres oleadas: la primera registrada en los meses de Abril - Mayo, la segunda en los
meses de Junio - Julio y la tercera en los meses de Septiembre - Diciembre. Se sefialan las fechas
de la Semana Santa en lztapalapa, la recoleccion de muestras y el inicio de actividades después de
la contingencia. Modificado de: Zepeda-Ldpez, et al. 2009.

1.11 Prevenciony Tratamiento

1.11.1 Adamantanos
Son antivirales cominmente usados para el tratamiento de la Influenza A. Esta recomendado
para grupos de alto riesgo como son: personas que no se han vacunado, personal de hospital
que esta en contacto directo con los pacientes, personas que no presentan una neumonia severa
o para aquellas que no tienen una complicada Influenza; tienen una efectividad del 70 — 90 %
(Zarate Segura, 2010). EI mecanismo de accién es dirigido contra la proteina M2 que es la
causante de disminuir el pH dentro del virus y de la disociacion de sus componentes en el
citoplasma celular, también tiene un segundo efecto que es bloquear la maduracion de la HA
durante su transporte desde el ER hacia la membrana plasmatica (Knipe et al, 2001;
Intharathep et al, 2008). Cabe destacar que los adamantanos no son efectivos contra la

Influenza B y C porque estos tipos no cuentan con proteina M2 (Knipe et al, 2001).
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1.11.2 Inhibidores de la Neuraminidasa

Son una alternativa a los adamantanos. Su mecanismo de accion esta dirigido contra el centro
activo de la NA que bloguea la accién de la enzima evitando asi la hidroélisis de las moléculas
de &cido sialico con los receptores HA de los nuevos viriones quedandose en la membrana
celular, siendo blanco de las células de defensa del hospedero. A diferencia de los
adamantanos, los inhibidores de la neuraminidasa son efectivos contra el virus de la Influenza
B. Zanamivir debe ser administrado intranasalmente o inhalado para un 6ptimo efecto y el
Oseltamivir puede ser administrado via oral (Knipe et al, 2001). En 2006 la empresa
farmacéutica estadounidense BioCryst saco a la venta el Peramivir un inhibidor de la
neuraminidasa con mecanismo de accion similar al Zanamivir y Oseltamivir. Se administra via
intravenosa y tiene efecto rapido, es ideal para personas en estado critico de salud
(URL No. 3).

1.11.3 Otros antivirales contra la Influenza
La ribavirina, es un nucletésido analogo sintético que tiene actividad antiviral sobre los virus
de Influenza A y B. La actividad antiviral sucede después de la adsorcion, penetracion y
desnudamiento del virus para liberar su material genético. La efectividad de este farmaco es
mas marcada en animales y en cultivo celular, pero tiene un efecto terapéutico detectable si se

administra por aerosol (Knipe et al, 2001).

1.11.4 Vacunas
Las vacunas son una opcion para estar protegido contra la Influenza, puede venir en
presentacion triple (Influenza A HIN1/H3N2 e Influenza B) o monoviral (Influenza A HIN1)
y se recomienda un refuerzo para aumentar la inmunidad. Son efectivas mientras no aparezca
una nueva cepa de Influenza y la desventaja es que cada afio se renueva la formulacion para
garantizar la proteccion contra las variantes del virus. Se recomienda la vacuna a cualquier
edad, principalmente a personas con enfermedades cronicas (enfermedad cardiaca,
enfermedad broncopulmonar, enfermedad renal, diabetes u otro desorden metabdlico, mujeres
embarazadas y nifios que reciben largos tratamientos con aspirina); también es de prioridad
vacunar a los adultos y a personas con alto riesgo de contagio (hospitalizadas)

(Knipe et al, 2001).
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Una vacuna experimental con virus vivos ha sido desarrollada para su uso en la
inmunoprofilaxis de nifios y adultos mostrando mayor resistencia contra la enfermedad,
disminuye la morbilidad y mortalidad, aumenta la inmunidad local y teéricamente es un buen

camino para estimular las células del sistema inmune (Knipe et al, 2001).

1.11.5 Resistencia de la Influenza a los medicamentos
Mutaciones en el genoma del virus, confieren resistencia a los antivirales que se usan para el
tratamiento de la Influenza; estos casos fueron cominmente presentados por personas a
quienes se les administro el medicamento por largo periodo, a quienes les fallo el tratamiento,
a personas inmunosuprimidas, también a personas que reciben el tratamiento por primera vez

y aquellas que se encuentran en hospitales.

La mutacion mas comun en los aislamientos es la H275Y presente en la NA, que confiere
resistencia al Oseltamivir y al Peramivir en un 80 % (Bautista et al, 2010), también la
mutacion S31N presente en la proteina M1, resistente a los adamantanos sin influir en su
grado de virulencia (Weinstock and Zuccotti, 2009); aparte, un menor nimero de otras
mutaciones a los inhibidores de la NA en los virus de Influenza A (HLIN1) pdmO09 han sido
detectados: 1117M, 1117V, S247N, 1223V e 1223R. Actualmente se ha encontrado una
mutacion combinada H275Y + 1117M aunque su resistencia es muy similar a la mutacion
H275Y y por experimentacion se cred la mutacion H275Y + 1117V que es tres veces mas
resistente al Oseltamivir y dos veces al Peramivir con respecto a la mutacion H275Y
(Hurt et al, 2012).

1.12 Diagnostico
Las muestras de eleccién son: aspirado nasofaringeo en los nifios y lavado nasal en adultos,
por la mayor concentracion de virus que en ellas se presenta. Asimismo el rendimiento viral es
mayor si la muestra se obtiene en los primeros cuatro dias de la enfermedad y su traslado al
laboratorio se realiza en corto tiempo, en medio de transporte viral y en frio para preservar la
particula viral o su genoma. Tanto para fines clinicos como epidemioldgicos el diagnéstico del
virus de la Influenza se puede realizar mediante la deteccion del agente o de la respuesta

inmune contra el mismo (Luchsinger, 2009).
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1.12.1 Aislamiento viral

El aislamiento viral se realiza en embriones de pollo de 9 - 11 dias de edad, es el sistema de
eleccion para la elaboracion de vacunas y el estandar de oro para el diagndstico de Influenza
aviar. Para el aislamiento de Influenza A y B de origen humano y porcino (tipo A) son usadas
las lineas celulares como las de rifion canino de Madin-Darby (MDCK), las células de rifion de
mono verde (VERO) y con menor frecuencia las células de rifion de hamster, gallina y
becerro; fibroblastos de embrién de pollo y células epiteliales humanas. La ventaja de éste
método es que se puede obtener el virus de cualquier muestra, la desventaja es su baja
especificidad, ya que no distingue entre virus con caracteristicas similares como los
Paramixovirus, también se requiere de largo tiempo para generar el material viral (hasta 3
semanas) dependiendo de la muestra y concentracion inicial del virus y, para virus altamente
patdgenos se necesita trabajar en laboratorios de nivel 3 (para Influenza aviar) (Xicohténcatl-
Palacios et al, 2009; Luchsinger, 2009).

1.12.2 Métodos inmunologicos

Los métodos inmunologicos se basan en la deteccion del antigeno viral o anticuerpos del
hospedero; técnicas como ELISA, hemaglutinacion, inhibicion de la hemaglutinacion e IFA
presentan una sensibilidad del 70 % y especificidad del 90 % con respecto al aislamiento viral
(Luchsinger, 2009). El tiempo de ejecucion es favorable para un diagndstico rapido y su
desventaja es que solamente detectan entre tipos de Influenza A, By C 6 A y B juntos y para
la deteccion de subtipos aumenta el costo por la necesidad de adquirir anticuerpos especificos
(16 subtipos de HA y 9 subtipos de NA) presentandose en algunos casos reacciones cruzadas
por interacciones estéricas de la HA y NA. En el caso del IFA se necesita de personal con
experiencia para detectar los falsos positivos frente al microscopio de fluorescencia y la mayor
desventaja es la sensibilidad y tiempo de ejecucidn porque las muestras se deben de tomar
bajo ciertos procesos normalizados dependiendo de la etapa de infeccidn en que se encuentre
(Xicohténcatl-Palacios et al, 2009).
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1.12.3 Métodos moleculares
El diagnostico molecular es actualmente el método de eleccion para la deteccion y
caracterizacion del nuevo virus de la Influenza A (HLN1) pdm09. Consiste en la deteccion del
genoma viral (RNA) directamente de muestras clinicas o del cultivo celular (URL No. 2).

1.13 La tecnologia del PCR

1.13.1 Fundamento del PCR
El principio fundamental del PCR es la amplificacion de un fragmento especifico de DNA a
través de ciclos sucesivos de multiplicacion exponencial, hasta acumular el suficiente producto
para ser visualizado. De esta manera, una simple molécula puede generar mas de mil millones

de copias de si misma después de 30 ciclos de replicacion exponencial.

Cada ciclo de amplificacion tipicamente consiste de tres etapas a diferentes temperaturas, en la
cual la mezcla de ingredientes de la reaccion de PCR se someten a diferentes procesos fisicos
y bioquimicos (desnaturalizacion, alineamiento y extension) para que la plantilla de DNA sea
replicado. EIl primer paso es una incubacién a 94 °C que permite la desnaturalizacion de las
dos cadenas de la plantilla de DNA. Esto es seguido por un alineamiento a 54 °C, paso que
permite la hibridacion de los iniciadores con su secuencia complementaria en el DNA
blanco. Finalmente, el ciclo es completado durante una extension, paso a 72 °C cuando la
polimerasa se extiende del iniciador en la direccion 5" a 3" replicando la cadena de la

plantilla. Una amplificacion estandar consiste entre 25 a 35 ciclos (Harris, 1998).

1.13.2 RT-PCR en tiempo real
El acoplamiento de una fase de retrotranscripcion al PCR (RT-PCR) permite identificar
moléculas de RNA que conforman el genoma de multiples agentes infecciosos. EI RT-PCR en
tiempo real combina las ventajas y el formato del RT-PCR de punto final, con un sistema
espectrofotométrico que detecta la fluorescencia como producto de la reaccion enzimatica en
el mismo momento que se estan generando las nuevas hebras de DNA (Xicohténcatl Palacios
et al, 2009).
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Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en el RT-PCR de tiempo real pueden
ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos
(Costa, 2004).

Agentes intercalantes: Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de

fluorescencia cuando se unen al DNA de doble hélice. EI mas empleado es el SYBR Green I.
Este sistema de deteccion tiene la ventaja de que la optimizacion de las condiciones de la
reaccion es muy facil y ademas, es mas barato que las sondas especificas. El principal
inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy

frecuentes en la PCR.

Sondas de hibridacion especifica: Son oligonucleétidos marcados con dos tipos de moléculas,

un donador en el extremo 5" que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo
3" que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. El proceso se basa en la transferencia
de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas, para que esto

ocurra, las moléculas donador y aceptor deben estar espacialmente proximas.

La emision de fluorescencia es dada por la hidrolisis de la sonda por la actividad 5°
exonucleasa de la DNA polimerasa, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador,
como donador y aceptor estan ahora espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el
primero es captada por el lector (Figura 11). Las sondas de hidrolisis mas utilizadas son las
denominadas sondas TagMan, las sondas molecular beacons y las sondas FRET
(Costa, 2004).
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Figura 11. Esquema del proceso del PCR en tiempo real. En la primera etapa se observa la
union del iniciador con su secuencia complementaria asi como de la sonda. En la segunda etapa, la
sintesis de las nuevas cadenas de DNA por parte de la Taq polimerasa. La tercera etapa la extension
de la cadena y la hidrélisis de la sonda. Modificado de URL No. 9.

1.13.3 Cinética de amplificacion en una PCR

En el proceso de amplificacion, se distinguen tres fases: geométrica, lineal y estacionaria.

Fase Geométrica: Durante esta fase todos los reactivos se encuentran en abundancia; en esta

etapa la eficiencia de amplificacion es cercana al 100 %, donde la cinética de amplificacion
tiene un comportamiento 2" en donde a partir de una molécula de DNA se generan dos

moléculas de DNA.

Fase Lineal: Los iniciadores, dNTP’s y/o enzima comienzan a ser factores limitantes, ademas
de la generacién de pirofosfato y el decaimiento de la actividad enzimatica que afectan la
eficiencia de la amplificacién de manera constante, por lo que no es posible realizar un ensayo

cuantitativo en esta parte.

Fase Estacionaria: En este punto se detiene la amplificacién, la cantidad de producto es

constante sin importar cuantos ciclos se prolongue la reaccion (URL No. 6).
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El umbral de deteccidn se establece basandose en la fluorescencia de fondo y equivale a 10
veces la desviacion estandar de la media de emision de la linea basal. Al ciclo en el cual cada
muestra consigue llegar a este umbral de deteccion, se le conoce como Ct (threshold cycle o
ciclo de umbral de deteccion). De esta forma, el Ct es un nimero que indica cuantos ciclos le
tomo a cada muestra generar cantidad suficiente de fluorescencia para llegar al umbral de
deteccion (URL No. 6).

1.13.4 Diagnostico de Influenza A (HLIN1) pdm09 por RT-PCR en tiempo real,

Protocolo del CDC
El ensayo de RT-PCR en tiempo real es el método de referencia para el diagndstico de
Influenza A (HIN1) pdm0Q9 por la sensibilidad y especificidad en muestras clinicas, tambien
ahorra tiempo y es méas especifico que el PCR de punto final. Por lo tanto el ensayo del
RT-PCR en tiempo real ha sido usado y recomendado por la OMS por la rapidez en la
deteccion del virus (Kang et al, 2010) mediante el protocolo disefiado y validado por el CDC
(version 2009). Este ensayo fue autorizado por la Food and Drug Administration (FDA) para
ser utilizado en la deteccion del genoma viral en muestras respiratorias de pacientes que
puedan estar infectados con el nuevo virus de la Influenza A; aclara la FDA que se autoriza al
CDC a usar este ensayo Y a distribuirlo a laboratorios de salud pdblica del mundo y de la Red

de Influenza, pero que no se autoriza el uso comercial del mismo (URL No. 2).

Principios del ensayo: Este ensayo puede detectar la presencia del genoma del virus de la

Influenza A de origen humano o porcino y diferenciar entre Influenza A humana o porcina, y

entre las cepas porcinas detectar especificamente al nuevo virus.

Muestras: El ensayo de RT-PCR en tiempo real para el nuevo virus Influenza A amplifica el

genoma viral en muestras respiratorias o bien a partir de material de cultivo viral (URL No. 5).

Reactivos: Este ensayo consiste en un panel de iniciadores y de sondas fluorescentes

doblemente marcadas, con tecnologia Tagman®:

1.- Un par de iniciadores y una sonda fluorescente Inf A disefiados para la deteccion universal
del virus Influenza A, que amplifica el gen de la proteina M en todos los virus de

cualquier especie.
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2.- Un par de iniciadores y una sonda fluorescente swinf A disefiados para la deteccion del gen
de la NP de todos los virus de Influenza A de origen porcino.

3.- El conjunto swH1 comprende el par de iniciadores y una sonda fluorescente con capacidad
para detectar especificamente la Hemaglutinina tipo 1 (H1) del virus Influenza A (H1N1)
de origen porcino.

4.- Un par de iniciadores y una sonda fluorescente para detectar especificamente el gen de la
RNasa P (RP) humana. Este es un control que permite estimar si la cantidad de RNA en la
muestra es adecuada.

5.- Un control positivo (CP), es una plantilla disefiada para reaccionar con todos los

iniciadores y sondas incluido los de la RNasa P (URL No. 5).
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2. JUSTIFICACION

La Influenza A, enfermedad comdn en el ser humano tiene su maxima actividad en las
estaciones de Otofio-Invierno, sin embargo cuando aparece de manera atipica en cualquier

época del afio causa grandes epidemias.

El virus tiende a cambiar constantemente en la secuencia de bases provocando brotes
estacionales severos todos los afios en las épocas de frio. Estos cambios son mas
sobresalientes en la HA y en menor grado en la NA puesto que son las proteinas que estan en
contacto constante con el sistema inmune del hospedero. Sumado a lo anterior, como es un
virus de arreglo genético segmentado, la probabilidad de reordenamientos con otros subtipos
virales de Influenza es alta, convirtiéndolo en un virus para el cual la poblacién no tiene
proteccion inmunoldgica generando altas tasas de morbilidad y mortalidad, y como
consecuencia casusa estragos en el sector salud: como escasez de medicamentos, falta de
personal de salud capacitado en atencion al paciente y ayuda por parte de instituciones

internacionales, tal como sucedio en la pandemia de 2009.

Debido a tal dinamismo en cambiar su material genético ya sea por cambios en la secuencia
nucleotidica (drifts) o por cambios completos de sus segmentos (shifts), en este trabajo las
posibles variantes nucleotidicas en algunas muestras positivas a Influenza A (HIN1) pdm09
podrian estar presentes en el fragmento del gen de la HA debido a que los iniciadores o sonda
usados en la técnica de RT-PCR en tiempo real no se unieron a su secuencia blanco puesto que
no se observaron graficas de amplificacion de durante el ensayo, indicio de que dicha
aseveracion sea verdadera por lo que puede existir alguna mutacion en la secuencia

nucleotidica que pueda llevar a una modificacion en la secuencia de aminodacidos de la HA.
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Buscar posibles variantes genéticas en un fragmento del gen de la HA en muestras de
Influenza A (H1N1) pandémico por la técnica de RT-PCR en tiempo real que indique

la probabilidad de que dichos cambios influyan en una mutacién puntual de la HA.

3.2 Objetivos Particulares

Realizar la busqueda de muestras positivas a Influenza A HIN1 pandémico en las que

no se pudo determinar la presencia de HA de origen porcino.

Seleccionar aquellas muestras de Influenza A (H1N1) pandémico con cantidad

adecuada de material genético.

Determinar el subtipo de HA viral presente en las muestras de Influenza A (H1N1)

pandémico.
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4. DIAGRAMA GENERAL DE ACTIVIDADES

[Obtencién de datos con resultado\
de Influenza A (HIN1) pdm09
de las computadoras del INDRE
con los siguientes parametros:

( Resultado de Influenza A (HIN1)

Inf A: (+)
Universal Swine: (+)
H1 sw: (-)

Filtrado de resultados

»l  pdmO09 con un valor de Ct<33 en Inf A
L con los parametros antes mencionados.

CP: (+) )

Posibles variantes en la secuencia
nucleotidica del gen de la HA que
no permite la hibridacién de los
iniciadores o sonda con su zona
hlanco.

Identificacibn de muestras no
subtipificables mediante el algoritmo
de diagnostico basado en RT-PCR en
tiempo real propuesto por el CDC.

A

A 4

Busqueda de muestras en los
REVCOS® del InDRE.

A 4

Realizar RT-PCR tiempo real para
confirmar el marcador swH1 en muestras
de Influenza A (HIN1) pdmO09.

A 4 A 4

SwHL1 (+) se
descartan

Realizar RT-PCR en tiempo real
con sondas/iniciadores para H1
estacional, H3 estacional y H5.

No amplificacion
en HA

A 4

H1 estacional
H3 estacional

A

H5 (aviar)
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Seleccion de muestras

Para obtener las muestras adecuadas en el analisis molecular, se procedi6 en ir a las
computadoras del INDRE donde se tienen guardados en una base de datos los
resultados obtenidos durante la pandemia de los afios 2009 a 2011.

Las muestras de interés son las que presentan el siguiente patrén de amplificacion:
Inf A (+), Universal Swine (+), H1 sw (-) y RP (+)

De los datos obtenidos con los parametros antes mencionados, se realizé un andlisis
minucioso para obtener aquellos con un Ct adecuado (Ct<33) que garantice la

viabilidad de los acidos nucléicos para el analisis molecular.

Se procedid a la busqueda fisica en los congeladores REVCO® del InDRE
conservados en tubos Eppendorf® de 1.0 mL a -70°C de acuerdo a la lista final
obtenida de las muestras; estas muestras fueron obtenidas a partir de pacientes
hospitalizados y de clinicas provenientes de todo el pais con sospecha de Influenza A
H1N1 pandémico del afio 2009 y 2010.

5.2 Subtipificacion de la HA

Las muestras seleccionadas que presentaron el resultado negativo en el parametro H1
swine durante el diagnostico en la pandemia de los afios 2009 y 2010 fueron de nuevo
sometidas a analisis para confirmar la presencia de la HA de origen porcino usando los

marcadores moleculares presentados en la tabla 2 para su deteccion.

Las muestras que presentaron nuevamente ausencia de amplificacion de la HA de
origen porcino se subtipificaron con el uso de iniciadores y sondas para los subtipos
H1 estacional, H3 estacional y H5, esto como parte de la bateria de iniciadores y
sondas usados para el diagndstico de Influenza estacional y para la deteccion de

Influenza aviar de alta patogenicidad que se encuentran en la tabla 3.
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e En cada subtipo a identificar se introdujeron controles positivos y negativos para

verificar el correcto funcionamiento de la técnica.

e La identificacion de muestras de Influenza A H1 estacional, H3 estacional y H5 por
RT-PCR en tiempo real se realizd6 conforme al protocolo del CDC para la
identificacion de la Influenza A (H1IN1) pdm09, diferenciandose solo en el uso de los

diferentes marcadores moleculares para cada subtipo de Influenza antes mencionado.

Tabla 2. Juego de iniciadores y sondas propuestos por el protocolo del CDC para la
deteccion de Influenza A (H1IN1) pdm09 por RT-PCR en tiempo real

Inf A Fw GAC CRATCCTGT CACCTCTGAC 40 pM

Inf ARv AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA 40 uM

Sonda InfA * TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 10 uM

Swinf A Fw GCA CGG TCA GCACTT ATY CTR AG 40 uM

Swinf A Rv GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG TC 40 uM

Sonda Swinf A CYA CTG CAA GCC CA”T” ACA CAC 10 uM
AAG CAG GCA

SwH1 Fw GTG CTATAA ACACCAGCCTYCCA 40 uM

SwH1 Rv CGG GAT ATT CCT TAATCC TGT RGC 40 uM

Sonda SwH1 * CA GAA TAT ACA “T”’CC RGT CAC AAT 10 uM

TGG ARA A

RNasa P Fw AGA TTT GGA CCT GCG AGC G 40 uM

RNasa P Rv GAG CGG CTG TCT CCA CAAGT 40 uM

Sonda RNasa P * TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG 10 uM

1 Las sondas TagMan® son marcadas en el extremo 5 con una molécula reportera 6-caboxifluoresceina (FAM) y con el
apagador, Blackhole Quencher 1 (BHQ1) (Biosearch Technologies, Inc., Novato, CA) en el extremo 3",

2 Las sondas TagMan® son marcadas en el extremo 5 con una molécula reportera 6-carboxifluoresceina (FAM) y apaga
internamente en un residuo “T” modificado con BHQI1, con su extremo 3 "modificado para prevenir la extension de la sonda
por la Taq polimerasa.
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Tabla 3. Juego de Iniciadores y sondas para la deteccion de Influenza A H1 estacional,

H3 estacional y H5 por RT-PCR en tiempo real

H1 estacional Fw

AAC TACTACTGG ACT CTR CTK GAA

40 pM

AAG ATT AA

H1 estacional Rv CCATTGGTGCATTTG AGKTGA TG 40 pM
Sonda H1 estacional® | TGA YCC AAA GCC TCT ACT CAG TGC GAA 10 uM
AGC

H3 estacional Fw AAG CAT TCC YAA TGA CAA ACC 40 uM

H3 estacional Rv ATT GCR CCR AAT ATG CCT CTAGT 40 uM

Sonda H3 estacional’ | CAG GAT CAC ATA TGG GSC CTG TCC CAG 10 uM

H5 Fw TGG AAA GTR TAA RAA ACG GAA CGT 40 pM

H5 Rv YGC TAG GGA RCT CGC CAC TG 40 uM

Sonda-1 H5” TGA CTA CCC GCA GTATTC AGA AGA AGC 10 uM
AAG ACT AA

Sonda-2 H5° CAA CTATCC GCA GTATTC AGA AGA AGC 10 uM

! Las sondas TagMan® son marcadas en el extremo 5  con una molécula reportera 6-caboxifluoresceina (FAM) y con el
apagador, Blackhole Quencher 1 (BHQ1) (Biosearch Technologies, Inc., Novato, CA) en el extremo 3.

% Las sondas TagMan® son marcadas en el extremo 5 con una molécula reportera 6-carboxifluoresceina (FAM) y apaga
internamente en un residuo “T” modificado con BHQI1, con su extremo 3"modificado para prevenir la extension de la sonda

por la Taq polimerasa.

5.3 Preparacion de la mezcla de reaccion

e Para la mezcla de reaccion se usaron los iniciadores y sondas indicadas en la tabla 2 y
tabla 3, el estuche comercial SuperScript™III Platinum® One-Step Quantitative
(Invitrogen, EU) en el 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, EU).

e Se prepara la mezcla de reaccion en un tubo Eppendorf® de mayor volumen (1.5 mL)

adecuado para el nimero de muestras a analizar. Los voliumenes de cada componente

se indican en la tabla 4. La mezcla se deposita en una microplaca de 96 pozos,

colocando en cada pozo 20 uL de mezcla, a la que posteriormente se adicionan 5 pL de

extracto de &cido nucléico de cada muestra.

e Para cada marcador se realiza una mezcla de reaccidn.
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Tabla 4. Reactivos usados en la técnica de RT-PCR en tiempo real

Agua libre de nucleasas N x 5.5 L
Iniciador Fw N x 0.5 uL
Iniciador Rv N x 0.5 uL

Sonda N x 0.5 pL
Enzima (SuperScript™ III N x 0.5 pL

RT/Platinum® Taqg Mix)

Buffer (2X PCR Master Mix) N x 12.5 pL
Volumen Total N x20.0 uL

N= NUmero de muestras

e Las condiciones de reaccion se indican a continuacion:

Transcripcion 50 °C por 30 minutos
reversa

Activacion de la Tag | 95 °C por 2 minutos
polimerasa

Amplificacion del 95 °C por 15 segundos
PCR (45 ciclos) 55 °C por 30 segundos*




6. RESULTADOS

Se identificaron 1138 resultados positivos al virus de la Influenza A (HLIN1) pdm09 que no
presentaban amplificacion de la HA de origen porcino, de las cudles se realizd un primer filtro
porque algunos resultados presentaban amplificacién en el control negativo por lo que los
mismos no son confiables y se descartaron quedando 1039 resultados. La cantidad de estos
representan alrededor del 1.43 % del total de las muestras positivas del periodo Mayo 2009 -
Junio 2010 analizadas por el INDRE segin una comparacion aproximada con el nimero de

muestras registradas por un informe de la SSA/CENAVECE cerca del mismo periodo.

De todos los resultados mencionadas anteriormente, pasaron por un segundo filtro, donde
solamente 248 muestras fueron seleccionadas para el analisis molecular de acuerdo a su valor
de Ct<33, lo que representa una adecuada cantidad de acidos nucléicos; dicho valor se tomo
porque las muestras ya tenian un tiempo prolongado guardadas en los congeladores, ademas
de los procesos de congelacion y descongelacion del que ya habian sido sometidas por analisis
anteriores, caracteristicas que afectan la estabilidad de los acidos nucléicos (RNA), ya que
estos son muy labiles, y si se realizaba el analisis molecular sin tomar en cuenta esta variable
probablemente se obtendrian muchos resultados negativos y otros mas fuera de los criterios
usados por el INDRE para el diagnéstico de Influenza pandémica (Ct>38) por lo que se bajo 5

unidades de Ct para garantizar la integridad de los &cidos nucléicos en cada muestra.

Sin embargo, 71 muestras fueron las que se analizaron realmente porque eran las que se
encontraban disponibles en ese momento, representando solamente 6.83 % del lote de
resultados seleccionados inicialmente y 0.098 % de todas las muestras registradas por la
SSA/CENAVECE.

En la subtipificacion de la hemaglutinina se observa que ademas de existir HA de origen
porcino, existen en las muestras los subtipos H1 y H3 estacional; a pesar de que se usé en el

andlisis el marcador para detectar el subtipo aviar éste no estuvo presente.
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En la tabla 5 se muestran los valores de Ct de cada una de las muestras usadas durante el
estudio; las primeras 4 columnas (verde) corresponden a los marcadores propuestos en el
protocolo del CDC para diagnostico de Influenza pandémica, las 3 columnas restantes
(morado) son los marcadores usados para identificar Influenza A estacional (H1 y H3) e
Influenza aviar (H5). Las filas que se encuentran de color blanco corresponden a muestras con
respuesta de Influenza A estacional, ya sea del tipo H1 o del tipo H3, las filas de color
amarillo corresponden a muestras con resultado de Influenza A H1 pandémico y las filas
marcadas en color naranja son las que no fue posible determinar el tipo de HA en la muestra,
en la cual presumiblemente presentan cambios en la secuencia nucleotidica del mismo gen que
no permiten la determinacion de su origen mediante RT-PCR en tiempo real. Se observan
también dentro de la tabla asteriscos (*) que significa que esa muestra se sometidé a los
diferentes marcadores usados y no presento amplificacion, y la diagonal (/) que no se siguid
usando otros marcadores porque en el inicio del andlisis se obtuvo un valor adecuado por parte

de la muestra.

De las 71 muestras usadas en el analisis, solamente se obtuvieron de 62 con algun valor de Ct,
las 9 restantes se descartaron de la tabla 5 ya que no se observd ningun valor de Ct en todos
los marcadores usados. En la tabla 6 se resume el nimero de las muestras con sus

correspondientes resultados de la subtipificacion de la HA incluidas las muestras descartadas.

En el grafico 1 se aprecia de una manera notable la prominencia del nuevo subtipo viral de
Influenza sobre los demas subtipos, seguido por el subtipo H3, las muestras no subtipificables,

las muestras que presentaron degradacion de los &cidos nucléicos y por ultimo el subtipo H1.
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Tabla 5. Valores de Ct de las muestras subtipificadas por RT-PCR en tiempo real

obtenidas de las muestras de Influenza A (H1IN1) pdm09 de México

Marcador Usado/Valor de Ct
MUESTRA] InfA Usw H1 Sw RP H1 Est | H3Est | H5 | Resultado
01 33.9694 | 41.7946 * 29.1907 * * * No Sub.
02 25.218 | 36.0665 * 27.2270 | 24.6003 * * H1 Est
03 31.9368 | 36.8526 * 32.4437 * * * No Sub.
04 32.3071] 42.0905 * 25.0870 * * * No Sub.
05 28.0678 ] 36.8422 * 25.3874 * * * No Sub.
06 34.5325] 31.9700 * 26.2263 * * * No Sub.
07 29.4112 ] 36.0920 * 36.0772 1 31.4733 * * H1 Est
08 32.6996 | 31.5896 * 26.1197 * 31.6874] * H3 Est
09 33.2339] 39.2083 * 42.6167 | 34.3682 * * H1 Est
10 27.2357] 29.7030 | 37.1588 | 35.0280 / / / H1 Sw
11 22.2589] 33.1118 * 34.6995 * 23.0531] * H3 Est
12 28.7775] 41.0745 ] 30.7811 | 28.1476 / / / H1 Sw
13 30.3694 | 32.6131 | 32.3466 | 28.1815 * * * H1 Sw
14 31.1974] 32.6515 | 33.3033 | 29.5219 / / / H1 Sw
15 22.7506 ] 36.5223 * 28.9463 * 23.3772) * H3 Est
16 33.7601 | 32.7846 | 35.6865 | 26.8052 * * * H1 Sw
17 24.8492 ] 36.6866 * 29.2764 * 23.6393] * H3 Est
18 33.0724 ] 32.2829 | 34.9005 | 26.4652 * * * H1 Sw
19 24.5288 ] 22.8582 | 26.9289 | 26.0815 / / / H1 Sw
20 34.3849] 33.4311 | 35.4257 | 29.1767 * * * H1 Sw
21 28.1666 | 41.5215 ] 31.2009 | 27.1324 / / / H1 Sw
22 34.2439] 33.1099 | 43.657 | 24.7893 * * * H1 Sw
23 29.8298 ] 31.2754 ] 32.6133 | 28.6900 / / / H1 Sw
24 30.8678 ] 33.9315 ] 32.0794 | 32.0863 * * * H1 Sw
25 32.7181] 31.0686 | 33.7053 | 29.4305 / / / H1 Sw
26 38.2973] 30.5466 * 28.8444 * * * No Sub.
27 20.3908 ] 40.9813 * 24.4496 * 20.1505) * H3 Est
28 21.3654 ] 34.7350 * 27.4223 * 20.7267) * H3 Est
29 31.3000 ] 32.2707 | 33.6834 | 30.1971 / / / H1 Sw
30 30.2571] 26.0298 | 32.3161 | 27.2568 / / / H1 Sw
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Tabla 5. (Continuacién)

31 22.2797] 44.7019 * 27.9384 * 22.0066| * H3 Est
32 25.4757] 44.4075 * 28.0086 * 24.6026) * H3 Est
33 34.2709] 41.0467 | 39.6208 | 30.7891 * * * H1 Sw
34 24.6298 ] 22.0580 | 26.4445 | 29.3128 / / / H1 Sw
35 26.0098 ] 26.2031 | 28.3569 | 27.0201 / / / H1 Sw
36 34.2934 ] 32.9852 * 24.9653 * * * No Sub.
37 32.0307 ] 34.6756 | 33.0891 | 36.9104 * * * H1 Sw
38 17.7242] 38.8108 * 22.0905 * 18.7827] * H3 Est
39 27.5514 ] 44.1994 * 28.0690 * 27.5074) * H3 Est
40 30.0564 | 37.0956 | 32.2414 | 29.1960 * * * H1 Sw
41 25.2171] 43.7331 * 26.6448 * 25.6141) * H3 Est
42 28.949 | 41.2384 * 30.5125 * 29.1592) * H3 Est
43 32.5914 ] 32.3395 | 34.8435 | 28.0969 * * * H1 Sw
44 26.4997 ] 44.2738 * 28.1889 * 26.1704) * H3 Est
45 29.1537] 29.4534 | 31.7744 ] 28.3450 * * * H1 Sw
46 34.3206 ] 31.6436 * 24.0902 | 25.6083 * * H1 Est
47 28.9086 ] 26.1911 | 30.9924 | 32.6874 / / / H1 Sw
48 30.1216 ] 37.1949 | 32.3945 ] 29.0973 / / / H1 Sw
49 28.1302 ] 31.8280 | 30.3908 | 33.3540 / / / H1 Sw
50 23.5567 ] 28.3945 | 26.7532 | 27.2959 / / / H1 Sw
51 33.3528 ] 35.8979 * 27.0483 * * * No Sub.
52 24.8477] 25.4445 | 28.2146 ] 30.2210 / / / H1 Sw
53 28.2246] 29.8760 | 30.8841 | 28.8208 * * * H1 Sw
54 32.6947] 31.6060 | 35.1912 | 28.5923 * * * H1 Sw
55 25.7662 ] 25.0780 | 31.7412 | 28.9532 / / / H1 Sw
56 29.9463 ] 30.4973 | 32.3546 | 28.2394 / / / H1 Sw
57 31.8372] 34.2724 * 29.4753 * * * No Sub.
58 26.7166 | 44.5031 * 29.2445 * 28.0978] * H3 Est
59 33.5198] 34.2014 * 33.7548 * * * No Sub.
60 29.037 | 31.9927 * 23.1588 * * * No Sub.
61 31.324 ] 30.9711 * 26.8294 * * * No Sub.
62 32.0192] 31.8213 | 34.6122 | 31.4194 * * * H1 Sw
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Tabla 6. Resultados de las muestras subtipificadas por RT-PCR en tiempo real,
obtenidas de las muestras de Influenza A (H1IN1) pdm09 de México

Hlsw 32

H1 est 4

H3 est 14

H5 0

Inf A No Sub. 12
Material genético

degradado 9

Total 71

Material Porcentajes de la subtipificacion de muestras de
genético Influenza A (H1IN1)pdm09

degradado
13%
H5
0%

Gréfico 1. Porcentajes correspondientes a la subtipificacion de la hemaglutinina en muestras de
Influenza A (HIN1) pdm09 de México.
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7. DISCUSION

En el analisis molecular de la HA mediante RT-PCR en tiempo real, se confirm6 que la
mayoria de las muestras analizadas son de origen porcino, representando un 45 % del lote
analizado; fue necesario realizarlo porque en el diagndstico primario durante la pandemia de
2009 - 2010 mostraron un patron negativo para el marcador de la HA, probablemente debido a
dos factores: no se agregd reactivo (sonda, iniciadores 6 enzima) o muestra en el pozo
correspondiente al marcador HA. En el nuevo ensayo, varias muestras siguieron presentando
el patron antes mencionado por lo que el analisis comienza desde este punto, en busqueda de

una posible variante en el subtipo de HA de origen porcino (H1sw).

Los resultados arrojan 18 muestras que presentaron amplificacion en el marcador del H1
estacional y H3 estacional, muestras que tienen un diagndstico previo de Influenza pandemica,
tal y como se indica en la segunda columna de color verde “Usw” de la tabla 5 de resultados, a
pesar de que no exhibieron amplificacion del Hlsw, son consideradas como Influenza
pandémica segun el algoritmo para el diagnostico de Influenza A pandémica. Esto indica que
las muestras pertenecen a individuos que presentaron coinfeccion por dos subtipos virales
(H1swy H1 est 6 H1sw y H3 est), coinfeccion que podria llevar a un reordenamiento genético
y COmO consecuencia a un nuevo subtipo viral, sin embargo, el reordenamiento no se observo

durante el trayecto de esta investigacion.

Las coinfecciones halladas en este estudio actualmente no han tenido gran trascendencia, ya
que se reportan rara vez en humanos y las publicaciones que han salido de ello son
escasas. Segun los reportes de Ducatez et al y Ghedin et al mencionan que el tiempo de
deteccién y la frecuencia con que se presentan las coinfecciones pasan indetectables o de
manera inadvertida. Ducatez et al por su parte menciona que los eventos de coinfecciones
donde el virus de la Influenza A (HLN1) pdmQ9 esté involucrado no se han descrito debido a
la carencia de otros virus de Influenza A en lugares donde éstos desaparecieron por la época
en que surge la nueva pandemia y aunque en Nueva Zelanda en 2009 se encontraban en
circulacion virus de Influenza estacionales no se reportd ninguna coinfeccion, ademas de que
se desconoce la capacidad de cepas de Influenza estacional y pandémica de generar una nueva

progenie viral.
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Este escenario es de particular preocupacion debido al reordenamiento de un virus pandémico
con su contemporaneo virus de la Influenza A estacional que podria compartir genes que
generan resistencia a los inhibidores de la NA, ademas de los escasos estudios que se han
venido realizando sobre coinfecciones humanas, porque no se dedica de Ileno cuales podrian
ser las condiciones para que en nuestra especie se produzca un reordenamiento genético que se

mantenga y genere una nueva pandemia.

A mas de 3 afios iniciada la nueva pandemia el virus de la Influenza A (HIN1) pdm09 no se
ha logrado adaptar con otros virus de Influenza estacionales a pesar de que ya se han
encontrado coinfecciones. Sin embargo gran parte de las pandemias se debe a virus de
Influenza porcinos, porque se ha observado que en éstos animales el virus es altamente
adaptable y existe gran informacion de ello, que son considerados como “vasos mezcladores”
por los 2 tipos de receptores celulares que posee en su aparato respiratorio (a-2,3 acido siélico
y 0-2,6 acido sialico).

En relacion a lo anterior, Ramakrishnan et al, sefialan en su reporte sobre la evolucion de la
Influenza A (H3N2) en America del Norte a finales de la década de los 90, donde el virus tuvo
un reordenamiento genético con el virus de la Influenza porcina clasica, surgiendo un nuevo
virus que se le denomind Influenza A TR-(H3N2) con genes de origen humano, porcino y
aviar, que afecto a gran parte de la poblacion porcina, asi como aves silvestres, y aunque
algunos seres humanos también fueron infectados no se logré la transmision sostenida de
humano a humano (personas que estuvieron en contacto directo con cerdos infectados). Sin
embargo, en la publicacion de Lindstrom et al, sefialan en los afios 2010 — 2011, este virus
tuvo un segundo reordenamiento con el gen de la proteina M del nuevo virus de la
Influenza A (HIN1) pdm09, al que denominaron Influenza A (H3N2)v, pero la transmision

sostenida de humano a humano es limitada por lo que no es de potencial pandémico.
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Dentro de los 18 resultados positivos a algun subtipo de Influenza A estacional, el siguiente
subtipo con mayor frecuencia de amplificacion fue el H3 estacional con un 20 % y el subtipo
H1 estacional con un 5 %. La frecuencia del H3 es mayor debido a que presenta una tasa de
variacién mas elevada (6.7x10® mutaciones por sitio cada afio especificamente en el dominio
HAL), comparado con la variacion del subtipo H1 (4x107 sustituciones nucleotidicas por sitio
cada afio), ya que la informacion genética almacenada en el RNA viral es capaz de sufrir
mutaciones importantes con relativa facilidad durante el proceso de replicaciéon y como
consecuencia de la presién selectiva por el sistema inmunitario del hospedero, confiriéndole
gran variabilidad, una de las razones por la cual se producen epidemias y pandemias. De esta
manera se explica que la evolucion de los genes que codifican para las proteinas de superficie
sea mas rapida que los genes de las proteinas internas, fendmeno conocido como “derivado

antigénico” (Mendoza G, y Vielma A., 2009; Xicohténcatl-Palacios et al, 2009).

Si se comparan éstos resultados con el resultado de la Influenza pandémica, se observa un
desplazamiento de los 2 primeros subtipos virales por éste ultimo, tal como lo reporta un
informe de la CENAVECE/SSA en Marzo de 2012, donde se observa el mismo panorama de

la prevalencia del virus de la Influenza pandémica sobre los de Influenza estacional.

Un 17 % de las muestras analizadas no fue posible determinar el subtipo de HA mediante la
técnica de RT-PCR en tiempo real propuesta en el protocolo del CDC. Esto se debe
probablemente a la presencia de cambios en la secuencia de nucle6tidos en la region utilizada
para el disefio de los iniciadores y sonda, por lo que los mismos no reconocen la secuencia
blanco y no generan sefial de amplificacion, o también se debe a la degradacion del mismo gen
que de existir todos los reactivos éste no se llevara a cabo porque no existe platilla alguna para
ser amplificada por la técnica molecular a pesar de que los demés genes virales se encuentren
en buenas condiciones (PB2, PB1, PA, NP, NA, M, NS), éstos resultados aparecen en la
tabla 5 con la leyenda de “No Sub” (No Subtipificable). La presencia de posibles cambios en
la region utilizada para el diagndstico, puede dar lugar a la inferencia de cambios en otros
sitios de la HA, siendo necesario realizar la secuencia nucleotidica de todo el gen para
determinar la presencia de éstos cambios y verificar si se reflejan en la secuencia de la

proteina codificada, por lo que la principal perspectiva de este trabajo es realizar la
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secuenciacion del fragmento de reconocimiento de los iniciadores y sondas de diagndstico v,
posteriormente del gen completo, asi como la traduccion de la secuencia de nucleétidos y su
analisis filogenético, con el fin de determinar su origen mediante la comparacién con

secuencias de otros virus relacionados.

De las muestras analizadas, 13 % presentaron degradacion total de los &cidos nucléicos porque
en ningun marcador se observo respuesta a pesar de bajar el valor de Ct, por lo que aqui se
observa la ventaja de bajar dicho valor, de lo contrario se hubieran observado mas muestras

negativas representando un gasto innecesario al hacer el analisis.

Finalmente no se observo ninguna muestra positiva a Influenza aviar de alta patogenicidad

(H5) que es un buen indicio que en nuestro pais este subtipo no se encuentra en circulacion.
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. CONCLUSIONES

Se encontraron 12 muestras de Influenza con posibles variantes genéticas en el gen de
la HA, en las cuales esta proteina es no subtipificable mediante la técnica de RT-PCR
en tiempo real utilizadas en este trabajo.

Se llevo a cabo la busqueda de muestras con diagndstico y positivas a Influenza A
H1N1 pandémico con una adecuada cantidad de &cidos nucléicos en las cuales se
observd diferentes resultados en la subtipificacion de la HA.

Se logr6 determinar la HA presente en la mayoria de las muestras, encontrandose dos
subtipos distintos al HA de origen porcino, H1 y H3 estacional, lo cual indica una
coinfeccion intra-hospedero entre éstos y el de origen porcino que podria ocasionar un

nuevo subtipo viral aunque éste no estuvo presente.

No se identificaron 9 muestras ya que estas presentaron degradacion de los acidos
nucléicos, ni tampoco se observo alguna muestra de Influenza aviar de alta

patogenicidad.
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