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RESUMEN

SERGIO DAVID RODRIGUEZ TOLEDANO. Andlisis in silico de las mutaciones
de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar (bajo la direccion
de: Dr. Gary Garcia Espinosa).

Los Influenza virus A son de los virus mas desafiantes que amenazan a la salud
de las aves domésticas por su gran capacidad de adaptarse a partir de las aves
acuaticas silvestres, de recombinarse y de provocar gran morbilidad y mortalidad
en la industria avicola. Segun la OIE establece que un virus de influenza aviar
se le clasifica de alta patogenicidad si cumple con dos criterios principales, los
cuales son presentar sitio de escision polibasico (mas de dos aminoacidos
bésicos) situado en la Hemoaglutinina y demostrar un indice de patogenicidad
intravenoso superior a 1.2 (matar a mas del 75% de los pollos de prueba en un
periodo no mayor a 10 dias).

El objetivo del trabajo fue llevar a cabo el estudio de las secuencias
proteicas provenientes de los virus de influenza aviar de alta patogenicidad que
sin importar su origen (afio, lugar y especie de ave donde se aisl6) se identifiquen
a través del andlisis in silico las mutaciones consenso que se han asociado al

incremento de la virulencia en las aves de corral.

Para realizar el analisis, se necesitd hacer la busqueda bibliografica de las
mutaciones relacionadas a la alta patogenicidad en la base de datos de Scopus
y PubMed. Posteriormente la obtencién de secuencias de aminoacidos de las
proteinas provenientes de virus catalogados de alta patogenicidad y
subsecuentemente el alineamiento de las secuencias utilizando el programa
mega v7 como herramienta de bioinforméatica para verificar la presencia de cada

mutacion.
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Se obtienen resultados que confirman que al compararse los virus, estos
muestran una gran discrepancia en cuanto a cantidad de mutaciones,
asegurando que en mayor parte las mutaciones reportadas con base
experimental son propias de cada cepa viral, donde principalmente actian en

conjunto.

El andlisis indica que no se puede proceder a la estructuracion de una nueva
herramienta diagnostica de tipo molecular para identificar el nivel de
patogenicidad de una cepa, debido a que los virus de influenza aviar de alta
patogenicidad no presentan los mismos marcadores de virulencia reportados en
la literatura experimental de forma homogénea y por otro lado se necesita de
mas evidencia experimental que englobe a las Unicas mutaciones por sustitucion

gue aparecieron de manera constante en todos los aislados virales.

Palabras clave: mutaciones, analisis in silico, virus de influenza aviar de
alta patogenicidad.

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano
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I. INTRODUCCION

l.I. Caracteristicas del virus de la influenzay su genoma

La familia Orthomyxoviridae contiene siete géneros: Influenzavirus A, B, C,
D, Quaranjavirus, Thogotovirus e Isavirus. ! El género Influenzavirus A infecta
a distintas especies de aves y causa la enfermedad de influenza aviar.? Son virus
envueltos de tipo ARN de cadena sencilla de sentido de codificacién negativo.34
El genoma se distribuye a través de ocho segmentos que en su conjunto
codifican al menos 11 proteinas virales: el segmento 1 codifica para la
polimerasa bésica 2 (PB2), el segmento 2 codifica para la polimerasa basica 1
(PB1) y en algunos aislamientos a la proteina asociada a la mitocondria (PB1-
F2), el segmento 3 codifica a la polimerasa &cida (PA) y en algunas cepas la
proteina de fusion PA-X, el segmento 4 codifica la glicoproteina de
hemoaglutinina (HA), el segmento 5 codifica la nucleocapsida (NP), el segmento
6 codifica la neuraminidasa (NA), el segmento 7 a la proteina de matriz (M1 y
M2), y el segmento 8 a la proteina no estructural 1 (NS1) y la proteina de
exportacion nuclear. 8 Las distintas proteinas del virus se han clasificado en tres
categorias principales: 1) proteinas de la envoltura (HA, NA y M2); 2) proteinas
internas que son la polimerasa (las subunidades PB2, PB1, PA), NP, M1, NS1y

NEP; y 3) proteinas no estructurales NS1y PB1-F2. 47

Los virus de influenza tipo A se clasifican en subtipos con base en las
propiedades antigénicas de la glicoproteina HA y NA. Actualmente se conocen
18 HA y 11 NA, creando diferentes combinaciones entre ellas, pero en aves
estan presentes las combinaciones de la HA1 a la HA16 y NA1 a la NA9. & La

mayoria de los subtipos de los virus de influenza aviar (VIA) que afectan a las

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano
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aves son de baja patogenicidad, pero los subtipos H5 y H7 pueden evolucionar

hacia alta patogenicidad °

l.Il. Implicaciones del virus en la avicultura y en la salud publica

La presencia de subtipos con H5 y H7 en aves son de reporte obligatoria a
la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) debido a que causan alta
morbilidad, mortalidad, son de r4pida diseminacion y pueden ser zoonosis. Por
su patogenicidad se dividen en virus de influenza aviar de baja patogenicidad
(VIABP) y alta patogenicidad (VIAAP). Los VIABP causan enfermedad leve a
moderada en pollos, pero pueden llegar a ser altamente patégenos en pollos
después de un contacto prolongado con el virus dentro de la granjas, 1° mientras
que los VIAAP causan enfermedad grave con alta mortalidad y se propagan
rapidamente en cortos periodos de tiempo causando elevadas pérdidas
econOmicas. En algunos casos, estos virus podrian representar una potencial
amenaza contagiosa para los mamiferos, incluyendo a los humanos. ! Con base
a la OIE los VIABP son aquellos que tienen un indice de patogenicidad
intravenosa (IPIV) menor a 1.2 en pollos de 6 semanas de edad o menos del
75% de mortalidad en pollos de 4 a 8 semanas infectados por via intravenosa,
asi como la ausencia de multiples aminoacidos basicos en el sitio de escision de

la proteina HA.*?

El listado de enfermedades y plagas exéticas y endémicas de notificacion
obligatoria de los animales terrestres y acuaticos, publicado en el Diario
Oficial de la Federacion el dia 4 de mayo 2016, enlista a los subtipos H5y H7 o
cualquiera de los virus de influenza aviar con un indice de patogenicidad
intravenoso (IP1V) superior a 1.2 como virus de notificacion inmediata obligatoria

a las dependencias oficiales de salud animal y sanidad avicola del pais, al
Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano
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pertenecer al grupo 1, el cual esta compuesto por enfermedades y plagas que

no se encuentran en el territorio nacional o que han sido erradicadas del pais.*3

l.IIl. Aspectos evolutivos del virus de la Influenza Aviar

La ARN polimerasa es propensa a provocar cambios en el genoma del VIA,
dando una variacion antigénica constante; lo anterior es una caracteristica de la
evolucion continua del virus en la naturaleza para evadir la respuesta inmune del
huésped y permitir la reinfecciéon. ” Chen R, (2006) evalu6 estos cambios
mediante la tasa de sustitucion de nucleétidos en los 8 segmentos del genoma
en una amplia variedad de VIA. Las tasas observadas fueron de >1X103
sustituciones por sitio y por afio. Por lo tanto, el virus de la influenza A exhibe
una dindmica evolutiva rapida en todo su rango de hospedadores, consistente

con una alta tasa de mutacién y una rapida replicacion. 4

Es aceptado internacionalmente que los VIAAP H5 y H7 emergen de
precursores poco patdgenos después de que estos Ultimos hayan sido
introducidos en aves domésticas. Este supuesto es apoyado por trabajos que
demostraron que los VIAAP no forman un linaje filogenético separado de los
VIABP y siempre tienen como ancestro comun a VIA en aves acuéticas silvestres

y domésticas. 1°

l.IV. La Hemoaglutinina

La HA es la principal glicoproteina constitutiva de la envoltura de los virus
de influenza A, que a su vez se produce como una proteina precursora (HAQ)
gue se escinde por proteasas del huésped para generar dos subunidades, HA1
y HA2 para convertirla en una estructura funcional. Esta escision es esencial para
la infectividad del virus a nivel celular. ©

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano
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Los VIABP estan restringidos a la replicacion en las células epiteliales que
recubren el tracto respiratorio e intestinal, Las proteasas que escinden la
hemoaglutinina son principalmente de tipo tripsina presentes en estos tejidos.
La HAO de los VIAP (subtipos H5 y H7) es escindible por proteasas de tipo furina
y subtilisina, presentes en una variedad mucho mas amplia de tejidos, dando
lugar a la replicacion multiorganica del virus y una mayor patogenicidad. Los
subtipos H5 y H7 adquieren los sitios multibasicos en HA 0 que definen los
VIAAP, y la secuencia de aminoacidos en HA 0 se determina de forma rutinaria
durante la identificacion del subtipo viral para propoésitos de tipificacién por

lesiones (patotipificacion) y la presentacion de informes oficiales. 17

La infeccion de las células epiteliales de las vias respiratorias se inicia por
la unién de la hemoaglutinina a los glicoconjugados de la superficie celular. El
virus de influenza humano y porcino se une preferentemente al acido sialico (N
—acetilneuraminico) con un enlace 02,6, mientras que la mayoria de los virus de

influenza aviar tienen preferencia por el acido sidlico con un enlace a2,3. 18

I.V. Mutaciones

El cambio de VIABP a VIAAP ha sido posible por una serie de mecanismos
que incluyen; 1) sustituciones de aminoacidos no basicos por aminoacidos
basicos (arginina o lisina) en la HA; 1220 2) inserciones de mdltiples aminoacidos
basicos a partir de codones duplicados o triplicados del punto de escision de la
HA, por un fallo de la transcripcién del complejo de polimerasa; 171921 3) insertos
cortos de aminoacidos basicos y no basicos de origen desconocido en la HA; 4)
recombinacibn no homologa que da como resultado la insercibn de una
secuencia de nucledtidos de “purinas” al sitio de escision de HA 1722 y 5) pérdida

de glucosilacion en el residuo 13 en combinacion con multiples aminoacidos
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béasicos en el punto de escision de la HA.1"23 La secuenciacion de aminoacidos
en la region de escision de los aislamientos del VIA subtipos H5 y H7 levemente
patdgenas en las aves permitiria identificar los virus que tienen la capacidad de
convertirse en muy patdgenos para las aves de corral después de una
mutacion.!’ Tipicamente la secuencia de nucleétidos de escision de los VIABP
tienen solo dos aminoacidos basicos, en las posiciones -1 y -4 desde el sitio de
escision para el H5 y en las posiciones -1y -3 para el subtipo H7. 24 mientras que

los VIAAP tienen como minimo la secuencia RXR / KR. 2°

En las Ultimas tres décadas, se han desarrollado técnicas de genética
inversa para identificar marcadores genéticos asociados a la virulencia del virus
de influenza aviar. ¢ Estas técnicas han demostrado la existencia de otras
mutaciones diferentes a la acumulacion de aminoacidos basicos en la HA en
distintos genes de los virus de influenza aviar y en diferentes aislamientos virales
gue provocan una elevada tasa de mortalidad en las poblaciones de aves de

corral. 27.28
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Il. JUSTIFICACION

El diagnostico molecular de los VIA de alta patogenicidad del subtipo H5 o
H7 se lleva cabo principalmente por la presencia de la acumulacién de
aminoacidos basicos en el sito de corte de la HA 27, sin embargo se han
descubierto otras mutaciones en los diferentes segmentos del genoma del virus
de influenza aviar en los ultimos afios las cuales modifican la patogenicidad del
virus, por lo que se pretende responder la pregunta: ¢ cada uno de los virus de
alta patogenicidad que afectan a las aves tiene las mismas mutaciones que le

confieren la alta patogenicidad?

. HIPOTESIS

Los genomas de los virus de alta patogenicidad de las aves reportadas
internacionalmente comparten mutaciones de aminoacidos que aumentan su
virulencia sin consideracion del afio, lugar 6 especie de ave doméstica y silvestre

donde se aislo.

IV. OBJETIVO

identificar in silico las mutaciones en los aminoacidos que aumentan la
patogenicidad descritas para los virus de influenza de alta patogenicidad que
afectan a las aves de corral, y con ello localizar mutaciones consenso que

podrian ser propuestas para el diagnostico molecular.
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V.MATERIAL Y METODOS

V.l. Mutaciones asociadas a la alta patogenicidad.

Se hizo un metanalisis utilizando las bases de datos del PubMed- NCBI y
Scopus respecto de las mutaciones de aminoacidos de los virus de influenza tipo
A que se ha demostrado experimentalmente que causan alta patogenicidad en
aves sin importar el subtipo, afio de aislamiento, especie de ave que infectan y
si son zoonosis. Se hizo el uso de palabras clave (keywords en inglés) para la
bldsqueda: avian influenza mutation, avian influenza mutation H5, avian influenza

mutation H7.

V.Il. Genomas.

Se seleccionaron los genomas completos de subtipos de alta patogenicidad
reportados ante la OIE y que estuvieron disponibles en las bases de datos del

GenBank del NCBI.

V.1II. Alineamiento de genomas.

Cada uno de los ocho segmentos que conforman el genoma del virus fue
alineado con sus segmentos homélogos utilizando el software Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 (MEGA v7). Se hara uso a su vez del
programa ClustalW cuando sea necesario identificar con exactitud la pérdida y/o

inserciones de aminoacidos en las secuencias.
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V.IV. Identificaciobn de las mutaciones asociadas a la

patogenicidad.

Se localizaron las distintas mutaciones de aminoacidos que hayan sido
demostradas experimentalmente en cada uno de los ocho segmentos de los
aislamientos virales mediante el alineamiento de secuencias de aminoacidos por

segmento del genoma.

V.V. Analisis de las mutaciones.

Se interpretaron los resultados con base al porcentaje de aquellas

mutaciones gque sean consenso en los segmentos del VIA de alta patogenicidad.

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[11]

VI. RESULTADOS

VI.l. Mutaciones obtenidas a partir de la literatura.

Después de realizar la busqueda bibliografica digital se encontraron 41
mutaciones de diferente naturaleza (sustitucion, eliminacion e insercion) que
impactaban a la estructura de las proteinas PB2, PB1, PA, PA-X, HA, NP, NA,
M1, M2 y NS1, y a su vez incrementaban o atenuaban la patogenicidad de los
diferentes virus que se utilizaron como referencia en cada trabajo experimental
(Ver Anexo 1). La literatura cientifica que aporto cada mutacion importante va
desde el afio de 1986 a 2017. Durante la busqueda la conexion que existia entre

los trabajos cientificos fue imprescindible para la obtencién de los mismos.

VI.1.l. Naturaleza de las mutaciones.

La naturaleza que predominé fue la de tipo “sustitucién”, ya que de las 41
mutaciones que se recabaron, 35 son por sustitucién, 5 son por eliminacion y 1

por insercion (ver Anexo ).

VL.LIIl. Proteinas implicadas.

El nUmero de mutaciones que se obtuvieron por proteina fue la siguiente:

. PB2: 1 . HA: 12 . M1: 8
. PB1: 3 . NP: 6 . M2: 3
. PA: 1 . NA: 1* . NS1: 5
. PA-X: 1

*La proteina NA presentd mutaciones por eliminacion que diferian en el nimero de
aminodcidos pero se toman como uno mismo, porque se concluyé que finalmente provocaban el
mismo resultado (28-31) (ver Anexo ).

VLIl. Genomas obtenidos

En la pagina oficial de la OIE se dispone de informes sobre brotes a partir
del afio 2004 ya sea de seguimiento o de emergencia, en los cuales no se
mencionan la identificacion de los virus aislados de los brotes reportados
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aplicando el sistema de nomenclatura dictado por la OMS en 1980 el cual
consiste en: Tipo / Especie / Region geografica de origen / ldentificacion de

laboratorio / Afio de aislamiento / (HA y NA descritos por la letra y nimero) 2°,

Por consiguiente la identificacion de los virus se menciona en
investigaciones posteriores relacionadas a la OIE, donde se realiza
precisamente la caracterizacion de cepas virales emergentes de influenza en
poblaciones animales poniendo como ejemplo los trabajos llevados a cabo por
la red de expertos en influenza animal (OFFLU), logrando facilitar la busqueda
de las secuencias proteicas en el GenBank (ver Anexo Il). La seleccion del mayor
namero de aislamientos virales, fue determinada por: 1) la disponibilidad total de
sSus secuencias proteicas; 2) la patogenicidad de cada cepa, la cual debe estar
reportada con base experimental y a su vez clasificada de alta patogenicidad; 3)
abarcar todos los subtipos de H5 y H7 con alto impacto en la industria avicola
(H5N1, H5N2, H5N6, H5N8, H7N8, H7N9, etc.). Obteniendo una cantidad total

de 60 cepas, las cuales son una muestra representativa de los VIAAP.

VLILIL. Informacion general de las cepas utilizadas

De los 60 virus, 32 son del subtipo H5 y 28 del subtipo H7. La mayoria
participaron en grandes brotes a los largo de la historia que va desde 1934 a
2017 de distintas zonas geograficas dentro de los siete continentes °3°-32 siendo
Alexander DJ, et al. (2009) que describen los principales 33. Mientras que otras
cepas fueron recabas a partir de articulos de tipo experimental que hicieron uso
de las pruebas establecidas por la OIE. Disponiendo de virus aislados de
diferentes aves, y también de cerdos, ya que cumplen con los criterios para la

clasificacion de VIAAP. 217 (ver Anexo Il y IlI).
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VLILII. Disponibilidad de las secuencias proteicas

De forma general no se obtuvo todas las secuencias proteicas de todos los
virus en la base de datos del banco de genes, a excepcion de la proteina M1
teniendo el 100% de disponibilidad. En el caso de las proteinas PB1-F2 y PA-X
fueron las mas bajas con un porcentaje de disponibilidad en promedio de 61.66%

y 20% respectivamente (ver Anexo V).

VLI, Analisis de las secuencias proteicas con base a las

mutaciones asociadas a la patogenicidad.

VLIILI. Polimerasa Basica 2 (PB2)

La replicacion y la transcripcion del virus de la gripe son catalizadas por el
complejo de la polimerasa viral, compuesto por las proteinas PB2, PB1 y PA.
Aunque las tres subunidades de la polimerasa afectan la virulencia de la
influenza, el PB2 es el principal determinante de la polimerasa para la virulencia
de la influenza y el rango de hospedadores y, por lo tanto, para la adaptacion del
virus de la influenza a nuevos huéspedes.3*37 Arai Y. et al. (2016) mencionan
qgue la mutacién de la polimerasa de adaptacibn humana mas conocida es la
sustitucion PB2-E627K, que esta presente en la mayoria de los virus humanos
estacionales, excepto en el virus pandémico HIN1 2009, también en algunos
aislados humanos H5N1 y H7N9, y un aislamiento humano H7N7. La mutacién
PB2-E627K se correlaciona con la alta virulencia del virus HS5N1 en ratones y
permite que el virus se repliqgue de manera eficiente en el tracto respiratorio
superior del raton. 37 Ademas, las mutaciones PB2-D701N y PB2-Q591K son las
gue también se han encontrado en mayor medida y que aumentan la replicacién

del virus de la gripe en huéspedes mamiferos.3%:36:38,
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No se dispuso de evidencia experimental donde se haya demostrado una
mutacion en especifico que tenga relacion directa con el aumento de la virulencia
en pollos de forma trascendente, por ejemplo Tada T. et al. (2011) trabajaron con
A [/ chicken / Yamaguchi / 7/2004 (H5N1) y A / pato / Yokohama / aql0 /
2003 (H5NL1), siendo la primera mas patdgena que la segunda y al intercambiar
sus PB2, logro disminuir la patogenicidad en pollos de A / chicken / Yamaguchi /
7/2004 (H5N1), ° sin embargo en el estudio no se demostré que tipo de mutacion
en los aminoacidos son los responsables del comportamiento del virus menos
patdgeno, y cuando se comparo las secuencias de las dos PB2, se observé una
diferencia de 10 aminoacidos, la cepa A / chicken / Yamaguchi/ 7/2004 contiene
en las siguientes posiciones: 9D, 64l, 66M, 67V, 108A, 339T, 340K, 453P, 615I,
731V, mientras que la cepa A / pato / Yokohama / aq10 / 2003 en su secuencia
tiene en esas posiciones: 9N, 64M, 661, 671, 108T, 339K, 340R, 453S, 615M,
731M, con estos datos se describe mutaciones por sustitucion, las cuales no

estaban situadas en una sola region.

VLIILIIL Polimerasa Béasica 1 (PB1)

Suzuki Y, et al (2014) trabajaron con dos cepas: A/whistling
swan/Shimane/580/2002 (H5N3) y A/chicken/Yokohama/aqg55/2001 (H9N2) de
tipo salvaje y de baja patogenicidad respectivamente, cuyas HA y NA fueron
remplazadas por las de la cepa A/ chicken / Yamaguchi / 7/2004 (H5N1) que es
de alta patogenicidad. Posteriormente al sustituir la C38Y en PB1 de la cepa
recombinante A/whistling swan/Shimane/580/2002 aumento tanto la actividad de
la polimerasa en células DF-1 (una linea celular derivada de fibroblastos de pollo)
in vitro como la patogenicidad en pollos (se acorto el tiempo medio de

supervivenvia de 3.39 dpi a 2.25 dpi), mientras que la cepa recombinante
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A/chicken/Yokohama/ag55/2001 se le sustituyéo V14A en PB1 causando una
reduccion de la actividad de la polimerasa pero no afectd la patogenicidad en
pollos. Fue interesante observar que la sustitucion de V14A redujo la transmision
viral en pollos. Estos estudios demostraron que la actividad aumentada de la
polimerasa se correlaciona directamente con la patogenicidad potenciada,
mientras que la actividad de la polimerasa disminuida no siempre se correlaciona
con la patogenicidad, requiriendo un andlisis adicional 4°.

Estos cambios moleculares necesitaron ser identificados dentro de las
cincuenta seis secuencias disponibles de la PB1 para determinar la presencia de
ambas mutaciones por sustitucion, eligiendo las secuencias de la PB1 de todos
los aislamientos virales y su relacion con la alta patogenicidad, tomando como
referencia el aislamiento A/chicken/Yokohama/aq55/2001 y A/whistling
swan/Shimane/580/2002 para la busqueda de los aminoacidos Tirosina y Valina

en las posiciones 38 y 14 respectivamente.

> Mutacién por sustitucion A14V

Respecto a las cincuenta y seis secuencias alineadas de PB1, cuarenta y
seis (82.14%) de estas no utilizan el marcador de virulencia 14V ya que poseen
alanina en la posicion 14 (Figura 1). En el trabajo de Suzuki Y, et al. (2014) se
aclara que la presencia de valina no es indispensable para el comportamiento
patdogeno en pollos, solo se afecta la transmisibilidad por la actividad de la
polimerasa.*® Realmente se debe profundizar mas en las mutaciones que
mejoran o afectan la trasmision, ya que la mayoria de los VIAAP analizados

fueron recuperados de brotes.
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> Mutacion por sustitucion C38Y

El alineamiento de las cincuenta y seis secuencias de PB1 demuestra que

todas (100%) contienen tirosina en la posicion 38. Este marcador se asocia a

muerte aguda en los pollos %°. Por lo que es una mutacién por sustitucion

conservada en todos los VIAAP, considerandose a su vez un marcador

importante asociado a la virulencia.

1. BAL15179.1 2PB1HS5N3

2. BAF46435.1: 2PB1HIN2 1
3. AAV97599.1 2PB1H5N1 i 3

4. ACZ36543.1 2PB1H5N1 A 3

5. ACZ36547.1 2 PB1H5N1 Alchicken/Y

6. ABW73815.1: Segmento 2 PB1 HSN1 A/chicken/KorealS/2006

7. ABE26836.1 2PB1H5N1

8. BAK53509.1: Segmento 2 PB1 HSN1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010

9. ABIB4978.1: Segmento 2 PB1 HSN3 Atern/South Africa/1961

10. AKV57815.1: Segmento 2 PB1 HSNG A/swine/Guangdong/1/2014

11. AKV57805.1: Segmento 2 PB1 H5NG A/swine/Guangdong/2/2014

12 ARG44362.1: Segmento 2 PB1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD15/2016
13 ABIBS114.1: 2PB1H5N1 1959

14, ACF40965.1: Segmento 2 PB1 H5N1 Aturkey/England/50-92/1991

15. YP_308665.1: Segmento 2 PB1 H5N1 Algoose/Guangdong/1/1996
16. AAC32085.1: Segmento 2 PB1 H5N1 A/ChickenHong Kong/220/97
17. ACZ45880.1: Segmento 2 PB1 HSN1 AlavianMaly/1485/1997

18. AKC91355.1: Segmento 2 PB1 H5N1 Alchicken/BC/FAV2/2015

19. ALX30435.1: Segmento 2 PB1 H5N1 Alchicken/France/150169a/2015

20. ABIB5152.1 2PB1H5N2 A 1370/1983
21. ACZ45904.1: Segmento 2 PB1 H5N2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994
22. ABIB5135.1 2PB1H5N2 14588-19/1995

23. ACZ45871.1: Segmento 2 PB1 H5N2 Alchickenitaly/330/1997

24, ACK43322 2: Segmento 2 PB1 H5N2 Alostrich/South Africa/N227/2004

25. ABQ24008.2: Segmento 2 PB1 HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006

26. AFM08888.1: Segmento 2 PB1 H5N2 AlostrichySouth Africa/Al2114/2011

27. AGO02538.1: Segmento 2 PB1 H5N2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

28, ANA11284.1: Segmento 2 PB1 H5N2 AlduckFrance/150233/2015

29. ADD10577.1: Segmento 2 PB1 HSNS A/duck/Eastern China/008/2008

30. ADD10566.1: Segmento 2 PB1 H5NS A/duck/Eastern China/031/2009
31.ABIB5125.1: 2PB1H5N8 137811983

32 ABI85143.1: Segmento 2 PB1 HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966

33 ANA11396.1: Segmento 2 PB1 HSN9 Alduck/France/150236/2015

34 ADR23776.1: Segmento 2 PB1 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934

35, ABO52772.1: Segmento 2 PB1 H7N1 AturkeyNtaly/4580/1999

36. ABS89472.1. Segmento 2 PB1 H7N1 AturkeyMaly/4708/1999

37. 1 2PB1H7N3 1963

38 ABV01142.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992

39. ABR37415.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Queensiand/1994

40. ACZ45956.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

41 1 2PB1H7N3 1995

42 ACZ45955.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1995
43. ABIB5036.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/chicken/Chile/184240-4322/2002

44. ABI85008.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/Canada/nv504/2004

45. AAT70178.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04
46. ACA25327.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007

47. AFQ37300.2: Segmento 2 PB1 H7N3 AlchickenlJalisco/CPA1/2012

48. AFV68709.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

49. ANM71982.1: Segmento 2 PB1H7N3 uebla/CPA-04451-16-CENASA 16
50. ANM71951.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
51. ABR37426.1: Segmento 2 PB1 H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997
52. ACZ36538.1: Segmento 2 PB1 H7N7 Alchicken/Brescia/1902

53. ABS89373.1: Segmento 2 PB1 H7N7 Alchicken/Victoria/1976

54, ABIB5055,1: Segmento 2 PB1 H7N7 A/goose/Leipzig/187-7/11979

55. ABI85026.1: Segmento 2 PB1 H7N7 AlchickenVictoria/1985

56. AAR05985.1: Segmento 2 PB1 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

57. AMD38696.1: Segmento 2 PB1 H7N8 Aturkey/indiana/16-001403-1/2016
58. ARB51601.1: Segmento 2 PB1 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017

14

Figura 1: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la Polimerasa Bésica 1 de
los VIAAP donde se indica las posiciones 14 y 38 cuyas mutaciones por sustitucion
estan asociadas al incremento de la patogenicidad. En la parte superior se observan las

dos cepas de referencia A/whistling swan/Shimane/580/2002 (H5N3) y
Alchicken/Yokohama/ag55/2001 (H9N2).
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VLILII. Polimerasa Acida (PA)

En este segmento no se encontrd evidencia experimental donde se haya
demostrado una sola mutacién en especifico que tenga relacion directa con el
aumento de la virulencia en pollos. Yamamoto N, et al. (2013) modificaron la
cepa de baja patogenicidad A / duck / Hokkaido / Vac-1/2004 (H5N1),
insertandole dos aminoacidos basicos en el sitio de escision, posteriormente al
inocularlo por via intranasal en pollos, se percataron que su patogenicidad
apenas se habia diferenciado con respecto al virus original. Decidieron darle
pases en embrién de pollo por tres ocasiones, nuevamente al inocularlo en
pollos, su patogenicidad era la misma que la de una cepa de AP. La
secuenciacion de nuclettidos de sus segmentos, mostré después de la
traduccion cambios de aminoacidos en las proteinas en las siguientes
posiciones: PA L672F, HA H308Q y una insercion de Arginina en la posicion 338,
NP M374V, M1 D89N y R101K, M2 R45H. Procedieron a la creacién de virus
recombinantes, destacando la importancia de que estas mutaciones por
sustitucion y una por insercion, funcionan de manera sinérgica, y que M2 45H
tiene una participacion sinérgica con otras mutaciones para aumentar la
patogenicidad del virus en las aves 4, Veits J, et al (2012) mencionaron que en
la proteina M2 la histidina en la posicion 45 esta presente en aislamientos virales
de alta patogenicidad 42. Se dispuso a la comparacién para comprobar la
existencia de estas mutaciones por sustitucion y una por insercion, escogiendo
las secuencias de las proteinas PA, HA, NP, M1 y M2. La cepa de referencia
sera la utilizada en este trabajo A / duck / Hokkaido / Vac-1/2004, puesto que
porta la estructura original y sera la guia para encontrar las sustituciones y la
insercion en las proteinas.
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> Mutacion por sustitucion L672F en la PA

Cuando se alinearon las cincuenta y nueve secuencias de la PA, se
encontré que cincuenta y ocho secuencias (98.30 %) de los aislamientos virales
presentaron leucina en el sitio 672 (Figura 2), siendo de esta manera una
mutacion por sustitucion como propia de la A/ duck / Hokkaido / Vac-1/2004 tras

los pases y no es fundamental en el papel de la alta patogenicidad.

1. BAE 1 3PAHSN1 1104
2. ABIB5113.1 3IPAHSN1 1959
3. ACF40967.1 3PAHSN1 92/1991
4.YP_308666.1 IPAHSN1 11996
5. AAC32087.1 3PAH5N1ACH ong 7 374
6. AAV97631.1 3PAHSN1 3
7. ACZ36588.1 3IPAHSN1 3
8 ACZ36592.1 3 PAHSN1 Alchicken/ 2 R
9 ABW73814.1 3PAHSN1T Al } |1. BAE94700.1 5 NP H5N1 A/duck/ 104
10, ABE26835.1 IPAHSN1 2. ABIB5110.1 5NP H5N1 1959
11, ACTO7035.1 2PAHSNT 3 [3.ACZ46651.1 5 NP HSN1 9211991
12 BAK53511.1: Segmento 3 PA HSN1 AlduckHokkaido/WZ101/2010 Jj |4 YP_308067.1 SNe H5N1 111996
13. AKC91357.1: Segmento 3 PA HSN1 Alchicken/BCFAV2/2015 | [Facazoed s SN HEN1 A ong
14, ALX30437.1: Segmento 3 PAHSN1 AlchickenFrance/ 150169272015 i 3 :‘;‘;9321099‘1 i':‘::f’s':' -
15. ACZ46302.1 3IPAHSN2 1370/1983 Mt AT T
16. AAF02394.1 IPAHSN2 3-607/1994 e ey T
17. ACZ46288.1: Segmento 3 PA HSN2 A/chicken/Puebla/14586-654/1994 10. ACT97023.1 5NP HEN1
18. ABIB5134.1 3IPAHSN2 14588-19/1995 B |11 saxsas13 5NPHSN1 10172010
19. ABKB0010.1 3PAHSN2 3011997 12. AKC91360.1: Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/BCFAV2:2015
20. ACK43321.2 3 PAHSN2 Al 2004 R |13 ALX30440.1: Segmento 5§ NP HSN1 Alchicken/France/150169a/2015
21. ABQ24009.2: Segmento 3 PA HSN2 AJostrich/South Africa/Al1091/2006 14. ABIB5149.1 5 NP H5N2 AlchickenP 137011983
22 AFM08890.1: Segmento 3 PA HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011 15. AAF02406.1 5NPHSN2 3-607/1994
23 AG002536.1: Segmento 3 PA HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012 R [16.AC246670.1 5NP HSN2 4586-654/1994
24. ANA11386.1: Segmento 3 PA HSN2 Alduck/France/15023372015 R [17. 281851311 5 NP H5N2 14588-19/1995
25. ABIB4977.1: Segmento 3 PA HSN3 AMer/South Africa/1961 3 |18 1 5NP HSN2 33011997
26. ADD10579.1 3 PAHSNS Al Cl 19. ACK43318.2 5 NP H5N2 A
27. ADD10568.1: Segmento 3 PAH5NS AlduckEastern China/031/2009 R |20 1 SNP HSN2 AfricalAl211472011
28. AKV57813.1 3PAHSNG 12014 p [21. AGO02532.1: Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012
20, AKV57803.1 3PAHSNG 14 22. ANA11389.1: Segmento 5 NP H5N2 A/duck/France/150233/2015
30. ABIB5124.1 3IPAHSNS 1378/1983 - 2: ws:?;;‘iiseamenlo 5 NP:I:Na Altern/South Alnciﬂeﬁ
RLACZ49202 1. Seomanio 1 4 HOND Murisyiontarolf/ J2H1900 |- :5 :&gsm 1: Segmento : zp szg AlduckEastemn China/031/2009
32 ANA11397.1: Segmento 3 PA HSN9 A/ducik/France/150236/2015 ® |26 AKVS7810.1 5NP HSNS AP014
33. CAA35096.1 IPAHTN1 AFP 134 N e ST o
34.AOR23776. 3PAHTNI A ckidS1934 ¥ 128 ABIB5121.1: Segmento 5 NP HSNS Afturkey/ireland/1378/1983
35.AB052771.1 SPAHING 1099 29 ABIBS140.1: Segmento 5 NP HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966
36. ABS89471.1: Segmento 3 PAH7N1 AturkeyMtaly/4708/1999 30, ANA11400.1 5NP H5N9 3612015
37. ABIB5091.1 3PAHTN3 1963 31. AAB50744.1 5NP H7N1 K34
38. ABV01141.1: 3 PAHT7N3 Alchi 1992 32. ADR23780.1: Segmento 5 NP H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934
39. ABR37414.1 3PAHTN3 1994 ! |33 ABO52768.1 5NPH7N1 1999
40. ACZ46336.1 IPAHTN 4711995 R 134 1 5NPHIN1 708/1999
41. ABIB5044.1 3 PAHTNG Al 34669/1995 3 (35.ABI85088.1 5NPH7N3 1963
42 ACZ46335.1 3PAHTN3 akistan/1369-CR2/1995 R [36.ABV01138.1 SNP H7N3 199:
43 AAQT7447.1 IPAHTNG hile/4957/02 R [37.ABR37411.1 5NP H7N3 1994
44 ABIB5035.1 3PAHTN3 184240-4322/2002 38. ABIB5041.1: Segmento 5 NP H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995
45. ABIB5007.1 3PAHTN3 AC 39.AMQ77445.1 5NP HTN3 Ak
46, AAT70177.1: Segmento 3 PAHTN3 AIGSC_chicken_B/British Columbiald 3 |40.ABIBS032.1: Segmento § NP H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
47 ACA25328.1 3IPAHTNG 0001172007 B [ Am50041 SNR HTNS AL
48 AFQ373022 3IPAHTN3 JaliscoICPA1/2012 1 :; :‘gz "5‘373:‘1 Seomenk ";:': :77’;33 msc—“"‘”“—“"‘:“’;‘;:';""”“""
;: :FN\:A?Z;;;I e 33F:A":*;‘:3‘imc'(emmsw‘ziiﬁgg-w-cmm-sszemo1s R :; Arwog;:z 39 11 : "m'":°55 :“: :;::33 :;u:e:‘/ja]nsm:z:z
1 egmento icken/Jalist
51. ANM71953.1, 3PAHTNI Ak Jalis co/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016 R 146 anm71955.1 s:gman(o 5 NP H7N3 AlchickeniJalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
52 ABR37425.1: Segmento 3 PA H7N4 AlchickenNew South Wales/2/1997 47 ANM71985.1 5NPHTNG PA-04451-16-CENASA-9529412016
53 ACZ36583.1 3PAHTNN? 1902 R |4 ABRI7422.1 5NP H7N4 South Wales/2/1997
54. ABS89372 1: Segmento 3 PAHTNT AlchickenNictoria/1976 40, ACZ36704.1 5NP HINT 1902

55. ABI85054.1: Segmento 3 PA H7N7 Algoose/lLeipaig/187-7/1979
56. ABI85025.1: Segmento 3 PA H7NT7 Alchicken/Victoria/1985

50. ABS89369.1: Segmento 5 NP H7N7 AlchickenNVictoria/1976
51. ABIB5051.1: Segmento 5 NP H7N7 AlgooselLeipzig/187-7/1979

57. AAR04365.1 3PAHTNT 103 R |52 ABi85022.1 5NP HTN7 1985
58. AMD38698.1 IPAHTNG 16-001403-12016 R 53 AAR043721 5NP HTNT 103
59 ARG44329.1: 3PAHTNG 0152016 54. AMD38701.1 5 NP H7N8 16-001403-1/2016
60. ARB51603.1 3 PAH7N9 Alchicken/T 17-007147-2/2017 5. ARG44230.1 S NP H7N9 Avch 0152016
56. ARB51606.1 5 NP H7N9 A/chicken/ 17-007147-2/2017

672 374

Figura 2: Alineamientos de las secuencias de aminoéacidos de la Polimerasa Acida en la
posicién 672 y de las secuencias de aminoacidos de la Nucleoproteina en el sitio 374 de
los VIAAP asociados a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se
observan la cepa de referencia A / duck / Hokkaido / Vac- 1/2004 (H5N1).
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> Mutaciones por sustitucion H3080 v por insercion 338R en la HA

Debido a que no se menciona la numeracion para los subtipos H7 solo se
compararon las treinta secuencias de la HA del subtipo H5, donde ninguna de
las proteinas (100%) presento glutamina en la posicion 308 (Figura 3). Con esto
se descarta su funcion en la alta patogenicidad.

Por otro lado no se puede incluir la mutacion por insercion del aminoacido
arginina en el sitio 338 por que cae dentro del punto de corte de la HA (Figura
3) y anteriormente ya se ha demostrado que la presencia de mas de dos
aminoacidos basicos en el mismo es determinante en la alta patogenicidad 217,
denotando a su vez que todas las secuencias alineadas tienen un sitio de
escision polibasico (Figura 3).

308 338

1. BAE94699.1: Segmento 4 HA H5N1 A/duck/Hokkaido/Vac-1/04

2. ABI85106.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Scotiand/1959

3. ACF40968.1: Segmento 4 HA H5SN1 Aturkey/England/50-92/1991
4. YP_308669.1: Segmento 4 HA HSN1 A/goose/Guangdong/1/1996
5. ACZ48548.1: Segmento 4 HA HSN1 A/avian/taly/1485/1997

6. AAC32078.1: Segmento 4 HA H5N 1 A/Chicken/Hong Kong/220/97
7. AAV97603.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Korea/es/2003

8. ABO30346.1: Segmento 4 HA H5N 1 A/chicken/indonesia/7/2003
9. ACZ36880.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Yamaguchi/7/2004
10. ABW73807.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Korea/IS/2006

11. ABE26829.1: Segmento 4 HA H5N1 A/swan/Germany/R65/2006

HN 1 HPLE  BEcPRYVKEBRLVLAFMELRNVPAREFNREL FEA
HN HPHE | BECPKYVKEBRLVLAMBLRNVPARKKRELFEA
HN I HPLE I BECPKYVKEBRLVLATEPRNVPARKRKEREL F
HN I HPLE 1 BECPKYVKENRLVLAFELRNEPERERRRKKRE
HN ' HPLE I BECPKYVKSEBRLVLATEBLRNVPERRRKKREL F
HN HPLE I BECPKYVKENRLVLATELRNEPERERRRKKRE
HN HPLE I BECPKYVKESRLVLATEBLRNEPEREKRKKREL
HN HPLE 1 BEcPKYVKENRLVLATBELRNEPERERRRKKRE
HN I HPLE I BECPKYVKSESBRLVLATELRNSEPEARERRKKREL
HN I HPLE I BECPKYVKENRLVLATELRNSPAEERRRKKRE
HN HPLE 1 BEcPKYVKENRLVLATELRNSPAEERRRKKRE

12. BAK53512.1: Segmento 4 HA H5N1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010

13. AKC91359.1: Segmento 4 HA H5N 1 A/chicken/BC/FAV2/2015

14. ALX30439.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/France/150169a/2015
15. ACZ48580.1: Segmento 4 HA H5N2 A/chicken/Pennsylvania/1370/1983

16. BAJ23252.1: Seg 4 HA H5N2 Alchi 23-607/1994
17. BAJ23253.1: Seg 4 HAH5N2 A/ ueretaro/14588-19/1995
18. ABK80003.1: Segmento 4 HA H5SN2 A/poults /33011997

19. ACK43314.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/N227/2004
20. ABQ24010.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
21. AFM08891.1: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011
22. AGO02528.1: Segmento 4 HA H5N2 A/chicken/Taiwan/A1997/2012

23. ANA11388.1: Segmento 4 HA H5N2 A/duck/France/150233/2015

24. ABIB4970.1: Segmento 4 HA HSN3 Atern/South Africa/1961

25. ADD10580.1: Segmento 4 HA HSN5 A/duck/Eastern China/008/2008
26. ADD10569.1: Segmento 4 HA H5N5 A/duck/Eastern China/031/2009
27. AKV57796.1: S to 4 HAH5NG 9/2/12014

28. AKV57817.1: S to 4 HA HSNG IG 172014

29. ABI85117.1: Segmento 4 HA HSN8 Aturkey/reland/1378/1983

30. BAJ23235.1: Segmento 4 HA H5N9 Atturkey/Ontario/7732/1966

31. ANA11399.1: Segmento 4 HA H5N9 A/duck/France/150236/2015

HN I HPLE I BECPKYVKENKLVLATELRNEPERERRRKREL
HN HPLW 1 BECPKYVKENKLVLARELRNSPLRERRRKREL
HN ' HPLE 1 BECPKYVKEBRLVLAFEBLRNVHERRKRELFEA
HNVHPLE  BECPKYVKEBKLVLARBVRNVPAKKKRELFEA
HNVHPFH I BECPKYVKEKKLVLAFBLRNVPERKRKEREL F
HNVHPFE I BECPKYVKEKKLVLATEBLRNVPARKRKERELF
HN HPLW 1 BECPKYVKEBRLVLAFEBLRNVPEARRRKKRELF
HN HPLE 1 BECPKYVKEBRLVLAFBLRNVPAREKRRKKRE
HN I HPLE I BECPKYVKEBRLVLAFEBLRNVPARRKKRELFE
HNIHPLE I BECPRYVKEDRLVLAFEBLRNVPARRKKRELFE
HNVHPFAIBECPKYVKLKKLVLATELRN | PARRKRELFEA
HN HPLW 1 BECPKYVKEBRLVLAFEBLRNVHARRKRELFEA
HN I HPLW 1 BECPKYVKEBRLVLAFELRNVPEAREFRREKRE
HN I HPLW I BECPKYVKENRLVLAFELRNEPLREKRRKREL
HN I HPLE I BECPKYVKENKLVLATEBLRNSPLREKRRKREL
HN I HPLE 1 BECPKYVKENKLVLATEBLRNSPLRERRRKREL
HN I HPLW I BECPKYVKENKLVLARBLRNSPLRERRRKREL
HN I HPLW I BECPKYVKEBRLVLAFEBLRNFPARKRKKREL F
HNVHPLE I BECPKYVKENKLVLAREBPRNVPARRKKRELFE
HN I HPLE I BECPKYVKEBRLVLAFELRNVHARRKREL FEA

308 338

Figura 3: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la Hemoaglutinina en las
posiciones 308 y 338 de los VIAAP asociados a una patogenicidad de tipo consenso. En
la parte superior se observan la cepa de referencia A / duck / Hokkaido / Vac- 1/2004 (H5N1).
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> Mutacion por sustitucion M374V en la NP

No hay secuencia que contenga valina de las cincuenta y cinco alineadas
en la posicion 374, la cepa enlistada en la posicion 33 Alturkey/Italy/4580/1999
y 34 Alturkey/ltaly/4708/1999 al tener la pérdida de un aminoacido en el sitio 17,
permite la presencia del acido aspartico y en la posicion 373 de metionina.
(Figura 2). Anulando la incidencia de este marcador de patogenicidad en los
virus de alta patogenicidad.

» Mutaciones por sustitucion D89N v R101K en la M1

De acuerdo al alineamiento de los 60 aislamientos virales, la presencia de
89N en la M1 es nula en todos, por el contrario conservan acido aspartico en la
posicion 89 (Figura 4). Esta mutacion por sustitucion no podria explicar el
incremento de la virulencia de otros virus altamente patdégenos.

En el caso de la presencia de 101K en las 60 secuencias de proteinas, 39
de ellas carecen de lisina (65 %) y en su lugar presentan arginina en la posicion
101 (Figura 4). Su repercusion en la alta patogenicidad no queda claro, por lo
que se hard un andlisis en conjunto englobando a las demas mutaciones que
obtuvo Yamamoto N, et al. (2013) 4*.

» Mutacién por sustitucion R45H en la M2

Cincuenta y cuatro de cincuenta y cinco aislamientos virales (98.18 %)
carecen de histidina en la posicion 45 (Figura 4) por lo que no es un mutacién
por sustitucion conservada. Veits J. (2012) analizo varios aislamientos virales de
alta patogenicidad y concluyé que hay VIAAP que presentan 44N y 45H42, Sin
embargo, no se demostro experimentalmente que la mutacion 44N esté asociada
a la patogenicidad y en nuestro analisis se encontr6 que esta presente en el
16.36 % (Figura 4).

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
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[ BAE94703.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/duckMHokkaidoVac-1/04

2. ABIB5107.1. Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Scotiand/1959
[3.ACF40972.1: Segmento 7 M1 HSN1 Aturkey/England/S0-9211991

4. YP_308671.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/goose/Guangdong/1/1996

5. ACZ48141.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alavian/Maly/1485/1997

6. A4C32080.1: Segmento 7 M1 HSN1 AChickenHong Kong/220/97

7. AAV97611.1: Segmento 7 M1 HEN1 AlchickenKorea/es/2003
8.AB030344.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alchickenindonesia/7/2003

9. ACZ36807.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alchicken/Yamaguchi7/2004

|10. ABW73808.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alchicken/KorealSi2006

|11 ABE26831.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alswan/GermanyIR65/2006

‘|2 ACT97005.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alchicken/Korea/Gimje/2008

13, BAK53516.1: Segmento 7 M1 HSN1 AlduckHokkaidoMZ10122010

|14, AKC91362.1: Segmento 7 M1 HSN1 AlchickenBCFAV2/2015

|15. ALX30442.1: Segmento 7 M1 HSN1 AlchickenFrance/150169a2015
|16, ABIB5146.1: Segmento 7 M1 HSN2 AlchickenPennsyivania/1370/1983
17. AAR91539.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Puebla/8623-607/1994
18. ACZ48189.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Puebla1 4586-654/1994
|19, ABIBS128.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
20, ACZ48123.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/taly/330/1997

|21, ACK43315.2: Segmento 7 M1 HSN2 Alostrich/South AfricaN227/2004
22 ABQ24013.2: Segmento 7 M1 HSN2 Alostrich/South Arica/al1091/2006
23, AFM08894.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alostrich/South AicalAI2 11472011
124 AGO02529.1: Segmento 7 M1 HSN2 Aichicken/Taiwan/A1997/2012

25 ANA11391.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alduck/France/1502332015

|26. ABIB4971.1: Segmento 7 M1 HSN3 Atern/South Africa/1961

127. ADD10583.1: Segmento 7 M1 HSNS AlduciEastern China/008/2008
:28 ADD10572.1: Segmento 7 M1 HSNS AlduckEastern China/031/2009
29 AKV57807.1: Segmento 7 M1 HSNG A/lswine/Guangdong/1/2014

30. AKV57797.1: Segmento 7 M1 HSNG A/swine/Guangdong/2/2014

31, ABIB5118.1: Segmento 7 M1 HSNS Aurkeyireland/1378/1983

|32 ABIB5128.1: Segmento 7 M1 H5N9 Alurkey/Ontario/7732/11966

33 ANA11402.1: Segmento 7 M1 HSNO Alduck/France/15023672015

|34. AAA43258.1: Segmento 7 M1 HTN1 AFPV/Rostock/34

|35. ADR23782.1: Segmento 7 M1 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934

36. ACZ48259.1: Segmento 7 M1 HTN1 Afurkeyitaly/4580/1999

37. ABS89465.1: Segmento 7 M1 HTN1 AturkeyMtaly/4708/1999

38, ABIBS085.1: Segmento 7 M1 H7N3 AurkeyEngland/1953

39 ABV01135.1: Segmento 7 M1 H7N3 AlchickenVictoria/224/1992

|40, ABR37408.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Queensiand/1994

41 ACZ48293 1: Segmento 7 M1 HTN3 Alchicken/Pakistan/d47/1995

|42 ABIBS5039.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

143. ACZ48291.1: Segmento 7 M1 HTN3 Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1995
44 ABR37419.1: Segmento 7 M1 H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997
45. AAQ77436.1: Segmento 7 M1 HTN3 Alchicken/Chile/4957/02

{46. ABIB5030.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
47. ABIB5001.1: Segmento 7 M1 HTN3 AICanadains0472004

48. AAT70171.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/0d
49 ACA25332.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/SKHR-0001172007

150. AFQ37295.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/JaliscolCPA1/2012

|51. AFVB8715.1 Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalis c0/12283/2012

{52 ANM71957 1: Segmento 7 M1 H7N3 AichickenlJalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
:53 ANM71987.1: Segmento 7 M1 H7N3. ICPA-04451-16-CENAS/ 16
54, ACZ36791.1: Segmento 7 M1 HTN7 AlchickenBrescia/1902

|1. BAE94702.1: Segmento 7 M2 H5N1 AlduckHokkaido/NVac-1/04

2. ABIB5108.1: S 9! 7 M2H5N1 1959

“3 ACF40971.1: Segmento 7 M2 HSN1 Aturkey/England/50-92/1991

4. YP_308670.1: Segmento M2 HSN1 Algoose/Guangdong/1/1996

/5. AAC32081.1: Segmento 7 M2 H5N1 A/IChicken/Hong Kong/220/97

‘6 ACZ48142.1: Segmento 7 M2 H5N1 A/avianitaly/1485/1997

7. ABP35640.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/chicken/Korea/es/2003

8. ABO30345.1: Segmento 7 M2 H5N1 Alchickenindonesia/7/2003

9. ACZ36808.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/chicken/Yamaguchi/7/2004

10. ABW73809.1: Seg 7 M2 H5N1

11. BAK53515.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/duckHokkaido/WZ101/2010

12. AKC91363.1: Segmento 7 M2 H5N 1 Alchicken/BCFAV2/2015

13. ALX30443.1: Seg 7 M2H5N1 1501693/2015
14, ABIB5147.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/Pennsylvania/1370/1983
15. ACZ48190.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994
16. ABIB5129.1: Segmento 7 M2 H5N2 A/chicken/Queretaro/14588-19/1995
17. ACZ48124.1: Segmento 7 M2 HSN2 133011997

18. ACK43316.2: Segmento 7 M2 HSN2 AlostrichvSouth Africa/N227/2004
19. ALIS8404.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
20. AFM08895.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alostrich/South AfricalAl2114/2011
21. AG002530.1: Segmento 7 M2 H5N2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

22. ANA11392.1: Seg! 7 M2 H5N2 15023372015

23. ABIB4972.1: Segmento 7 M2 HSN3 Atern/South Africa/1961

24 ADD10584.1: Segmento 7 M2 H5N5 A/duck/Eastern China/008/2008
25. ADD10573.1: Segmento 7 M2 H5N5 A/duck/Eastern China/031/2009
26. AKV57808.1: Segmento 7 M2 HENG Alswine/Guangdong/1/2014

27. AKV57798.1: Segmento 7 M2 HSNG A/swine/Guangdong/2/2014

28. ABIB5119.1: Segmento 7 M2 H5N8 Aturkeylirelana/1378/1983

|29, ABIB5139.1: Segmento 7 M2 H5N9 Aturkey/Ontario/7732/1966

30. ANA11403.1: Segmento 7 M2 HSN9 Alduck/France/150236/2015

31. AAA43257.1: Segmento 7 M2 H7N1 AFPV/Rostock/34

32. ADR23783.1: Segmento 7 M2 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934

33. ACZ48260.1: Seg! 7 M2H7N1 1999

34 ABS89466.1: Segmento 7 M2 H7N1 AturkeyMaly/4708/1999

35. ABIB5086.1: Segmento 7 M2 H7N3 Aturkey/England/1963

36. ABV01136.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992

37. ABR37409.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/chicken/Queensiand/1994

38. ACZ48294.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

39. ABIB5040.1: Segmento 7 M2 H7N3 Aichicken/Pakistan/34669/1995

40. ACZ48292 1: Seg! 7 M2 H7N3 Alch 1369-CR2/1995
41. ABIB5031.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
‘42 ABI85002.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/Canadains04/2004

|43. AAT70172.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04
j“ ACA25333.1: Seg! 7M2H7N3 1172007

|45 AFQ37296.1 Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012

§46 AFV68716.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

147 ANM71958.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalis co/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
|48. ANM71988.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016

|
|49. ABR37420.1: Segmento 7 M2 H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997

55. ABS89366.1: Segmento 7 M1 H7NT AlchickenMicorial1976 [P-AGZ38TR21: Sen LMZHING ==
9 i 51, aBss s .
56 ABIB5048.1: Segmento 7 M1 HTNT AlgooselL eipzig/87-71979 L : 536711 o i 77,‘"2“';1;7 . _',’7”: -
|57. ABIB5019.1: Segmento 7 M1 H7NT AlchickenMictoria/1985 [52. ABIBS049.1: Segmento 7 M2 AlgooselLeipzig/187-7/1979
53. ABIB5020.1: Seg 7M2HTNT 1985

58. AAR11373.1: Segmento 7 M1 H7N7 AlchickenMNetherfands/1/03

59. AMD38703.1: Segmento 7 M1 H7N8 Aturkeylindiana16-001403-1/2016

|60. ARG44156.1: Segmento 7 M1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 152016

|61, ARBS1608.1: Segmento 7 M1 HTNG Alchicken/Tennessee/17-007147-2:2017

|54. AMD38704.1: Segmento 7 M2 H7N8 Aturkeyindiana/16-001403-12016
155 ARGA44155.1: Segmento 7 M2 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 1572016
156 ARB51609.1: Segmento 7 M2 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017

89 101 45

Figura 4: Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la proteina M1 en los sitios
89y 101, y delas secuencias de aminoacidos de la proteina M2 en laposicion 45 asociados
a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se observan la cepa de referencia
A/ duck / Hokkaido / Vac- 1/2004 (H5N1).

El virus A/duck/Eastern China/031/2009 (H5N5) en la PA tiene L672F, el
aislamiento A/chicken/Taiwan/A1997/2012 (H5N2) presenté en M1 la sustitucion
R101K y en M2 la R45H, lo que crea la duda de si este ultimo aislamiento
necesita de estas dos mutaciones junto con el sitio polibasico para su
comportamiento de AP debido a que en el experimento la sustitucion 45H fue

indispensable para incrementar ain mas la patogenicidad en comparacién con

las demas cambios moleculares anteriormente reportados 4*.
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VLIILIV. Polimerasa Acida X (PA-X)

Hu J. et al. (2015) tenian el objetivo de demostrar que la expresion de la
proteina PA-X atenua la virulencia de la cepa de AP A/ Chicken / Jiangsu / k0402
/ 2010 (H5N1) en modelos de raton, pollo y pato, complementando de esa forma
los hallazgos de Jagger B. et al.(2012)°. Mediante genética a la inversa crearon
un virus a partir de A / Chicken / Jiangsu / k0402 / 2010 (CK10) resultando con
r-CK10 y de este ultimo otros dos con dos formas de muciones por sustitucion
en el gen PA: la primera forma se identific6 como CK-PAX3 por presentar 3
mutaciones por sustitucion en los nucletidos T573C, C574Ay T576A; la segunda
forma se identific6 como CK-PAXS5 por tener 5 mutaciones por sustitucion en los
nucleotidos T568A, C569G, T573C, C574Ay T576A. El virus CK10 mutante que
porta cinco mutaciones por sustituciéon de nucleétidos en el gen PA mostrd una
expresion de PA-X 85 % respecto al 100% de r-CK10, al mismo tiempo el nivel
de expresion de PA-X para el virus CK-PAX3 que albergaba tres mutaciones de
nucleodtidos en el gen de la AP, era el 47% del virus r-CK10. Al final las pruebas
de virulencia mostraron que estos dos mutantes tenian mayor virulencia en
ratones, pollos y anades reales que su virus parental r-CK10. En conjunto, sus
hallazgos sugirieron que la proteina PA-X actia para disminuir la patogenicidad
de H5N1 AIV en especies de aves al inhibir la replicacion del virus y la respuesta
del huésped y mas importante aun, determinaron ademas que la pérdida de
expresion de PA-X aumentaba la virulencia de CK10 tanto en pollos como en
anades reales y mejoraba la actividad de la polimerasa y la replicaciéon del virus
tanto in vitro como in vivo 43, Se verifico la presencia de las PA-X de los virus

VIAAP mediante la blusqueda en el GenBank, para conformar que la PA-X es
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innecesaria en los aislados virales de AP por su propiedad de atenuacion en los
agentes causantes de influenza aviar.

La situacion de PA-X es similar a la proteina PB1-F2, no hay secuencias
completas de los virus y no se menciona en el GenBank que la proteina haya
sido suprimida por alguna mutacion, por lo que solo se dispone de 12 virus que
presentan PA-X de las 60 cepas recabadas (20%) (Figura 5). Jagger B. (2012) y
Hu J. (2015) utilizando subtipos H1IN1 y H5N1 respectivamente evidenciaron
experimentalmente que la ausencia de PA-X elevaba la patogenicidad de los
virus en modelos de ratén y aves domésticas >*3 pero esta mutaciéon por
supresion no fue esencial para incrementar de manera importante la
patogenicidad de los virus, asi que los virus de alta patogenicidad no dependen

0 no les afecta en gran medida su presencia o ausencia.

1. YP_006495800.1: Segmento 3 PA-X H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996 ALKNLEPMEVMDENRTAALRABFLKCRKK
2. AKC91358.1: Segmento 3 PA-X HSN1 Alchicken/BCIFAV2/2015 ALKFLEPMEVMDENRTAALRABFLKCEKK
3. ALX30438.1: Segmento 3 PA-X H5N1 A/chicken/France/150169a/2015 ALKTLEPMEMDENRTAALRABFLKCEKK
4. ALIB8410.1: Segmento 3 PA-X HSN2 Alostrich/South Africa/N227/2004 ALKFLEPMEMDENRTAALRABFLKCEBKK
5. ALIB8403.1: Segmento 3 PA-X HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006 ALKTLESvEMDSSREAALRASFLKCEAKK
6. AGO02535.1: Segmento 3 PA-X HSN2 A/chicken/Taiwan/A1997/2012 ALKFHLEPMNMDSNRFEAALRASFLRCEBKK
7. ANA11387.1: Segmento 3 PA-X HSN2 Alduck/France/150233/2015 ALKFLEPMEVMDENRTAALRABFLKCEBKK
8. AKV57814.1: Segmento 3 PA-X HSNG A/swine/Guangdong/1/2014 ALKILEPMEMDSNRTAALRABSFLKCARK
9. AKV57804.1: Segmento 3 PA-X HSNG A/swine/Guangdong/2/2014 ALKILEPMEMBLNRFAALRABFLKCEBRK
10. ANA11398.1: Segmento 3 PA-X H5N9 A/duck/France/150236/2015 ALKELEPMEVDSENRFEAALRASFLRCEBKK
11. AMD38699.1: Segmento 3 PA-X H7N8 Aturkey/indiana/16-001403-1/2016 ALKFHLEPMEMDENRTAALRABFLKCPKK

12. ARB51604.1: Segmento 3 PA-X H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-22017 ALKELEPMEMBENRFEAALRASF LKCPKK
Figura 5: Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la Polimerasa Acida X de los
VIAAP cuya presencia esta asociada a la disminucion de la patogenicidad en pollos y en
ratones.

VLIILV. Hemoaglutinina (HA)

En la busqueda de las mutaciones en la HA, se destacd la variabilidad que
hay entre los subtipos H5 y H7, debido a evidentes sustituciones, inserciones o
eliminaciones de aminoacidos en sus proteinas. En cada andlisis solo se
selecciond con las secuencias que fueran del mismo subtipo (con base a la HA)
gue trabajo cada autor, a menos que el autor haya mencionado la homologia de

la mutacion en la Hemoaglutinina.
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Webster RG, Kawaoka Y, et al. (1986) garantizaron que la mutacion T13K
en la HA de la cepa A / Chicken / Pennsylvania / 1/83 (H5N2) condujo a la pérdida
de un patron de N-glicosilacion en la asparagina ubicada en la posicién 11,
resultando en una mejora en la capacidad de escision de PCS por furina-
proteasas, y al probarlo experimentalmente se obtuvo mortalidad del 100% en
los pollos. Sugiriendo que la eliminacion del carbohidrato por la ausencia del sitio
de glicosilacién en la posicién 11 puede permitir el acceso de una enzima que
reconoce las secuencias de aminoacidos basicas y da como resultado la
activacion de la escision del HA en el virus virulento.?® Se procedi6 a seleccionar
las secuencias de la HA del subtipo H5, con el fin de corroborar si hay mas cepas
que perdieron este sitio de N-glicosilacion en la posicion 11 de la HA de todas
las cepas del subtipo H5 de alta patogenicidad. Se tom6 como referencia el
aislamiento viral A/chicken/Pennsylvania/1370/1983 (H5N2) que tuvo una
sustitucion de Treonina por Lisina en la posicion 13 de la HA.

Se observé que un aislamiento viral de veintinueve analizadas (3.44 %)
perdi6 el sitio de N-glicosilacibn en la posicion 11, la cual es
Alchicken/Scotland/1959, ya que tuvo una sustitucion de Asparagina por Lisina
en esa misma posicion. (Figura 6). No se puede estar seguro que esta mutacion
fue necesaria para aumentar su patogenicidad, puesto que no se cuenta con un
aislamiento viral progenitor de baja patogenicidad, por lo que solo se puede

basar a la evidencia experimental de Webster RG. y Kawaoka Y. 23
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1. ACZ48580.1: Segmento 4 HA H5N2 Alchicken/Pennsylvania/1370/1983  MIEK

2. ABI85106.1: Segmento 4 HA HSN1 A/chicken/Scotiand/1959 KSF
3. ACF40968.1: Segmento 4 HA HSN1 Aturkey/England/50-92/1991 NST
4.YP_308669.1: Segmento 4 HA HSN1 Algoose/Guangdong/1/1996 NST
5. ACZ48548.1: Segmento 4 HA H5N1 A/avian/aly/1485/1997 NST
6. AAC32078.1: Segmento 4 HA H5SN1 A/Chicken/Hong Kong/220/97 NST
7. AAVO7603.1: Segmento 4 HA HSN1 Alchicken/Korea/es/2003 NST
8. ABO30346.1: Segmento 4 HA HSN1 Alchicken/indonesia/7/2003 NST
9. ACZ36880.1: Segmento 4 HA H5SN1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004 NST
10. ABW73807.1: Segmento 4 HA HSN1 Alchicken/Korea/iS/2006 NST
11. ABE26829.1: Segmento 4 HA H5N1 A/lswan/Germany/R65/2006 NST
12. BAK53512.1: Segmento 4 HA HSN1 Alduck/Hokkaido/WZ101/2010 NST
13. AKC91359.1: Segmento 4 HA H5N1 Alchicken/BCIFAV2/2015 NST
14. ALX30439.1: Segmento 4 HA H5N1 Alchicken/France/150169a/2015 NST

15. BAJ23252.1: Segmento 4 HA HSN2 Alchicken/Puebla/8623-607/1994  HEH
16. BAJ23253.1: Segmento 4 HA HSN2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995 NS
17. ABK80003.1: Segmento 4 HA HSN2 Alpoultry/italy/330/1997 NST
18. ACK43314.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africamn227/2004 NS
19. ABQ24010.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/al 10912006 SN
20. AFM08891.1: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011 B

21. AGO02528.1: Segmento 4 HA HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012 NST
22. ANA11388.1: Segmento 4 HA HSN2 A/duck/France/150233/2015 NST
23. ABIB4970.1: Segmento 4 HA HSN3 Atern/South Africa/1961 NST

24. ADD10580.1: Segmento 4 HA H5N5 A/duck/Eastern China/008/2008 NST
25. ADD10569.1: Segmento 4 HA HSN5 A/duck/Eastern China/031/2009 NST
26. AKV57796.1: Segmento 4 HA HSNG A/swine/Guangdong/2/2014 NST

27. AKV57817.1: Segmento 4 HA HSNG Alswine/Guangdong/1/2014 NST
28. ABI85117.1: Segmento 4 HA H5NS Aturkey/ireland/1378/1983 NST
29. BAJ23235.1: Segmento 4 HA H5N9 Afturkey/Ontario/7732/1966 NST
30. ANA11399.1: Segmento 4 HA HSN9 A/duck/France/150236/2015 NST

11 13

Figura 6: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la HA de los subtipos H5 en
el sitio 13 asociada al incremento de la patogenicidad. La posiciéon 11 también pertenece a
la estructura de un punto de N-glucosilacién junto con el sitio 13. Las posiciones 11 y 13, se
encontraron en las posiciones 27 y 29 respectivamente cuando se alinearon en el programa
Mega Vv7. En la parte superior se encuentra la cepa de referencia
Alchicken/Pennsylvania/1370/1983 (H5N2).
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Perdue M.L. et al. (1995) experimentaron con el aislado de influenza aviar
altamente patdégeno A / Fowl / Victoria / 76 (H7N7), el cual contiene dos variantes
de hemoaglutinina que se producen de manera natural y que difieren inicamente
en la posesion de un sitio potencial de glicosilacion unido a asparagina en la
posicion de aminoacido 188, que esta cerca de la region de union al receptor.
Tomando como referencia que si 6 de 8 pollos de 4 semanas de vida mueren en
un periodo de 10 dias posterior a la inoculacion (pi) con un virus de influenza se
considerara como de alta patogenicidad, observaron que el virus con el sitio de
glicosilaciéon con una dosis letal media 50 (DLMso) de 10° daba como resultado
la muerte de todos los pollos (8/8) en un tiempo de muerte promedio (TMP) de
2.3 dias pi, en comparacion con el virus que carecia del sitio de glicosilacion
donde utilizando la misma dosis se obtuvo la muerte de 2/8 pollos en un TMP de
3.5 dias pi. Los resultados sefialan que la diferencia en la letalidad se debe a la
mutacion por sustitucion S188N adquiriendo de esa manera un sitio de N-
glicosilacion conformado por los aminoacidos NGS.** Esta evidencia fue
necesaria aclararla en las secuencias de HA de los subtipos H7 para verificar la
presencia de esta mutacion por sustitucion la cual genera un sitio de glicosilacion
y se relaciona con la virulencia de los virus, teniendo en cuenta la cepa A / Fowl

/ Victoria / 76 en su variante con 188N.

De las 26 secuencias que se compararon solo la cepa A/goose/Leipzig/187-
711979 del subtipo H7N7 presento el sitio de N-glicosilacion en la posicién 188
(Figura 7) por lo que se complementara su analisis con base al tamafio del tallo

de la NA més adelante.
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31. CAAB87393.1: Segmento 4 HA H7N7 AlFowl/Nictoria/76

32. AAA43150.1: Segmento 4 HAH7N1 AIFPV/Rostock//34

33. ADR23779.1: Segmento 4 HA H7N1 A/chicken/Rostock/45/1934

34. ABO52764.1: Segmento 4 HA H7N1 Afturkey/italy/4580/1999

35. ABS89464.1: Segmento 4 HA H7N1 Alturkey/italy/4708/1999

36. ABI85084.1: Segmento 4 HA H7N3 Alturkey/England/1963

37. ABV01134.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992

38. ABR37407.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Queensland/1994

39. AAG10650.2: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

40. ABI85038.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Pakistan/34669/1995

41. AAQ77404.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Chile/4957/02

42 ABI85029.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002

43. AAT70170.1: Segmento 4 HAH7N3 AIGSC_chicken_B/British Columbia/04
44 ABI85000.1: Segmento 4 HA H7N3 A/Canada/rv504/2004

45. ACA25329.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/SK/HR-00011/2007

46. AFN85519.1: Segmento 4 HA H7N3 Al/chicken/Jalisco/CPA1/2012

47. AFV68712.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

48. ANM71984.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
49. ANM71954.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
50. ABR37418.1: Segmento 4 HA H7N4 A/chicken/New South Wales/2/1997

51. ACZ36872.1: Segmento 4 HA H7N7 A/chicken/Brescia/1902

52. ABS89365.1: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Victoria/1976

53. AAA92245.1: Segmento 4 HAH7N7 A/goose/Leipzig/187-7/1979

54. AAR02639.2: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

55. AMD38700.1: Segmento 4 HA H7N8 Atturkey/lindiana/16-001403-1/2016

56. ARG44098.1: Segmento 4 HA H7N9 A/chicken/Guangdong/GD15/2016

57. ARB51605.1: Segmento 4 HA H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017

188 190

Figura 7: Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la HA de los subtipos H7 en
el sitio 188 asociada al aumento de la patogenicidad. La posicion 188 también pertenece a la
estructura de un punto de N-glucosilacion junto con el sitio 190. Las posiciones 188 y 190, se
encontraron en las posiciones 206 y 208 respectivamente cuando se alinearon en el programa
Mega v7. En la parte superior se encuentra la cepa de referencia A / Fowl / Victoria / 76 (H7N7).

Baigent S.J. et al. (2001) utilizando la cepa A / FPV / Rostock / 34 del
subtipo H7N1 que tiene glicanos en Asn133 y Asn158 (123 y 149 en numeracion
H7), estando Asn 158 en la region carboxilo terminal del HA y Asn 133 en las
proximidades del RBS. En uno de los experimentos con mutantes de Rostock se
observé que que al carecer de uno o ambos glicanos, estos dos sitios de
glicosilacion en la estructura de la cabeza globular de HA reducen la afinidad de
HA por la unién al receptor y hacen que el virus sea menos dependiente de la
funcion NA y a su vez menos sensibles a los farmacos inhibidores de NA. En
comparacion el oligosacarido unido a Asn149 desempefia un papel dominante
en el control de la propagacion del virus, mientras que el unido a Asn123 es

menos eficaz. Destacando que la HA con glicosilacion en la posiciéon 158 da un
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crecimiento eficiente cuando se combina con NA de tallo corto, cuando se
combina con NA de tallo largo, el crecimiento es muy eficiente y el exceso de
actividad de NA es una desventaja, pero un HA que carece de glicosilacion en la
posicibn 158 combinada con NA de tallo largo pueden representar
combinaciones 6ptimas “°. Resultados similares fueron descritos también por
Wagner (2000) 46 y Ohuchi (1997) 4’. En nuestro estudio, se ejecuté el analisis
de todas las secuencias de la proteina del segmento 4 de cepas del subtipo H7,
para corroborar si presentan dichos sitios en la HA, verificando a la vez el tamafio
de su respectivo tallo de la NA, comprobando si hay correlacion directa al
comportamiento de los virus. La cepa A/ FPV / Rostock / 34 (H7N1) se uso de
referencia, debido a que se demostraron en ella los dos sitios de glicosilacion y
un tallo corto de la NA.
» N-Glicosilacion 123 y 149

Diecisiete de veinticinco virus (68 %) del subtipo H7 no tienen el sitio de
glicosilaciéon en la posicion 123 y veintitrés de los mismos veinticinco (92 %) no
portan el sitio de N-gicosilacién en la posicién 149 (Figura 8).

Haciendo otro andlisis con base al tallo de la Neuraminidasa (para
confirmar el equilibrio entre la HA y la NA) de los aislados virales que contienen
los sitios de glicosilacion y que fueron:
Alchicken/Rostock/45/1934 Alturkey/Italy/4580/1999 A/turkey/Italy/4708/1999
Alturkey/England/1963_A/chicken/Pakistan/34669/1995 A/chicken/Brescia/190
2_A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016 y
Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016 (estas dos Ultimas

presentan los dos sitios de glicosilacién).
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31. AAA43150.1: Segmento 4 HA H7N1 AFPV/Rostock//34

32. ADR23779.1: Segmento 4 HA H7N1 Alchicken/Rostock/d5/1934

33. ABO52764.1: Segmento 4 HA H7N1 Alturkey/italy/4580/1999

34. ABS89464.1: Segmento 4 HA H7N1 Atturkey/taly/4708/1999

35. ABI85084.1: Segmento 4 HA H7N3 Aturkey/England/1963

|36. ABV01134.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Victoria/224/1992

[37. ABR37407.1 Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Queensiand/1994

38. AAG10650.2: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Pakistan/447/1995

39. ABI85038.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

40. AAQ77404.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Chile/4957/02

41. ABI85029.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002

42 AAT70170.1: Segmento 4 HA H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04
43. ABIB5000.1: Segmento 4 HA H7N3 A/Canadav504/2004

44 ACA25329.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/SK/HR-00011/2007

45. AFN85519.1: Segmento 4 HA H7N3 Al/chicken/Jalisco/CPA1/2012

46. AFV68712.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

47. ANM71984.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
48. ANM71954.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
49. ABR37418.1: Segmento 4 HA H7N4 A/chicken/New South Wales/2/1997

50. ACZ36872.1: Segmento 4 HA H7N7 A/chicken/Brescia/1902

51. ABS89365.1: Segmento 4 HA H7N7 A/chicken/Victoria/1976

52. AAAD2245 1: Segmento 4 HA H7N7 Algoose/Leipzig/187-7/1979

53. AAR02639.2: Segmento 4 HA H7N7 A/chicken/Netherlands/1/03

54. AMD38700.1: Segmento 4 HA H7N8 Afturkey/indiana/16-001403-1/2016

55. ARG44098.1: Segmento 4 HA H7NS A/chicken/Guangdong/GD15/2016

56. ARB51605.1: Segmento 4 HA H7N9 A/chicken/Tennessee/17-007147-2/2017

Figura 8: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la Hemoaglutinina de los
subtipos H7 en el sitio 123 y 149, y cuyos puntos de N-glucosilacion estan asociados al
incremento de la patogenicidad. Las posiciones 123 y 149 se encontraron en las posiciones
141 y 167 respectivamente cuando se alinearon en el programa Mega v7. En la parte superior
se localiza la cepa de referencia A/ FPV / Rostock / 34 (H7N1).

Solo las cepas Al/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
(H7N3), Al/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016 (H7N3) vy
Alchicken/Brescia/1902 (H7N7) a pesar de poseer los sitios de N-glicosilacion no
presentan a su vez un tallo corto de la Neuraminidasa, ya que el nimero de
aminoacidos de la proteina estd completo. (Figura 9) Estos resultados
contradicen lo mencionado por Baigent S.J. (2001), pero sugiere que los sitios
de glicosilacién tienen relacién con el tipo de Neuraminidasa, ya que los subtipos

H7N1 cumplen con la regla por lo que sera analizado mas adelante.*®
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441 447
v
1. CAA36475.1: Segmento 6 NA H7TN1 AFPV/Rostock/34 BrcBvNEDNVENENFPDEAELPFE ! BK
2 ADR23781.1: Segmento 6 NA H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934 SrcBVNEDTvEWNSHPDBAELPFE I DK
3. ABOS2767.1: Segmento 6 NA H7N1 AturkeyMaly/4580/1999 SBrcBvNSDEvVEW DEAELPFEIBK 469
4. ABS89467.1: Segmento 6 NA H7N1 AlturkeyMtaly/4708/1999 ErcEVNSDNVENSHNPDEAELPF I BK A
5. ABIB5087.1: Segmento 6 NA H7N3 AturkeyEngland/1963 DNEFPESENNPDESN BruPK v
5. AAD62018.1: Segmento 6 NA H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995 Y1 ELIREKPNKNDNVSNESNS viircELDNEFESENNPDESN  BFnPK
7. ANM71986.1: Segmento 6 NA H7N3 A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-952042016 Y VEEL | RERPNKNDDVENNSNS ' viiFcCELDNEFPESENNSDESN  BruPK
8. ANM71956.1: Segmento 6 NA H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-952042016 Y VIEL | RERPNKNDDVENTSNS  viErcELDNEPESENNSDESS 1 BrnPK
9. ACZ36748.1: Segmento 6 NA H7N7 A/chicken/Brescia/1902 PCFYVEL I RERPEEAKY VHNFESNS.L 1 ALcESPVEVvESES-rPDE B BYFE
A
Y
471

Figura 9: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la Neuraminidasa en la
regién del extremo terminal de los VIAAP que a su vez presentaron los sitios de N-
glucosilacion 123y 149, y que cuya presencia asociados al aumento de lavirulencia. En la
parte superior se encuentra la cepa de referencia A/ FPV / Rostock / 34 (H7N1). Los sitios de
N-glicosilacion de la cepa de referencia estan en la posicion 141 con la secuencia NGT y 167
con la secuencia NAS, en vez de los sitios 123 y 149.

Gohrbandt S, et al (2011) estipularon que la mayoria de los VIAAP H5
tienen serina o treonina en la posicion 346 en su HA (correspondiente a la
posicion 323 segun la numeracion H3), utilizando la cepa de AP
A/Swan/Germany/R65/06 (H5N1), tras el cambio de serina por valina (R65-V)
condujo a una supervivencia prolongada en menor grado en comparacion con
los animales infectados con R65. Ambos virus seguian siendo altamente
patégenos, ya que no habia diferencias significativas en la diseminacién del virus
o tropismo de érganos. En general, sus observaciones sugirieron que la serina
346 en R65 HA podria contribuir a la virulencia en el pollo.*® Por lo cual se llevé
a cabo la seleccion de secuencias de la Hemoaglutinina del subtipo H5, para
verificar la importancia de la serina o treonina en la posicion 346, usando como
referencia la cepa A/Swan/Germany/R65/06, puesto que en la posicion 346 tiene

Serina.
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> Mutacidn por sustitucion V446S/T

Dieciséis de veintinueve cepas (55.17 %) no portan serina o treonina en la
posicion 446 (Figura 10). En el articulo menciona que de no portar estos
aminoécidos, la funcion del virus es menos virulenta, pero no elimina por

completo la patogenicidad.*°

1. ABE26829.1: Segmento 4 HA H5SN1 A/lswan/Germany/R65/2006

2. ABI85106.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Scotland/1959

3. ACF40968.1: Segmento 4 HA H5N1 Aturkey/England/50-92/1991

4. YP_308669.1: Segmento 4 HA HSN1 A/goose/Guangdong/1/1996

5. ACZ48548.1: Segmento 4 HAH5N1 A/avian/italy/1485/1997

6. AAC32078.1: Segmento 4 HA H5N1 A/Chicken/Hong Kong/220/97

7. AAV97603.1: Segmento 4 HA HSN1 A/chicken/Korea/es/2003

8. ABO30346.1: Segmento 4 HA H5SN1 A/chicken/indonesia/7/2003

9. ACZ36880.1: Segmento 4 HA H5N 1 A/chicken/Yamaguchi/7/2004

10. ABW73807.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/Korea/IS/i2006

11. BAK53512.1: Segmento 4 HA H5N1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010

12. AKC91359.1: Segmento 4 HA H5N1 Alchicken/BC/FAV2/2015

13. ALX30439.1: Segmento 4 HA H5N1 A/chicken/France/150169a/2015
14. ACZ48580.1: Segmento 4 HA HSN2 A/chicken/Pennsylvania/1370/1983
15. BAJ23252.1: Segmento 4 HA H5N2 A/chicken/Puebla/8623-607/1994
16. BAJ23253.1: Segmento 4 HA H5N2 A/chicken/Queretaro/14588-19/1995
17. ABK80003.1: Segmento 4 HA HSN2 A/poultry/italy/330/1997

18. ACK43314.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/N227/2004
19. ABQ24010.2: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
20. AFM08891.1: Segmento 4 HA HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011
21. AGO02528.1: Segmento 4 HA H5N2 A/chicken/Taiwan/A1997/2012

22. ANA11388.1: Segmento 4 HA H5N2 A/duck/France/150233/2015

23. ABI84970.1: Segmento 4 HA HSN3 Atern/South Africa/1961

24. ADD10580.1: Segmento 4 HA H5N5 A/duck/Eastern China/008/2008
25. ADD10569.1: Segmento 4 HA H5NS A/duck/Eastern China/031/2009
26. AKV57796.1: Segmento 4 HA H5N6 A/swine/Guangdong/2/2014

27. AKV57817.1: Segmento 4 HA H5N6 A/swine/Guangdong/1/2014

28. ABI85117.1: Segmento 4 HA HSN8 Alturkey/ireland/1378/1983

29. BAJ23235.1: Segmento 4 HA HSN9 Alturkey/Ontario/7732/1966

30. ANA11399.1: Segmento 4 HA H5N9 A/duck/France/150236/2015

346

Figura 10: Alineamiento de las secuencias de amino&cidos de la Hemoalgutinina de los
subtipos H5 en la posicidn 346 relacionada al incremento de la patogenicidad. En la parte
superior se localiza la cepa de referencia A/Swan/Germany/R65/06 (H5N1). El sitio 346 se
encontré en la posicién 336 cuando al alinear las secuencias en el Mega v7.
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Maruyama J. (2013) identificaron seis sustituciones de aminoacidos por
comparacion de las secuencias genémicas entre la cepa A / duck / Hokkaido /
Vac-2/2004 (H7N7) y la misma después de tres pases en embrién de pollo:
Lys123Glu en PB2, Asn16Asp en PB1, Glu227Gly e 1le388Thr en HA, Gly228Arg
en M1 y Leu46Pro en M2. Murieron todos los pollos (8/8) inoculados con
Vac2sub-P3 por via intravenosa, resultando con IPIV de 2.21. Por consiguiente
probaron las mutaciones de manera individual, demostrando que la presencia en
Vac2sub-P3 de 227Glu y 388lle en HA de forma individual provocan la
supervivencia de los pollos.>® Se llevé a cabo la blUsqueda de estas dos
mutaciones esenciales en la HA, seleccionando los subtipos H7 y la cepa de

referencia sin mutaciones A / duck / Hokkaido / Vac-2/2004 (H7N7).

» Mutaciones por sustitucion E227G e 1388T en la HA

Las 26 secuencias (100%) presentaron el aminoacido glicina en vez de
acido glutamico en la posicion 227, y en la posicion 388 todas las secuencias
portan treonina (Figura 11). Estos resultados muestran que todas los
aislamientos virales de VIAAP del subtipo H7 analizados conservan estas dos

mutaciones en la HA.

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[33]

w
(0]

<[5 ) ) ) ) ) ) ) ) ) S S [ S S S S S S S = S S =) - <O

31. BAE53684.1: Segmento 4 HA H7N7 A/duck/Hokkaido/Vac-2/04

32. AAA43150.1: Segmento 4 HA H7N1 AIFPV/Rostock//34

33. ADR23779.1: Segmento 4 HA H7N1 A/chicken/Rostock/45/1934

34. ABO52764.1: Segmento 4 HA H7N1 Alturkey/Italy/4580/1999

35. ABS89464.1: Segmento 4 HA H7N1 Atturkey/italy/4708/1999

36. ABI85084.1: Segmento 4 HA H7N3 Alturkey/England/1963

37. ABV01134.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Victoria/224/1992

38. ABR37407.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Queensland/1994

39. AAG10650.2: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

40. ABI85038.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

41. AAQ77404.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Chile/4957/02

42 ABI85029.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Chile/184240-4322/2002

43. AAT70170.1: Segmento 4 HAH7N3 A/IGSC_chicken_B/British Columbia/04
44. ABI85000.1: Segmento 4 HA H7N3 A/Canadalrv504/2004

45. ACA25329.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007

46. AFN85519.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA1/2012

47. AFV68712.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

48. ANM71984.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
49. ANM71954.1: Segmento 4 HA H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
50. ABR37418.1: Segmento 4 HA H7N4 A/chicken/New South Wales/2/1997

51. ACZ36872.1: Segmento 4 HA H7N7 A/chicken/Brescia/1902

52. ABS89365.1: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Victoria/1976

53. AAA92245 1: Segmento 4 HAH7N7 A/goose/Leipzig/187-7/1979

54. AAR02639.2: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

55. AMD38700.1: Segmento 4 HA H7N8 Afturkey/Indiana/16-001403-1/2016

56. ARG44098.1: Segmento 4 HA H7N9 A/chicken/Guangdong/GD15/2016

57. ARB51605.1: Segmento 4 HA H7N9 A/chicken/Tennessee/17-007147-2/2017

N
> T ) ) G ) 6 6 ) 6 16 21 60 G 6 6 ) 0 0 [ m 41

227 388

Figura 11: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la HA de los subtipos H7 en
los sitios 227 y 388 asociados a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior
se encuentra la cepa de referencia A / duck / Hokkaido / Vac-2/2004 (H7N7).

Las demas mutaciones por sustitucion presentes en el articulo se
analizaron en un segundo plano de forma conjunta, ya que su comportamiento
fue sinérgico provocando un IPIV de 2.21 con la ayuda de un sitio de escision
polibasico.®°

» Mutacién por sustitucion K123E en la PB2

Curiosamente solo la cepa Alturkey/Ireland/1378/1983 (H5N8) fue la Unica
de las cincuenta y un cepas (1.96 %) que no contiene acido glutamico en el sitio

123 en la proteina PB2 (Figura 12).
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> Mutacion por sustitucion N16D en la PB1

De las cincuenta y seis secuencias de PB1 analizadas, ninguna presento

16D (Figura 12).

1. BAE53681.1: Segmento 1 PB2 H7N7 A/duck/Hokkaido/Vac-2/04

2. ABIB5116.1: 1PB2 HSN1 AV 1959

3. ACF40964.1 1PB2H5N1 9211991

4. YP_308664.1 1PB2 HSN1 Alg 11996

5. AC245478.1 1PB2H5N1 148511997

6. AAV97607.1 1PB2 HSN1 A/ 3
7.AC236498.1 1PB2 H5N1 Alchi i 3

8. ACZ36502.1: 1PB2 H5N1 Alchicken’Y 4

9. ABE26832.1: 1PB2H5N1

10 1 1PB2 HSN1 Alduckh 10172010

11. AKC1354.1 1PB2 HEN1 SFAV212015

12 ALX30434.1 1PB2H5N1 ance/150169a/2015
13 ABIB5154.1: to 1 PB2 HSN2 A/ 137011983
14, ACZ45502.1 1PB2H5N2 ueblal14586-654/1994
15. ABIB5137.1; 1PB2 H5N2 Alchi 14588-10/1995
16. ACZ45469.1 1PB2H5N2 133011997

17. ACK43313.2. 1PB2 H5N2 Al A

18. ABQ24007.2 1PB2H5N2 AfricalAI1091/2006
19 7.1: 1PB2 HEN2 Africa/Al211412011

20. AGO02539.1: Segmento 1 PB2 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012
21. ANA11383.1: Segmento 1 PB2 HSN2 A/duck/France/150233/2015
22. ABIB4980.1: Segmento 1 PB2 HSN3 Atern/South Africa/1961

23. ADD10576.1: 1PB2 H5N5 Al Cl

24. ADD10565.1 1PB2 H5NS China/031/2009
25. AKV57816.1 1PB2 H5NG 12014

26. AKV57806.1: 1PB2 H5NG 14

27. ABI85127.1 1PB2 H5N8 1378/1983

28. ABI85145.1: Segmento 1 PB2 H5N9 Aturkey/Ontario/7732/1966
29. ANA11395.1: Segmento 1 PB2 HSN9 A/duck/France/150236/2015
30. AAA43651.1: 1PB2 H7N1AFP

34
31. ADR23775.1 1PB2H7N1 ck/45/1934
32. ABO52774.1 1PB2H7N1 1999

33 ABS89474.1 1PB2H7N1 08/1999

34 1 1PB2H7N3 1963

35. ABV01144.1: Segmento 1 PB2 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992

36. ABR37417.1 1PB2 H7N3 Al 1994
37. ABIB5047.1 1PB2 H7N3 Al 34669/1995
38. ABI85010.1 1PB2H7N3 AC

39. AAT70179.1: Segmento 1 PB2 H7N3 AIGSC_chicken_B/British Columbia/04

40. ACA25326.1 1PB2 H7N3 Al 00011/2007

41. AFQ37301.2: Segmento 1 PB2 H7N3 AichickenlJalisco/CPA1/2012

42, AFV68708.1 1PB2 H7N3 Al /Jalisco/12283/2012

43. ANM71981.1: Segmento 1 PB2 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
44. ANM71952.1: Segmento 1 PB2 H7N3 Alchicken/Jalis co/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
45. ABR37428.1 1PB2 H7N4 Al South Wales/2/1997

46. ACZ36493.1 1PB2H7N7 1902

47. ABS89375.1: Segmento 1 PB2 H7N7 Alchicken/Victoria/1976

48 1 1PB2 H7N7 Al Leipzig/187-7/1979

49, 1 1PB2H7N7 1985

50. AMD38695.1 1PB2H7N8 16-001403-12016
51 ARG44394.1 1PB2 H7N9 A D152016

52. ARB51600.1: Segmento 1 PB2 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017

1. BAE53682.1: Segmento 2 PB1 H7N7 A/duckHokkaido/Vac-2/04
2 ABIB5114.1 2PB1HS5N1 1959
3. ACF40965.1: 2PB1H5N1 92/1991
4.YP_308665.1 2PB1H5N1 1/1996
5. AAC32085.1: Segmento 2 PB1 HSN1 A/Chicken/Hong Kong/220/97
= |6. ACZ45880.1 2PB1H5N1 1485/1997
B_ 7. AAV97599.1: 2PB1H5N1 A/ 3
8. ACZ36543.1 2PB1H5N1 3
= 19.ACZ36547.1 2PB1H5N1 Alchicken/Y
. [10. ABW73815.1 2PB1H5N1 A/
11. ABE26836.1: 2PB1HS5N1
| |12. BAK53509.1 2 PB1HS5N1 A/duck! 10172010
13. AKC91355.1 2PB1HS5N1 Ak >FAV2/2015
= |14, ALX30435.1: Segmento 2 PB1 H5N1 Alchicken/France/150169a/2015
15. ABIB5152.1: 2PB1H5N2 A/ 1370/1983
= 116. ACZ45904.1: Segmento 2 PB1 H5N2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994
17. ABIB5135.1 2 PB1H5N2 Alchi 14588-19/1995
= 118 ACZ45871.1 2PB1H5N2 330/1997
19. ACK433222 2PB1H5N2 AfricaiN227/2004
20. ABQ24008.2: 2 PB1HS5N2 Al AfricalAl1091/2006
= 121 AFM08888.1 2PB1H5N2 A/ Africa/Al2114/2011

22. AGO02538.1: Segmento 2 PB1 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012
23, ANA11384.1: Segmento 2 PB1 HSN2 A/duckFrance/150233/2015

= 124, ABIB4978.1: Segmento 2 PB1 HSN3 Atern/South Africa/1961

25. ADD10577.1 2PB1 H5NS Al Cl
S 126. ADD10566.1 2PB1H5NS China/031/2009
} 27 AKV57815.1 2PB1H5NG6 12014

28. AKV57805.1 2PB1H5NG6 14

29, ABIB5125.1 2PB1H5N8 1378/1983

R 130, ABIBS143.1 Segmento 2 PB1 HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966
¥ |31. ANA11396.1: Segmento 2 PB1 HSN9 Alduck/France/150236/2015

% |32 ADR23776.1 2PB1HTN1 AX 1934
33. ABO52772.1 2PB1H7N1 1999
34 ABS894721 2PB1H7N1 708/1999

S 135 1 2PB1H7N3 1963

¥ 136. ABV01142.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992
37. ABR37415.1 2PB1H7N3 1994

§ 138. ACZ45956.1 2PB1H7N3 711995
39, 1 2 PB1H7N3 Alchi 1995

40. ACZ45955.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/chicken/Pakistan/1369-CR2/1995

R 41 ABIB5036.1: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002

42 1

2PB1H7N3 AC:

i 43. AAT70178.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04

44, ACA25327 1 2PB1H7N3 iR 1172007
45, AFQ37300.2: Segmento 2 PB1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012

: 46. AFV68709.1: Segmento 2 PB1 H7N3 AlchickenlJalisco/12283/2012
47. ANM71982.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016

48. ANM71951.1: Segmento 2 PB1 H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016

R 149 ABR37426.1: 2PB1HTN4 South Wales/2/1997
R [50. AC236538.1: Seg 2PB1H7NT Al ia/1902
51.ABS89373.1 2PB1HINT ctoria/1976
52 1 2PB1HTNT7 A Leipzig/187-7/1979

R |53, ABIB5026.1: Segmento 2 PB1 H7N7 AlchickenNVictoria/1985
54. AAR05985.1: Segmento 2 PB1 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

55. AMD38696.1 2PB1H7N8 16-001403-1/2016
56. ARG44362.1 2 PB1H7N9 Al 0152016
57. ARB51601.1: Segmento 2 PB1 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017

=y
(]
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Figura 12: Alineamientos de las secuencias de amino&cidos de la Polimerasa Bésica 2 y
de las secuencias de aminoacidos de la PB1 en los sitios 123 y 16 respectivamente, y que
asociadas a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se localiza la cepa de
referencia A / duck / Hokkaido / Vac-2/2004 (H7N7).

» Mutacion por sustitucion G228R en la M1

De las sesenta cepas analizadas, la mutacion por sustituciéon G228R estaba

ausente en todas en la M1. (Figura 13)
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> Mutacion por sustitucion L46P en la M2

La presencia de 46P fue nula en las cincuenta y cinco secuencias alineadas

de M2. (Figura 13)

N
N
(o]

1. BAE53688.1: Segmento 7 M1 H7N7 A/duckHokkaidoVac-2/04

IM71987.1 m 7 3/CPA-04451-16-CENASA-
P A7 106171 Saganto 7 s HIN Achicent veb anianc ol Al 47. ANM71958.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016

ABL
2 ABIB5107 1; Seg: 7 M1 HSN1 Alc 1959 ABL
3. ACF40972.1: 7M1HSN1 9211991 ABL
4.YP_308671.1 7 M1 HSN1 Alg 111996 AgL
5. ACZ48141.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alavianitaly/1485/1997 ABL
6. AAC32080.1 7 M1 HSN1 AC ong AgL
7. AAVO7611.1 7 M1HSNT A 3 AgL
8.ABO30344.1: 7M1 HSN1 Al 2003 ABL
9. ACZ36807.1 7 M1 HEN1 Alchick 2 ABL
10. ABW73808.1: Seg 7 M1HSN1 ABL | = BT =
1. ARE26031.1. TM1HINTA ABL | ssis1061 7 M2 HSN1 1959
12. ACT97005.1 7M1HSN1 ABL |3 acFa0971.1 7 M2 HSN1 9211991
13. BAK53516.1: Segmento 7 M1 H5N1 AlduckHokkaidoWZ 1012010 AIL 4. YP_308670.1 M2 HEN1 11996
14 AKC91362.1: 7 M1 HS5N1 AV212015 A.L 5. AAC32081.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/Chicken/Hong Kong/220/97
15. ALX30442.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/chickenFrance/150169a/2015 A.L 6. ACZ48142.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/aviantaly/1485/1997
16. ABIB5146.1 7 M1 HSN2 Alchi 137011983 AL [7.28P35640.1: 7 M2 H5N1 3
17. AAR91539.1: 7M1 H5N2 3-607/1994 ABL [s.4B0303451 7 M2HSN1 3
18. ACZ48189.1: Segmento 7 M1 HSN2 AlchickenPuebla/14586-654/1994 ABL [9.ACZ368081 7 M2 HSN1 Alchicken/Y
19, ABIB5128.1 7 M1 HSN2 Alchi eretaro/14588-19/1995 A=L 10. ABW73609.1: 7 M2HINT
20, ACZ48123.1 7 M1 HSN2 20119907 ABL [11.BAK53515.1: 7M2HEN1 10172010
21, ACKA3315.2. 701 HEN2 AMICaIN22772004 AL |12 AKC91363 1 Segmento 7 M2 HSN1 AchickenBCFAV2/2015
22 ABQ240132 S 7 M1 HEN2 AfricalAl1091/2006 A.L 13. ALX30443.1: Segmento 7 M2 HSN1 Alchicken/France/150169a/2015
23 AFM08894.1: 7M1 HSN2 A AficalAl21142011 afE [LeossuTn e ekl
24. AGO02529.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/TaiwaniA1997/2012 A = B e S eD e 0
25 ANA11391.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alduck/France/150233/2015 ERE | e T BIEG 1997
26. ABIB4971.1: Segmento 7 M1 HSN3 AMer/South Africal1961 ABL |1g ackaazis2 7N2HEN2 772004
27.ADD10583.4 7M1 HENS A1 c ABIL |19, ALI8404 1 Segmento 7 M2 HSN2 Alostich'South AcaiAI 109172006
28. ADD10572.1 7 M1 HSNS Al China/031/2009 ABL |20 1 7 M2 H5N2 Africa/Al2 11472011
29. AKV57807.1: 7M1 HSNG 172014 A I L [21.AG002530.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012
30. AKVS7797.1: 7 M1H5NE 14 ABIL |22 ANA11392.1: Segmento 7 M2 HSN2 AlduckFrance/150233/2015
31. ABIBS118.1: 7 M1H5NS 137811983 ABIL |23 ABIB4972.1: Segmento 7 M2 HSN3 Ater/South Africal1961
32. ABIB5138.1: Segmento 7 M1 HSNO AlurkeylOntario/7732/1966 ABL [24.4DD105841 7M2HSNS c
33. ANA11402.1: Segmento 7 M1 HSNY AlduckFrance/15023672015 AL 25 ADD10573.1: Segmento 7 M2 HSNS Alduck/Eastern Chinal031/2009
34. AAA43258.1: 7M1 HTN1 AFP 34 AgL & i 7 M2 HONS 12014
35. ADR237682.1 7M1 HTN1 Al k451934 AP [27.Axv5T798.1 ZU2HENG L.
36.AC248250.1: 7M1HING 1999 ABL (28 ABIB519T: 7 M2 H5N8 137811983
a7 3 RN 08/1999 A ! L [29.AB185139.1: Segmento 7 M2 HSNO Aturkey/Ontario/7732/1966
28 1 7M1 HING 1963 ABL ;3 m 3126:3 : Segmenlo;:::;t:‘e r:’chancmsozzwms
39, ABVO1135.1: 7M1 HTN3 1992 ABL [ orovess: YT vy
40. ABR37408.1 7M1H7N3 1994 ABRL |53 aczes2601 i 5
41, AC248293.1 7 M1HTN3 A 4711995 ABL |5, T TMR N 051999
42, ABIBS039.1 7M1 HTN3 669/1995 ABL |35 apigsoss 7M2HTNG 1963
43 ACZ48291.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1995 ABL |3 Avo11361: TM2HING 1992
44 ABR37419.1 7 M1 H7N4 Alchi South Wales/2/1997 A.L 37. ABR37409.1 7 M2 H7N3 1994
45. AAQT7436.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Chile/4957/02 ABL |38.aczas20s: 7M2HIN3 711995
46, ABIB5030.1 7 M1 H7N3 Al hile/184240-4322/200: ABL |20 aBis040.1: 7M2HTN3 akistan/34669/1995
47. ABIB5001.1 7 M1 H7N3 AC: ABL |40 Aczes2921 7M2HTN3 akistan/1369-CR2/1995
48. AAT70171.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/0d AL [41.ABI850311 7M2H7N3 184240-4322/2002
49, ACA25332.1: 7 M1 HTN3 Al IR-0001172007 AL |42 ABI8S0021 TM2HTNG NC
50. AFQ37295.1: Segmento 7 M1 H7N3 AlchickentJalisco/CPA1/2012 A . L 43 AAT70172.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04
51. AFV68715.1: Segmento 7 M1 HTN3 Alchickenlalisco/12283/2012 AL [44AcA253331 ZMEHTNG R-00011£2007
52. ANM71957.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalisco/lCPA-01859-16-CENASA-952042016. AL  [5AF03729681 JNZHTNS IalsvoeatanZ
ABL 46. AFV68716.1 7 M2H7N3 Jalisco/12283/2012
A I
ABL
AL
ABL

oatzalanl ZMAYING e 48. ANIMT71988.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95204/2016
55. ABS99380. 1. 7M1 HINT 1978 49, ABR37420.1: Segmento 7 M2 H7N4 Alchicken/New South Wales/211997
56 1 7 M1 HTNT Alg eipzig/187-7/1979 0 ACZ36702.1: TMBHINT 1902
57. ABI85019.1: Segmento 7 M1 HTN7 AlchickenVictoria/1985 51 ABS89367.1 7M2HINT 1211976
58. AAR11373.1: 7 M1 H7NT7 Al 103 ABIL |52 AB185049.1: Segmento 7 M2 HTNT AlgooselLeipzig/187-711979
59. AMD38703.1: 7M1 HTNS 16-001403-122016 ABL 53 ABIgs020.1: 7M2H7NT 1985
60. ARG44156.1 7 M1 HTNG AlC D1522016 BEL |54 auD387041 7M2 H7NS 16-001403-1/2016
61. ARBS1608.1: Segmento 7 M1 H7NO Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 ABL [55.ARG44155.1 7 M2 H7NO Al D1512016
56. ARB51600.1: 7M2H7NG 17-007147-222017

228 46

Figura 13: Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la proteina M1y de las
secuencias de aminoacidos de la proteina M2 en las posiciones 228 y 46 respectivamente
asociadas a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se encuentra la cepa
de referencia A / duck / Hokkaido / Vac-2/2004 (H7N7).
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Abdelwhab el-SM (2015) tras las pruebas con la cepa de BP
Alchicken/ltaly/473/1999 y la cepa de AP Al/chicken/ltaly/445/1999 (ambas
H7N1), concluyeron lo siguiente: Primero, el virus de BP adquirio () el SE
Polibasico, que era importante para facilitar la diseminacion sistémica y aumentar
la replicacion, escision y excrecion; (1) A436T, potenciando aun mas el tropismo
tisular; y (1l1) K536R, que confiere estabilidad a HA. A partir de entonces, el virus
adquirié Q450L, lo que resultd en una mayor virulencia y transmision de ave a
ave. Tomados en conjunto, estas tres mutaciones Unicas de HA2 aumentan de
forma sinérgica la patogenicidad del VIAAP italiana H7N1 (1999) en estudios in
vivo e in vitro.>?

> Mutaciones por sustitucion A436T, 0450L y K536R en la HA

Alturkey/Italy/4708/1999 y Alturkey/Italy/4580/1999 son los Udnicos
aislamientos virales que comparten dos mutaciones en las posiciones 436 y 536
de los veintiséis aislados virales analizados, mientras que ninguna de las cepas
tiene 450L. (Figura 14) Esto nos sugiere que las cepas italianas del subtipo
H7N1 aisladas a partir del brote de 1999 tienen mutaciones por sustitucion Unicas

para incrementar su patogenicidad.

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[37]

436 450 5316
[30. AEZ68706.1: Segmento 4 HA H7N1 Alchicken/italy/445/1999 alllu NKLYBERVKRL R
31. AB0O52764.1: Segmento 4 HA H7N1 Afurkey/taly/4580/1999 FDSEvMNKL YERVKRE R
32. ABS89464.1: Segmento 4 HA H7N1 Alturkey/italy/4708/1999 FDSEvNKL YERVKRE R
33. ACZ48609.1: Segmento 4 HA H7N1 Afturkey/taly/a77/1999 ADSEMNKLYERVKRE K
34. AAA43150.1: Segmento 4 HA H7N1 AFPV/Rostock/34 ADSEMNRLYERVRKE K
35. ADR23779.1: Segmento 4 HA H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934 ADSEvMNKLYERVRKE K
|36. ABIB5084.1: Segmento 4 HA H7N3 Afturkey/England/1963 ADSEMNKLYERVRRE K
37. AAG10651.2: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Victoria/1/92 ADSEMNKLYERVRRE K
38. ABV01134.1: Segmento 4 HA H7N3 AlchickenVictoriai224/1992 ADSEvMNKLYERVRRE K
39. ABR37407.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Queensland/1994 ADSEmMNKL YERVRRE K
40. AAG10650.2: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/d447/1995 ADSEvMPKLYERVRRE K
41. ABIB5038.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995 ADSEMBKLYERVRRE K
[42. AAQ77404.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Chile/4957/02 ADSEvMNKLYERVRKE K
143, ABIB5029.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002 ADSEvMNKLYERVRKE K
|44. ABIB5000.1: Segmento 4 HA H7N3 A/Canada/v504/2004 ADSEMNKLYERVRKE K
|45. AAT70170.1: Segmento 4 HA H7N3 AIGSC_chicken_B/British Columbia/04 ADSEMNKLYERVRKE K
46. ACA25329.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007 ADSEvMNKLYERVRKE K
47. AFV68712.1: Segmento 4 HA H7N3 AlchickenlJalisco/12283/2012 ADSEvMNKLYERVRKE K
48. AFNB5519.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012 ADSEvMNKL YERVRKE K
[49. ANM71984.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-952042016 A BISIEMNKL Y ERVRKE K
50. ANM71954.1: Segmento 4 HA H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-052042016 A BISIEMNK L Y ER vRKE K
51. ABR37418.1: Segmento 4 HA H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997 ADSEvMNKLYERVRRE K
52. ACZ36872.1: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Brescial1902 ADSEMNKLYERVRKE K
53. ABS89365.1: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/ictorial 1976 ADSEvMNKLYERVRRE K
54. AAA92245.1: Segmento 4 HA H7N7 Algoose/l eipzigi187-7/1979 ADSEvMNKLYERVRRE K
55. AAR02639.2: Segmento 4 HA H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03 ADSEmMNKL YERVKRE K
|56. AMD38700.1: Segmento 4 HA H7N8 Afturkey/indiana/16-001403-1/2016 ADSEMNKLYERVRKE K
57. ARG44098.1: Segmento 4 HA H7N9 Alchicken/Guangdong/GD15/2016 ADSEvMBKL YERVKRE K
58. ARB51605.1: Segmento 4 HA H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 ADSEvMNKLYERVRKE E

436 450 536

Figura 14: Alineamiento de las secuencias de amino&cidos de la HA del subtipo H7 en los
sitios 436, 450 y 536, asociados a una patogenicidad de tipo consenso. Las cepas de
referencia A/chicken/Italy/445/1999 (H7N1) y A/chicken/Italy/445/1999 (H7N1) se localizan en la
parte superior. La secuencia de HA de la cepa A/chicken/Italy/473/1999 no se encontré disponible
en el Genbank, en su lugar se utilizé la secuencia de A/turkey/Italy/977/1999 la cual tiene un
origen similar y esta clasificada de baja patogenicidad.

VLIILVI. Nucleoproteina (NP)

Wasilenko JL, et al. (2009) anteriormente demostraron que el intercambio
de los genes NP de un virus derivado de A/ Egret/ HK / 757.2 / 02 (rEgret) para
el gen NP de un virus recombinante de A / Ck / Indonesia / 7/03 (rindo) en
conjunto con los deméas genes de rindo resulté en una mayor replicacion,
expresion génica alterada y disminucién del tiempo de muerte promedio (TMP)
en comparacion con el virus rindo en pollos. La comparacion de la secuencia de
aminoécidos rindo NP con la secuencia de aminoacidos NP del virus rEgret

reveld diferencias en los aminoacidos 22, 184, 400, 406 y 423 en NP, y
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posteriormente tras un estudio muy detallado también habia diferencia en NS1
en la posicion 148. Ademas, el virus rindo produjo una disminucién de la
patogenicidad y la replicacion en pollos en comparacion con el virus silvestre A /
Ck / Indonesia / 7/03 del que se deriva °2. La infeccién de pollos con rindo resultd
en un TMP de 4.1 dias mas largo que la del virus Indo de tipo salvaje. Al probar
los virus recombinantes con mutaciones por sustituciones de forma individual en
pollos, hubo la suficiente evidencia de que 184K de la proteina NP tenia el papel
principal en la patogenicidad, matando a los 8 pollos en un TMP de 2 y que
combinandolo con la sustituciéon 148E de la proteina NS1, causaba la misma
mortalidad con un TMP de 1.87. %3, Con esta informacién se basoé el andlisis de
las secuencias de NP y de forma secundaria de NS1, para verificar la existencia
de estas mutaciones por sustituciones en los virus de AP, con la ayuda de las
cepa de tipo salvaje A / Ck / Indonesia / 7/03 por que porta originalmente 184K

en NP y 148E en NS1.

» Mutaciones por sustitucion E184K en la NP

De 54 secuencias de NP solo cincuenta y dos (96.29 %) portan lisina en el
sitio 184, las dos cepas italianas del subtipo H7N1 si no tuvieran la eliminacién
en la posicion 17 estarian en la misma situacion. Estos resultados indican de
manera general, que los VIAAP portan normalmente Lisina en el sitio 184 (Figura
15) pero se necesitan tener estudios que respalden la situacion de las cepas
italianas por la mutacién por sustitucion y la funcion de 183K.

» Mutacién por sustitucion G148E en la NS1

Los autores refieren que la cepa A / Ck / Indonesia / 7/03 porta 148E, pero

después del alineamiento se observa que el aminoacido acido glutamico esta en

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[39]

la posicion 143 a causa del desplazamiento por la eliminacion de 5 aminoacidos

(Sitios 80-84). Entonces se determind que independiente de las eliminaciones de

aminoacidos en 11 asilados virales, solo trece de las cincuenta y siete

secuencias de NS1 (22.80 %) analizadas no presentan 148E. (Figura 15). Esta

mutacion por sustitucion no es constante para las cepas VIAAP. Pero esta una

mutacién por sustitucion que no fue indispensable y solo fue un complemento.>?

[1. ACZ36709.1: 5 NP HEN1 Alchi ial7/2003
32 ABI85110.1: Segmento 5 NP HSN1 A/chicken/Scotiand/1959

|3 ACZ46651.1: Seg 5 NP HEN1 Atur 211991
34 YP_308667.1: 5 NP HSN1 11996
:5 AAC32084.1: Segmento 5 NP H5N1 A/ChickenHong Kong/220/97
|B. AAVE7619.1: Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/Koreales/2003
i? ACZ387131 5NP H5N1 Y

(8. ABE26834.1: Seg SNP H5N1 2008

19 ACT97023.1: Segmento 5 NP H5N 1 Alchicken/Korea/Gimje/2008

}10 BAK53513.1: Segmento 5 NP HSN1 A/duckHokkaido/WZ 1012010

11 1. AKC91360.1: Segmento 5 NP H5N1 AlchickenBCIFAV2/2015

H 2. ALX30440.1: Segmento 5 NP HSN1 A/chicken/France/150169a/2015
|13. ABIB5149.1: Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Pennsyivanial1 37011983
114. AAF02406.1: Segmento 5 NP HSMN2 A/chicken/Puebla/8623-607/1994
|15. ACZ46670.1: Segmento 5 NP HSN2 Aichicken/Puebla/14586-654/1994
16 ABIB5131.1: Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
;1 7. ABK80007 1: Segmento 5 NP HSN2 A/poultryitaly/330/1997

[18. ACK43318.2: Segmento 5 NP H5N2 Alostrich/South Africa/N227/2004

i‘! 9. AFM08892.1: Segmento 5 NP HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011
320 AGO02532.1: Segmento 5 NP H5N2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

|21. ANA11389.1: Segmento 5 NP HSN2 AlduckiFrance50233/2015

322. ABIB4974.1: Segmento 5 NP H5N3 Atern/South Africa/1961

|23. ADD10581.1: Segmento 5 NP H5NS Alduck/Eastern China/008/2008
%24 ADD10570.1: Segmento 5 NP H5N5 Alduck/Eastern China/031/2009
|25, AKV57810.1: S g to 5 NP HSNG 12014

|26, AKVS7800.1 5 NP H5NG Alswine/G 4
127 ABIB5121.1: Segmento 5 NP H5N8 Aturkeylreland/1378/1983
§2B ABIB5140.1: Segmento 5 NP H5N9 Aturkey/Ontario/7732/1966
?29 ANA11400.1: Segmento 5 NP HSN9 A/duckiFrance/150236/2015
|30. AAB59744.1: Segmento 5 NP H7N1 AFPVRostock/34

004

i31 ADR23780.1: 5NP H7N1 A K1451934
|32 ABO52768.1: Seg 5NP H7N1 1999

|33, 1 5NPHTN1 yMaly/4T0811999

iBA ABIB5088.1: Segmento 5 NP H7N3 Aturkey/England/1963

[35. ABVO1138.1: 5 NP H7N3 2411992
ias. ABR3T411.1 5NP HTN3 1994

|37. ABIB5041.1: Segmento 5 NP H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

‘33 AAQT7445 1: Segmento 5 NP H7N3 A/chicken/Chile/4857/02

iBQ ABIB5032.1: Segmento 5 NP H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002

|40. ABIB5004.1: Segmento 5 NP H7N3 A/Canadain504/2004

141 AATT0174.1: Segmento 5 NP HTN3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04

|42. ACA25330.1: Segmento 5 NP H7N3 Alchicken/SKHR-00011/2007

343. AFQ37299.1: Segmento 5 NP H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA1/2012

1“. AFVE8713.1: Segmento 5 NP HTN3 AlchickenlJalisco/12283/2012

[45. ANM71955 1: Segmento 5 NP H7N3 AlchickenlJalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
345. ANM71985.1: 5NP HTN3 uebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
1!? ABR37422.1: Segmento 5 NP HTN4 AlchickenMNew South Wales/211997

faa ACZ36704 1 Segmento 5 NP H7N7 AlchickenBrescial19802

149 ABSB9369.1: 5 NP HIN7 Victorial 1976

|50. ABIB5051.1: Segmento 5 NP H7NT7 Aigoose/lLeipzigM87-71979

;51. ABIB5022.1: Segmento 5 NP H7NT AichickenNVicloria/1985

|52 AARD4372.1: 5 NP H7NT Alchis 1103

:53. AMD38701.1: 5NP HTNg 16-001403-1/2016

;54 ARG44230.1: Segmento 5 NP H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 15/2016

|55. ARB51606.1: Segmento § NP HTN9 AJchickeniTennessee/17-007147-212017

184

1. ACZ36639.1 B8NS1HSN1 3

2 AAV9T7625.1 8NS1HSN1 3

3. ACZ36647.1 8 NS1HS5N1 Alchicl

4 ABW73812.1: Seg! 8NS1H5N1

5. ABE26833.1 8NS1H5N1

6. ACT96993.1 BNS1THSN1

7. BAK53518.1 B8NS1THSN1 10172010

8. ADD10585.1: Segmento 8 NS1 HSNS A/duck/Eastern China/008/2008

9. ADD10574.1 8NS1HSNS China/031/2009

10. AKV57811.1 8 NS1H5N6 12014

11. AKV57801.1 8NS1HS5NG 14

12 ACK43319.2 8 NS1HS5N2 Africa/N227/2004
13. ABI85111.1 BNS1THSN1 1959

14. ACF40974.1 B8 NS1HSN1 92/1991

15. YP_308673.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996

16. AAC32082.1: Segmento 8 NS1 HSN1 A/ChickenHong Kong/220/97

17. ACZ47321.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/avianitaly/1485/1997

18. AKC91364.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/BCIFAV2/2015

19. ALX30444.1 8NS1HS5N1 150169272015
20. ACZ47365.1 8 NS1H5N2 A/chic 4586-654/1994
‘21 ABIB5132.1 8NS1H5N2 /Queretaro/14588-19/1995
122. ACZ47303.1 8 NS1H5N2 Al /330/1997

23. ABQ24014.2 8NS1H5N2 Africa/Al1091/2006
124 1 8 NS1H5N2 AfricalAl2114/2011

[25. AG002533.1 Segmento 8 NS1 H5N2 A/chicken/Tailwan/A1997/2012
26. ANA11393.1: Segmento 8 NS1 H5N2 A/duck/France/150233/2015
27. ABIB4975.1: Segmento 8 NS1 H5N3 Atern/South Africa/1961

28. ABIB5122.1 8NS1H5N8 1378/1983
29. ABIB5141.1: Segmento 8 NS1 HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966
30. ANA11404.1: Segmento 8 NS1 H5N9 A/duck/France/150236/2015
31. AAA43139.2 8 NS1H7N1AFP 34

32. ADR23784.1: Segmento 8 NS1 H7N1 Aichicken/Rostock/45/1934
33. ABIB5089.1 B8NS1H7N3 1963

34 ABV01139.1 8NS1H7N3 1992

35. ABR37412 1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chickenQueensiand/1994

36. ABIB5033.1 8NSTH7N3 hile/184240-4322/2002
37. ABIB5005.1 8 NS1HTN3 AC:
38. AAT70175.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04

39. ACA25334.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/SK/HR-00011/2007
40. AFQ37297.1: Segmento 8 NS1 H7N3 AlchickenlJalisco/CPA1/2012
41. AFV68717.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chickenlJalisco/12283/2012
42. ANM71989.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Achicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
43. ANM71959.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016

44. ABR37423.1: Segmento 8 NS1 H7N4 A/chicken/New South Wales/2/1997
45. ACZ36629.1 8 NS1H7N7 1902

46. ABS89370.1 8 NS1H7N7 1976

47. ABIB5052.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Algooseleipzig/187-7/1979

48. ABIB5023.1 8 NS1HT7NT Alchick 1985

49. AAR04369.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

50. AMD38705.1 8NS1H7NS 16-001403-1/2016
51. ARB51610.1 8NS1H7N9 17-007147-22017
52. AB052769.1: Seg 8NS1H7N1 1999

53, 1 8NSTH7N1 AN Maly/4708/1999

54. ABIB5150.1 8 NS1H5N2 Alchicker 1370/1983
55. 1 8NS1HTN9 D15/2016
56. ACZ47465.1 8 NS1H7N3 Alchickel 4711995

57. ABIB5042.1 8 NS1H7N3 Alchicken/P: 199!

58. ACZ47463.1 B8NS1H7N3 an/1369-CR2/1995

143 148

143 148

Figura 15: Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la Nucleoproteina y de las

secuencias de aminoacidos de la proteina NS1 en

las posiciones 184 y 148

respectivamente asociadas a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se
localiza la cepa de referencia A / Chicken / Indonesia / 7/2003 (H5N1).
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TadaT, etal. (2011) al hacer 5 pases de la cepa de AP A/ duck / Yokohama
/ aql0 / 2003 (H5N1) especificamente en cerebro de pollo, esta adquirid la
mutacion por sustitucion 1109T en NP, la cual ocasion6 una mayor replicacion en
fibroblastos de embrion de pollo al igual que en los pulmones, bazos y cerebros
de los pollos a comparacién del virus original. La cepa naturalmente provoca un
TMP de 4.0 y tras utilizar la cepa con 109T en NP caus6 un TMP de 3.0. En
forma general aumento la patogenicidad del VIAAP en las aves. > Por lo que se
realizd el alineamiento de las secuencias de NP para verificar de las cepas
VIAAP conservan esta mutacién por sustitucion y destacar su importancia,
haciendo uso de la cepa A / duck / Yokohama / aq10 / 2003 para identificar la
posicion del aminoacido.

> Mutacion por sustitucion 1109T en la NP

De las cincuenta y cinco secuencias de NP, ninguna de estas presento
treonina en el sitio 109 (Figura 16), esto demuestra que la mutacién por
sustitucion 1109T es un cambio Unico que sufrié la cepa A / duck / Yokohama /

agl10 / 2003 durante su adaptacion en el sistema nerviosa de las aves.
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109
1. BAE0OT7 158 1. Segmento & NP HEN1 Alduck/Yokohama/aq10/2003 LIL
2 ABIB5110.1: Segmento 5 NP H5N1 Alchicken/Scotiand/1959 LiL
3. ACZ46651.1: Segmento 5 NP H5N1 AturkeyEngland/50-92/1991 LiL
4. YP_308667 1. Segmento 5 NF H3N1 Algoose/Guangdong/1/1986 LiIL
5. AAC3I2084 1: Segmento 5 NP H5N1 AlChicken™Mong Kong/220/87 LiIL
6. AAVETE19. 1: Segmento 5 NP H5N1 AlchickenKoreales/2003 (1 &
7. ACZ36709.1: Segmento 5 NP H5N1 Ajichickenindonesia/7/i2003 LiL
8 ACZ356713.1 Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/Yamaguchi7/2004 LAL
0. ABEZ26834 1: Segmento 5 NP H5N1 Alswan/GermanyR65/2006 LiL
10. ACTO7023 1: Segmento 5 NP HEN1 Alchicken/Korea/Gimje/2008 LIk
11. BAK53513.1: Segmento 5 NP H5N1 AlduckHokkaldoMVZ 1012010 LIL
12, AKCO1360.1: Segmento 5 NP HSN1 Aichicken/BC/FAVZI2015 B
13, ALX30440.1: Segmento 5 NP H5N1 A/chickenFrance/150169a/2015 LIL
14 ABIB5149 1: Segmento 5 NP HEN2 AfchickenPennsylvania13T0M983 LiIL
15. AAF02406.1; Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Pueblarg623-607/1994 LIL
16. ACZ456T0 1. Segmento 5 NP HEN2 AlchickenPueblai 4586-654/1994 L1L
17. ABI85131.1: Segmento 5 NP H5N2 Afchicken/Queretara/14588-19/1995 LIL
18. ABK80007.1: Segmento § NP HSN2 Alpoultryitaly330/1997 LiL
19, ACK43318 2 Segmento 5 NP H5M2 Alostrich/South AfricaM227/2004 LYL
120. AFM0B892 1: Segmento 5 NP HSN2 Alostrich/South Alrcalal2114/2011 LI1L
21, AGO02532 1 Segmento 5 NP HSN2 AlchickenTaiwan/a1997/2012 L
22 ANA11389.1: Segmento 5 NP HSN2 Alduck/France/150233/2015 LIk
23. ABIB49T4 1: Segmento 5 NP H5N3 Atern/South Africa/1961 LIL
24 ADD10581 1 Segmento 5 NP HSNS Alduck/Eastern Chinal008/2008 LiL
25 ADD10570.1 Segmento 5 NP H5NS Alduck/Easterm China)31/2009 LKL
26, AKVET810.1. Segmento 5 NP HSNG AlswineiGuangdeng/1/2014 L1L
27, AKVST7800.1: Segmento 5 NP HSNG Alswine/Guangdong/2/2014 LiL
28. ABIB5121.1: Segmento 5 NP H5N8 Aturkeyireland/1378/1983 LIL
29. ABIB5140.1: Segmento 5 NP HSNS Aturkey/Ontario/7732/1966 L1L
30, ANA11400.1: Segmento 5 NP H5NS Alduck/France/150236/2015 LYL
31. AABS9T44 1 Segmento 5 NP HTN1 AFPV/Rostock34 LIL
32 ADR237B0.1: Segmento 5 NP HTN1 Alchicken/Roslock/45/1934 LiL
33 ABOS52768.1: Segmento 5 NP HTN1 Aturkeyfaly/4580/1999 BES,
34, ABS89468 1: Segmento 5 NP HTNT Aturkeyitaly/4T08/1909 LY
35. ABIBS088.1: Segmento 5 NP HTNZ Afurkey/England/ 1963 Li1L
36 ABV01138 1 Segmento 5 NP HTN3 AlchickenVicloria/224/1992 LiL
37. ABR3IT411.1: Segmenio 5 NP HTN3 Aichicken/CQueensiand/ 1994 LYL
38 ABIBS041.1: Segmento 5 NP HTN3 AfchickenPakistan/34669/1985 LiL
39 AAQTT445 1: Segmento 5 NP H7TN3 Alchicken/Chile/4957/02 LiL
40, ABIBSD32 1 Segmento 5 NP HTN3 A/chicken/Chile/184240-4322/2002 LiL
41. ABI85004 1: Segmento 5 NP HTN3 A/CanadainS042004 L1L
42 AATT0174.1; Segmento 5 NP HTN3 A/GSC_chicken_B/Brilish Columbia4 Ly
43 ACA25330 1. Segmenlo 5 NP HTN3 AlchickenSKHR-000112007 LIL
44, AFQ37299 1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012 Li1L
45, AFVEST13.1; Segmento 5 NP H7N3 AlchickenlJaliscal1 22832012 L
46, ANMT 1955 1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Jalisco/CPA-01858-16-CENASA-95294/2016 L I L
47. ANMT1985.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016 L I L
48, ABRIT422 1: Segmento 5 NP HTN4 AlchickenMew South Wales/2/1997 LiL
49, ACZ35704.1: Segmento 5 NP HTNT AlchickenBrescla/1802 LIL
50. ABSB9369 1. Segmento 5 NP HTNT AlchickenNictorial1976 LiL
51, ABIBS051.1: Segmento 5 NP H7N7 A/gooselLelpzig/187-7/1979 LiL
52 ABI85022 1: Segmento 5 NP HTNT A/chicken/Victona/1985 LIL
53 AARD437T2 1: Segmento 5 NP HTNT AlchickenMNetherlands/1/03 LIL
54 ANMD28701.1: Segmento 5 NP H7TN8 Aturkeyindiana/16-001403-1/2018 Eq-u
55 ARG44230.1 Segmento 5 NP HTNS Alchicken/Guangdong/GD15/2016 LIL
56 ARB51606.1: Segmento 5 NP HTND AlchickenTennessee17-007147-2/2017 LiL

109

Figura 16: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la Nucleoproteina en el sitio
109 asociado al incremento de la virulencia. En la parte superior se encuentra la cepa de
referencia A / duck / Yokohama / aq10 / 2003 (H5N1).
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Tada T, et al (2011) experimentaron con las siguientes cepas de AP A/
chicken / Yamaguchi / 7/2004 (H5N1) la cual provoca una muerte subita sin
signos ni lesiones macroscopicas con un TMP en horas de 34 + 2.2 y con la cepa
A / duck / Yokohama / aqlO / 2003 (H5N1) la cual produce lesiones
macroscopicas graves y un tiempo prolongado hasta la muerte con un TMP en
horas de 87 + 2.2, tomando en cuenta que tienen una identidad del 98% de
aminodcidos entre ellos. Se crearon varios recombinantes, donde el objetivo era
que al intercambiar los segmentos entre si mismos se encontrara el segmento o
los segmentos responsables de conferirle a la cepa A / chicken / Yamaguchi /
7/2004 una virulencia mas aguda en las aves. Los segmentos que destacaron
fueron el 1 y el 5. Anteriormente se habl6é de la proteina PB2 de A / duck /
Yokohama / aq10 / 2003 y su papel en la virulencia en la seccién del segmento
1, por otro lado la proteina NP en este estudio demostré que la mutacion por
sustitucion fue 105V la cual era critica en la alta patogenicidad. 3°

Esta evidencia experimental dio pie a la alineacion de las secuencias de la
proteina NP, con el propdsito de ubicar 105V en las cepas y explicar su posible
papel en la patogenicidad de los VIAAP.

> Mutacién por sustitucion M105V en la NP

De las cincuenta y cuatro secuencias analizadas treinta y uno (57.40 %) no
tienen Valina en el sitio 105, en el caso de las cepas italianas del subtipo por
poseer la pérdida de un aminoéacido en la posicion 17 hace que la secuencia de
aminodcidos se desplace y provoque que en la posicion 105 haya Arginina, pero
curiosamente en el sitio 104 porta Valina. (Figura 17) Con los resultados se
puede justificar que no todas las VIAAP necesitan de 105V para ser virulentas
ya que A / pato / Yokohama / aq10 / 2003 normalmente presenta 105M y esta
clasificada como de AP, pero con 105V causa una muerta mas aguda en las

aves.39
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1. BAEOT156.1; Segmento 5 NP H5N1 Alduck/Yokohamalag10/2003

2 ACZ36713.1: Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004

3. ABIB5110.1; Segmento 5 NP H5N1 Aichicken/Scotiand/ 1959

4. ACZ46651.1: Segmento 5 NP H5N1 AturkeyEngland/50-9211991

5. YP_308667 1: Segmento 5 NP H5N1 Algoose/Guangdongi1/1996

6. AMC32084.1: Segmento 5 NP HSN1 A/Chicken™ong Kong/220/97

7. AAVETE19.1; Segmento 5 NP H5MN1 A/chickenKorealesi2003

8 ACZ36709.1: Segmento 5 NP HSN1 Alchickenindonesial/7/2003

9, ABE26834.1: Segmento 5 NP H5N1 Alswan/Germany/R65/2006

10. ACT97023.1: Segmento 5 NP HSN1 AlchickenKorea/Gim|er2008

11. BAK53513.1: Segmento 5 NP HSN1 AlduckMokkaido/WZ 10172010

12 AKC91360.1: Segmento 5 NP H5N1 AlchickenBCIFAV22015

13. ALX30440.1: Segmento 5 NP HSN1 Aichicken/France/150169a/2015

14, ABI85149.1;: Segmento 5 NP H5N2 Afchicken/Pennsylvania 370/1983
15. AAF02406.1: Segmento 5 NP HSN2 Ajchicken/Puebla/8623-607/11994
16. ACZ46670.1: Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994.
17. ABIB5131.1: Segmento 5 NP H5N2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
18. ABKB0007.1: Segmento 5 NP HSNZ AlpoultryMaly/330/1997

19. ACK43318.2 Segmento 5 NP H5N2 Alostrich/South Africam227/2004
20. AFMDE892.1: Segmento 5 NP H5M2 Alostrich/South AfricalAl21142011
21. AGO02532.1: Segmento 5 NP HEN2 AlchickenTaiwan/A1997/2012

22 ANA11389.1: Segmento 5 NP H5M2 Alduck/France/150233/2015

23, ABIB4974.1: Segmento 5 NP H5N3 Atern/South Africa/1961

24. ADD10581.1: Segmento 5 NP H5NS Alduck/Eastern China/008/2008
25, ADD10570.1: Segmento 5 NP HSNS Alduck/Eastern China/031/2009
26. AKV57810.1; Segmento 5 NP HSM6 Alswine/Guangdong/1/2014

27. AKV5T800.1; Segmento 5 NP H5MEG Alswine/Guangdong/2i2014

28. ABIB5121.1: Segmento 5 NP HSNS Aturkeylireland 13781983

29. ABIB5140.1: Segmento 5 NP H5NS Aturkey/Ontanio/7 7321966

30. ANA11400.1: Segmento 5 NP HSNO Alduck/France/150236/2015

31, AAB59744.1; Segmento 5 NP HTN1 AFPV/IRostock/34

32 ADR23780.1: Segmento 5 NP HTN1 Alchicken/Rostock/a5/1934

33 ABO52768.1: Segmento 5 NP HTN1 AturkeyMaly/4580/1999

34, ABS89468.1: Segmento 5 NP HTN1 Alturkeyiltaly/4708/1999

35. ABIB5088.1: Segmento 5 NP HTN3 Aturkey/England/1963

36. ABV01138.1: Segmento 5 NP HTN3 AlchickenMictoria/224/1992

37. ABR3T411.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Queensland/1994

38. ABIB5041.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Pakistan/34569/1995

39, AAQITT445.1; Segmento 5 NP HTM3 Alchicken/Chile/4957/02

40. ABIB5032.1: Segmento 5 NP HTN2 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
41. ABIB5004.1: Segmento 5 NP HTN3 A/Canadainvs04/2004

42 AATTD174.1: Segmento 5 NP HTN3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04
43, ACA25330.1: Segmento 5 NP H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007

44, AFQ37299.1: Segmento 5 NP HTM3 AlchickeniJalisco/CPA1/2012

45, AFVE8713.1; Segmento 5 NP HTN3 Alchickenlaliscol12282/2012

45. ANMT71985.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95204/2016
47. ANMT1955.1: Segmento 5 NP HTN3 AlchickenlJalis colCPA-01859-16-CENASA-95294/2016
48 ABR37422 1: Segmento 5 NP HTN4 Alchicken™New South Walesr2/1997
49. ABS89369.1: Segmento 5 NP HTNT Alchicken/\Victorial1976

50. ABIBS051.1: Segmento 5 NP H7TN7 Algoose/Leipzig/187-7/11979

51. ABIB5022.1: Segmento 5 NP HTNT Alchicken/Victoria/ 1985

52. ACZ36704.1: Segmento 5 NP HTNT Aichicken/Brescia/1902

53, AARD4372.1: Segmento 5 NP HTNT Alchicken™etherlands/M/03

54. AMD38701.1: Segmento 5 NP HTNS Afturkeyindiana/16-001403-1/2016
55. ARG44230.1: Segmento 5 NP HTN9 Alchicken/Guangdong/GD15/2016
56. ARBS1606.1: Segmento 5 NP HTN9 AlchickenTennesseel17-007147-2/2017
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Figura 17: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la NP en la posicién 105
relacionada al aumento de la patogenicidad. En la parte superior se localiza la cepa de
referencia A / duck / Yokohama / aq10 / 2003 (H5N1).
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Isoda N, et al (2013) trabajaron con la cepa A / duck / Mongolia / 47/2001
(H7N1) cuyo IPIV hacia referencia a un virus de BP, pero en la prueba de IPIC
resulto con 1.3, siendo esta evidencia muy contundente en la realizacion del
experimento para determinar los factores que influyen en el comportamiento
patdgeno de este virus. Se utilizé la cepa de BP A / duck / Mongolia / 867/2002
(H7N1) cuyo IPIV e IPIC es de 0.0 cada uno, se crearon varios recombinantes
entre ambas cepas, intercambiando cada uno de sus segmentos, los cuales se
probaron en pollos, demostrando asi que la proteina principal para incrementar
el IPIC en la cepa A / duck / Mongolia / 47/2001 fue NP. Al hacer la comparacién
entre las NP de 47/01 y 867/02, se encontraron siete diferencias de aminoacidos
en las posiciones 34, 50, 98, 319, 350, 352 y 384. De nuevo se crearon virus
recombinantes de la cepa 867/02 con las siguientes sustituciones en NP: S34G,
S50N, F98K, K319N, T350A, V352M y Q384R. Las sustituciones se probaron de
forma individual y en conjunto en pollos. Al final se aseguré experimentalmente
qgue el recombinante rg-867/02 con las sustituciones S50N y F98K de manera
sinérgica provocaron un IPIC de 1.55, aunque también causaron una leve
elevacion en el IPIC de forma individual (0.93 y 0.61 respectivamente).> Por esta
situacion se buscaron estas mutaciones por sustitucion en las cepas disponibles,
y con ello tener un panorama mas acertado de la presencia de estas
sustituciones y su posible papel en el comportamiento de los VIAAP, utilizando
las cepas A / duck / Mongolia / 867/2002 y A / duck / Mongolia / 47/2001 como

referencia para la busqueda de las posiciones.
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> Mutacion por sustitucion S50N en la NP

De un total de cincuenta y cinco secuencias, solo cincuenta y tres cepas
(96.36 %) conservan serina en la posicion 50, y las dos cepas italianas del
subtipo H7N1 &cido aspartico y en el sitio 49 serina debido a la eliminacion de
un aminoacido en la posicién 17, pero en general no se puede dar una conclusion
muy clara, ya que la cepa A / duck / Mongolia / 867/2002 y A / duck / Mongolia /
47/2001 portan asparagina y serina respectivamente en ese sitio, (Figura 18)
teniendo un resultado contrario a lo que menciona Isoda N. (2013), donde
describe que de forma original A / duck / Mongolia / 867/2002 y A / duck /
Mongolia / 47/2001 contienen serina y asparagina respectivamente. °° Las
secuencias de las cepas de referencia fueron secuenciadas y registradas por el
mismo autor en el GenBank.

> Mutacioén por sustitucion F98K en la NP

Cincuenta secuencias de las cincuenta y cinco (90.90 %) no presentan
lisina en el sitio 98, nuevamente hay un error en la precision de las cepas de
referencia, en este caso solo es A / duck / Mongolia / 867/2002, ya que en el
trabajo experimental marca una fenilalanina en esta posicion y en su lugar tiene

una arginina. (Figura 18)
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1. BAF02910.2: Segmenta 5 NP HTN1 A/duckMongolia/d7/2001 =] YKR
2 BAH03373.1: Segmento 5 NP HTN1 Alduck/Mongolia/867/2002 YRR
3. ABIB5110.1: Segmento 5 NP HEN1 Alchicken/Scotland/1959 YRR
4. ACZ46651.1: Segmento 5 NP HSN1 AturkeyEngland/50-9211991 s YRR
5 YP_308667.1 Sagmento 5 NP HSN1 A/goose/Guangdong/1/1996 - YRR
6. AAC32084.1: Segmento 5 NP HSN1 AChickenHong Kongrz20/97 YRR
7, AAVOTB19.1; Segmento 5 NP HSN1 AlchickenKoreales2003 YRR
8. ACZ36709.1: Segmento 5 NP HSN1 Aichickenindonesia?2003 YRR
9. ACZ36713.1: Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/Yamaguchi7/2004 YRR
10. ABE26834.1; Segmento § NP HEN1 Alswan/Germany/R65/2006 YRR
11 ACT97023 1: Segmento 5 NP HSN1 Alchicken/Korea/Gim|e/2008 B YRR
12 BAK53513.1; Segmento 5 NP H5N1 AlduckHokkaidoWZ 10172010 YRR
13 AKC91360.1: Segmento 5 NF H5N1 Aichicken/BCFAV272015 YRR

14, ALX30440.1: Segmento 5 NP H5M1 AlchickenTrance/150169a2015

15. ABI85148.1: Segmento 5 NP H5NZ Ajchicken/Pennsyivania/ 137011983
16. AAF02406,1: Segmento 5 NP HSNZ AlchickenPuebla/B623-607/1994
17. ACZ46670.1: Segmento 5 NP HSN2 Alchicken/Pueblal4586-654M1994
18 ABIB5131.1: Segmento 5 NP HSN2Z Achicken/Quaretara/14588-191985
18 ABKB0007.1: Segmento 5 NP HSN2 AlpoultryMtaly330/1997

20 ACKA43318.2 Segmento 5 NF HEN2 Afostrich/South AfricaM227/2004
21, AFMOBB92.1: Segmento 5 NP HSN2 Alostrich/South Afncalai2 1142011
22 AGO02532 1: Segmento 5 NF HEN2 Alchicken/Taiwan/A 199772012

23 ANA11389.1: Segments 5 NP HSN2 AlduckiFrance/150233/2015

24 ABIB4974 1: Segmento 5 NP HEN3 AtemiSouth Afncal1961

25 ADD10581.1: Segmenta 5 NP HENS AlduckEastem China/008/2008
26, ADD10570.1: Segmento 5 NP HENS AduckEasterm China031/2008

27 AKV5T810.1: Segmenlo 5 NP HSNG Alswine/Guangdongi1/2014

28 AKV5T800.1, Segmento 5 NP HENE Aswine/Guangdongi2/2014

29 ABIB5121.1: Segmento 5 NP HSNB Afurkeyiireland1378/1983

30. ABIB5140.1: Segmento 5 NP H5NS Aturkey/Onlano/7732/1966

31 ANA11400.1: Segmento 5 NP H5M9 Alduck/France/150236/2015

32 AAB5OT44 1. Segmento 5 NPHTN1 AFPVIRoslock/34

313 ADR23780.1: Segmeanto 5 NP HTN1 Alchicken/Rostock/45/1934

34 ABOS2788.1: Segmento 5 NF HTN1 Aturkeyitaly/4580/1999

35 ABS80468.1: Segmento 5 NP HTNT AfurkeyMaly/4T08/1999

36 ABIBS088 1° Segmento 5 NP HTN3 AlurkeyEngland/1963

37 ABVO1138.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Viclona/224M1992

38 ABR3T411.1 Segmento 5 NF HTN3 Alchicken/Queensiandi1994

39. ABIBS041.1: Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/Pakistan34669/1005

40 AAQTT445 1 Segmento 5 NP HTM3 Alchicken/Chile/435702

|41, ABIBS032 1: Segmento 5 NP HTN3 Aichicken/Chile/184240-4322/2002
42 ABIBS004. 1 Segmento 5 NP HTN3 AlCanadarvs04i2004

43, AATT0174.1; Segmento 5 NPHTN3 AIGSC_chicken_B/British Columbiaind
44 ACA25330 1. Segmento 5 NP HTN3 Alchicken/SEK/HR-00011/2007

45 AFQ37299.1 Segmento 5 NP HTN3 AlchickeniJalisco/CPA12012

46. AFVEET13.1: Segmento 5 NP HTN3 Aichicken/Jalisco/ 1228312012

AT ANMT1985.1: Segmento 5 NF HTN2 Afchicken/Puebla/CPA-04451-15-CENASA-95204/2016
4B ANMT 1955 1: Segmento 5 NP HTN3 AlchickenlJaliscoiCPA-01859-16-CENASA-05294/2016
49 ABRAT422 1 Segmento 5§ NF HTN4 AjchickenMew South Wales/2/1997
50. ABS89369.1: Segmento 5 NP HTN7 AlchickenVictoria/ 1976

51. ABIB5051.1: Segmento 5 NP HTNT AlgoosefLeipzigii87-7/1978

52 ABIBS022 1: Segmento 5 NP HTNT Aichicken/ictorial 985

53, ACZI5704.1: Segmento 5 NP HINT AlchickenBrescia/1902

54 AAR04372.1: Segmento 5 NP HTNT Alchickenetheriands/03

55. AMD38701.1: Segmento 5 NP HTNE AturkeyAndiana/16-001403-1/2015
56 ARG44230 1: Segmento 5 NF HTNS Alchicken/Guangdong/GD 152016
57. ARBS1606. 1 Segmenta 5 NF HTND AlchickenTennessea 7-007147-22017
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Figura 18: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la NP en los sitios 50 y 98
asociados a una patogenicidad de tipo consenso. En la parte superior se encuentran las
cepas de referencias A / duck / Mongolia / 47/2001 (H7N1) y A / duck / Mongolia / 867/2002
(H7N1).
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VLILVII. Neuraminidasa (NA)

Munier S. (2010), Stech O. (2015), Hoffmann T.W. (2012) usando subtipos
con N1y Sorrell EM (2010) con el subtipo H2N2, demostraron que la eliminacion
de una cierta cantidad de aminoacidos (19-27) en las posiciones de aminoacidos
54-72, 49-68, 54-72 y 54-81 respectivamente en el tallo de la NA es responsable
principalmente de la adaptacion y el aumento de la patogenicidad, replicacion y
transmision del virus en las aves de corral, caracterizando tal mutacion como un
marcador de adaptacion en pollos.® Por lo que se prosigui6 a comparar
secuencias de las cepas de IAAP, seleccionando las cepas cuyo subtipo son
HXN1, para evaluar si el tamafio del tallo de la neuraminidasa (NA) tiene
correlacion  directa al comportamiento de los virus. La cepa
A/Mallard/Marquenterre/Z237/83 (HLN1) se usoé de referencia, debido a que se
demostré que al perder 19 aminoacidos en el tallo de la NA, obtuvo una mejor
adaptacion en aves de corral, ventaja en el crecimiento moderado en cultivos de
células aviares, y en pollos de 4 semanas mejora la replicaciéon en pulmones,
higado y rifién y las lesiones de neumonia intersticial fueron mas severas,®. La

secuencia de la NA fue de 469 aminoacidos en los subtipos HXN1.

» Mutacién por eliminacién en el tallo de la NA en los subtipos N1

Tres de dieciséis cepas (18.75 %) que son del subtipo H5NI:
A/chicken/Scotland/1959 A/goose/Guangdong/1/1996 A/chicken/France/15016
9a/2015, después de hacer el andlisis, se observd que a pesar de ser
consideradas de alta patogenicidad, carecen de la eliminacion de aminoacidos
en el tallo de la NA. (Figura 19) Esta evidencia confirma que algunos subtipos

H5N1 de IAAP no cumplen con este criterio.
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Se continu6 comparando las secuencias con aislamientos virales cuyo
subtipo fue HXNZ2, para ratificar si el tamafio del tallo de la NA tiene correlacion
directa al comportamiento de los virus. La cepa A/Mallard/OPotsdam/178-4/83
(H2N2) se us6 de referencia, debido a que se demostré que al perder 27
aminoacidos en el tallo de la NA, obtuvo un cambio en el tropismo del virus desde
el intestino hasta el tracto respiratorio para replicarse en los pollos,®’ siendo clave
para identificar el niUmero de aminoacidos exactos en la secuencia de la NA, el

cual es de 469 en los subtipos HXN2.

> Mutacion por eliminaciéon en el tallo de la NA en los subtipos N2

Cinco de diez cepas (50 %) que son del subtipo H5N2:
Alchicken/Italy/330/1997; Alostrich/South Africa/N227/2004; Alostrich/South
Africa/Al1091/2006; Alostrich/South Africa/Al2114/2011,
A/duck/France/150233/2015, después de hacer el andlisis, muestran ausencia
de la eliminacion de aminoacidos en el tallo de la NA. (Figura 19) Destacando
gue algunos aislamientos de virus del subtipo HSN2 de IAAP no cumplen con

este requisito para la adaptacion.

No se obtuvo evidencia experimental donde se utilizaran virus de los
subtipos N3, N4, N5, N6, N7, N8 o N9 para comprobar que la pérdida de
aminoacidos en el tallo de la NA mejora la adaptacion en aves de corral. Por lo

gue consecuentemente no hubo cepas de referencia de estos mismos subtipos.
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> Mutacion por eliminaciéon en el tallo de la NA en los subtipos N3

Once de doce cepas (91.66 %) la cuales son: Altern/South Africa/1961;
Alchicken/Victoria/224/1992_A/chicken/Queensland/1994 A/chicken/Pakistan/3
4669/1995 Al/chicken/Chile/4957/02_A/Canada/rv504/2004_A/GSC_chicken_B
/BritishColumbia/04_A/chicken/SK/HR00011/2007_A/chicken/Jalisco/CPA1/201
2_AJ/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-
95294/2016_A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016, después
de hacer el analisis, muestran que estos aislamientos virales no presentan una
supresion de aminodcidos, si se compara con la eliminacion de 28 aminoacidos
(posicion 50-77) del virus Alturkey/England/1963 del subtipo H7N3.,
caracterizando a las diez primeras cepas con un total de 469 aminoacidos en el
tallo de la NA. (Figura 19) Lo anterior muestra que la mayoria de los subtipos

H7N3 de IAAP carecen de la mutacion por eliminacion.

» Mutacion por eliminacién en el tallo de la NA en los subtipos N4

La unica cepa A/chicken/New South Wales/2/1997 del subtipo H7N4 no se
pudo evaluar la pérdida de aminoacidos por no existir una secuencia de
referencia, pero presenta un total de 470 aminoacidos en la secuencia de la NA
gue es 1 aminoacido mayor que la N1. (Figura 19)

> Mutacion por eliminacion en el tallo de la NA en los subtipos N5

Las unicas dos cepas del subtipo H5N5 A/duck/Eastern China/008/2008 y
A/duck/Eastern China/031/2009, después del analisis, no se distingue una
pérdida de aminoacidos, (Figura 19) destacando también que Gu M. (2011) no
menciona una mutacion por eliminaciéon en ambas cepas,*® asegurando que el
subtipo N5 tiene un total de 472 aminoacidos en el la secuencia de la NA.
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> Mutacion por eliminacion en el tallo de la NA en los subtipos N6

Las uUnicas dos cepas del subtipo H5N6 A/swine/Guangdong/1/2014 y
A/swine/Guangdong/2/2014, después del analisis, se aprecio la perdida de
aminoacidos en el tallo, siendo exactos 11 aminoacidos dentro de la region del
tallo (posiciones del 59-69) tal y como lo menciona Li X. (2015),°° confirmando
que el subtipo N6 tiene un total de 470 aminoacidos en la secuencia de la
NA.(Figura 19) Pero no fue posible comprobar algo, ya que no se dispuso de
cepas N5 de impacto en la industria avicola reportadas por la OIE y con

secuencias disponibles en el GenBank.

> Mutacion por eliminacién en el tallo de la NA en los subtipos N7

Cuatro de las cinco cepas (80 %) que son del subtipo H7N7:
Alchicken/Brescia/1902;  Al/chicken/Victoria/1976;  Alchicken/Victoria/1985;
Alchicken/Netherlands/1/03, no mostraron una eliminacion de aminoacidos en el
tallo, si se compara con la cepa A/goose/Leipzig/187-7/1979 del subtipo H7N7,
la cual tuvo una pérdida de 36 aminoacidos repartida en dos sitios dentro de la
region de eliminaciéon (posiciones 40-73 y 76-77), caracterizando a las tres
primeras VIA con un total de 471 aminoacidos en la secuencia de la NA. (Figura
19) Por lo tanto la eliminacion de estos aminoacidos no es consenso para este
subtipo.

En el analisis de la mutacion por sustitucion S188N en el cual la cepa
A/goose/Leipzig/187-7/1979 fue la Unica que presento el sitio de N-glicosilacion
(Figura 9) y ala vez un tallo corto de la neuraminidasa (Figura 19), este resultado
habla de un posible equilibrio que hay entre la HA-NA anteriormente ya tratado.*®
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> Mutacion por eliminaciéon en el tallo de la NA en los subtipos N8

Las Unicas dos cepas Alturkey/lreland/1378/1983 del subtipo H5N8 vy
Alturkey/Indiana/16-001403-1/2016 del subtipo H7N8, después del andlisis, no
se observé eliminacion de aminoacidos en la region del tallo, presentando las
dos cepas un total de 470 aminoacidos cada una en el tallo de la NA. (Figura 19)
Por lo tanto la eliminaciéon de estos aminoacidos no es consenso para este

subtipo.

> Mutacion por eliminacién en el tallo de la NA en los subtipos N9

Dos de las tres cepas (66.66 %): A/duck/France/150236/2015 del subtipo
H5N9 vy Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 del subtipo H7N9, no
mostraron la pérdida de aminoacidos en el tallo si se compara con la cepa
Al/chicken/Guangdong/GD15/2016 del subtipo H7N9, la cual tuvo una pérdida de
5 aminoacidos dentro de la region de eliminacién (posicion 71-75),
caracterizando a las dos primeras cepas con un total de 470 aminoé&cidos en la
secuencia de la NA. (Figura 19) Sugiriendo que este subtipo no esta dentro de

la regla de la mutacién por supresién y su adaptacion.
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o 1. ACX55869.1 6 NAHINT 3711983
2. ABIB5109.1 B6NAHSN1 1959
3.YP_308668.1 6 NAHSN1 111996
4. ALX30441.1 6 NAHS5N1 15016922015

5. AAC32079.1: Segmento 6 NA HSN1 A/ChickenHong Kong/220/97
6. AKC91361.1: Segmento 6 NA HSN1 A/chicken/BC/FAV2/2015

7. AAV97615.1 6 NAHSN1 3
8. AB030348.1 6 NAHSEN1
N1 === o 22367561 6 NAHSN1
10.ABW73810.1 5 NAHSN1
11, ABE26830.1 6 NAHSN1

12. BAK53514.1: Segmento 6 NA HSN1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010
13. CAA36475.1: Segmento 6 NA H7N1 AFPV/Rostock/34

14. ADR23781.1. B8 NAH7N1 1934

15. ABO52767.1 6NAH7N1 1999

16. ABS89467.1: Segmento 6 NA H7N1 Aturkey/Mtaly/4708/1999

17. ACZ45160.1 6 NAHSN1 -92/1991
- 18. AAY87423.1 6 NAH2N2 S| 178-4/1983

19. ACZ45148.1 6 NA HSN2 Al 133011997

20. ACK43317.2 6 NAHSN2

21. ABQ24012.2: Segmento 6 NA HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
22. AFM08893.1: Segmento 6 NA HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/72011
N2 ===ms |23 ANA11390.1: Segmento 6 NA HSN2 AlduckFrance/ 15023312015

24 ABIB5148.1 6 NA H5N2 Alchick 137011983
25. AAR91531.1 6 NAHSN2 3-607/1994
26. ACZ45179.1 6 NAH5N2 4586-654/1994
27 ABIB5130.1 6 NAHSN2 14588-19/1995

— 28. AGO02531.1: Segmento 6 NA HSN2 A/chicken/Taiwan/A1997/2012
= 29. ABIB4973.1: Segmento 6 NA HSN3 Atern/South Africa/1961

30. ABV01137.1 6 NAH7N3 199
31. ABR37410.1 6 NAHTN3 A/ 1994
32 AA062018.1 6 NAH7N3 134669/1995
33. AAQ77410.1 6 NAH7N3 hile/4957/02
34. ABIB5003.1 6 NAH7N3 AC
N3 = o Segmento 6 NA H7N3 AIGSC_chicken_B/British Columbia/04
36. ACA25331.1 6 NAH7N3 0001172007
37. AFNT0735.1 6 NAH7N3 Jalisco/CPA12012
38. ANM71956.1 6 NAH7N3 PA-01850-16-CENASA 16
39. ANM71986.1: Segmento 6 NA H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-05294/2016
b | 40. ABIES087.1 6 NAH7N3 1963

N4 el |41, ABR37421.1: Segmento 6 NA H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997

N5 42 ADD10582.1 6 NAHSNS C
43. ADD10571.1: Segmento 6 NA HSNS A/duck/Eastern China/031/2009

44, AKV57809.1 6 NAHSNG 12014
N6 —£45 AKV57799.1 6 NAHSNG 14
46. ACZ36748.1 6 NAH7N? 1902 avrg
47, ABS89368.1 6 NAH7N7 1976 avrg
N7 48. ABIBS5021.1: Segmento 6 NA H7N7 Alchicken/Victoria/1985 avrg
49. AAR11365.1 6 NAHTN? 103 avrg
50. ABIS5050.1: Segmento 6 NA H7N7 Algoose/Leipzig/187-7/1979
N8 51. ABIB5120.1: 6 NAHSNS 137811983 BKu
52. AMD38702.1 6 NAH7NG 16-001403-172016 BKm
53. ANA11401.1: Segmento 6 NA HSN9 A/duck/France/150236/2015 YFL
N9 54 ARB51607.1 6 NAHTNY 17-007147-212017 VEL I RERPKEDKVHNTSNS SSmEFL KIEYFL
55. ARG44197.1 6 NAH7NG D15/2016 ﬁlnpkllgv.i.llll vEuCESTEr LEANNNPBEAK I EYFL I
i 470
435 441 459 465

Figura 19: Alineamiento de las secuencias de amino4cidos de la Neuraminidasa en la
region terminal. Las cepas de referencia A/Mallard/Marquenterre/Z237/83 (H1N1) vy
A/Mallard/OPotsdam/178-4/83 (H2N2) estan enlistadas en los numeros 1y 18 respectivamente.

VLIILVII. Proteina de Matriz 1 (M1)

Pu J, et al. (2017) intercambiaron segmentos de la proteina M1 en dos
cepas y detectaron que cada uno de los cinco residuos de aminoacidos en M1-
T37A, M1-R95K, M1-S224N, M1-K242N y M2-D21G de la cepa A / quail / Hong
Kong / G1 / 1997 (H9N2) le conferian a la cepa A / chicken / Beijing / 1/1994
(HON2) de manera sinérgica al inocularla en pollos por via intranasal, una
replicacion mayor con un inicio mas temprano en su liberacion, inflamacién
pulmonar mas severa, con neumonia intersticial y bronconeumonia
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caracterizada por consolidacion intersticial alveolar, infiltracion extensa de
células inflamatorias, desprendimiento del revestimiento epitelial mucoso, una
propagacion extra pulmonar, observando también congestion renal.®® Por ello se
trabajo con las secuencias de M1 para determinar la presencia de estas
mutaciones por sustitucion en los VIAAP utilizando los virus A / quail / Hong Kong
/ G1/1997 y Al chicken/ Beijing/ 1/1994, las cuales fueron guia en la busqueda
de los sitios con sus aminoacidos correspondientes.

La cepa utilizada como referencia A / quail / Hong Kong / G1 / 1997 no
concuerda con los aminoacidos mencionados por Pu J. (2017), por lo que se
infiere en una situacion: el virus fue modificado anteriormente en laboratorio
provocando los cambios y cuya secuencia no es la misma que la reportada en el
articulo. De forma exacta los aminoacidos de la cepa de baja patogenicidad

coincidieron.

» Mutaciones por sustitucion T37A, R95K, S224N vy K242N en la M1

En la proteina M1; cincuenta y siete de sesenta cepas (95 %) no coinciden
con 37A pero si con 37T; cincuenta y un cepas (85 %) portan 95R en vez de 95K;
cuarenta y siete cepas (78.33 %) presentan 224S y no 224N; cincuenta y seis

cepas (93.33 %) no cuentan con 242N (Figura 20).

» Mutacién por sustitucion D21G en la M2

En la proteina M2: cincuenta y tres de cincuenta y cinco secuencias (96.36
%) la sustitucion D21G no existe (Figura 20).
La Unica cepa que cumplié con todas las mutaciones por sustitucion fue

A/chicken/Guangdong/GD15/2016 (H7N9). (Figura 20) En el trabajo se habla de
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que anteriormente demostraron que los virus HON2 de genotipo G57 se han

vuelto predominantes en pollos desde 2010 y que los virus de tipo genotipo G57

con mayor inefectividad y deriva antigénica causaron brotes nacionales en

parvadas de pollos durante 2010-2013, que los mismos portan firmemente la

proteina M1 que se relaciona con la de la cepa A / quail / Hong Kong / G1 /

1997,%° por lo que la cepa A/chicken/Guangdong/GD15/2016 puede estar

compartiendo la misma proteina.

1. ARG44497.1: Segmento 7 M1 HIN2 A/quailHong Kong/G1/1997

2. AGO17874.1: Segmento 7 M1 HON2 A/chicken/Beljing/1/1994

3. ABIB5107.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/chicken/Scotiand/1959

4. ACF40972.1: Segmento 7 M1 H5N1 AturkeyEngland/50-92/1991

5. YP_308671.1: Segmento 7 M1 HSN1 Algoose/Guangdong/1/1996

|6. AAC32080.1: Segmento 7 M1 HSN1 AChickenHong Kong/22097

17 ACZ48141.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/avianitaly/1485/1997

8. AAVO7611.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Koreales/2003

9. ABO30344.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/chickenindonesia/7/2003

10. ACZ36807 1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004
11. ABW73808.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/chicken/KorealS/2006

12 ABE26831.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/swan/Germany/R65/2006

13 ACT97005.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/lchicken/Korea/Gimje/2008

14, BAK53516.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/ducikHokkaido/WZ101/2010
15. AKC91362.1: Segmento 7 M1 HSN1 Alchicken/BC/IFAV2/2015

|16. ALX30442.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/chicken/France/150169a72015
‘|7 ABIB5146.1: Segmento 7 M1 HSN2 AlchickenPennsyivania/1370/1983
i'S AAR91539.1: Segmento 7 M1 HSN2 A/chicken/Puebla/8623-607/1994
|19. ACZ48189.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994
i20 ABIB5128 1: Segmento 7 M1 H5N2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
[21. ACZ48123.1: Segmento 7 M1 H5N2 AlchickenMaly/330/1997

r22 ACK43315.2: Segmento 7 M1 HSN2 Alostrich/South AfricaN227/2004

ABQ24013.2. Segmento 7 M1 HSN2 Alostrich/South AfricalAl 10912006

AFM08894.1: Segmento 7 M1 HSN2 AJostrich/South AfricalAl2114/2011

AG002529.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

126. ANA11391.1 Segmento 7 M1 HSN2 A/duciFrance/15023322015

"27 ABIB4971.1: Segmento 7 M1 H5N3 Atem/South Africa/1961

128. ADD10583.1: Segmento 7 M1 HSNS A/duckEastern China/008/2008

29. ADD10572.1: Segmento 7 M1 HSNS A/duck/Eastern China/031/2009

30. AKV57807.1: Segmento 7 M1 HSNG Alswine/Guangdong/1/2014

31. AKV57797.1: Segmento 7 M1 HSN6 Alswine/Guangdong/2/2014

32 ABIB5118.1: Segmento 7 M1 H5N8 Aturk  iireland/1378/1983

|33.ABIB5138.1: Segmento 7 M1 HSN Aturkey/Ontario/7732/1966

|34. ANA11402.1: Segmento 7 M1 HSN9 A/duck/France/150236:2015

35. AAA43258.1: Segmento 7 M1 H7N1 AFPV/Rostock/34

36. ADR23782.1: Segmento 7 M1 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934

37. ACZ48259.1: Segmento 7 M1 H7TN1 AturkeyMaly/4580/1999

38 ABS89465.1: Segmento 7 M1 H7N1 AturkeyMaly/4708/1999

39. ABIBS085.1: Segmento 7 M1 H7N3 AurkeyEngland/1963

40. ABV01135.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chickenVictoria/224/1992

41. ABR37408.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Queensiand/1994

42 ACZ48293.1: Segmento 7 M1 H7N3 AlchickenPakistan/447/1995

43 ABIB5039.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chicken/Pakistan/34669/1995

lu ACZ48291.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1995

:45 ABR37419.1: Segmento 7 M1 H7N4 A/chicken/New South Wales/2/1997

llG AAQ77436.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chicken/Chile/4957/02

47. ABI85030.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chicken/Chile/184240-4322/2002

48. ABIB5001.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/Canadaiv504/2004

49. AAT70171.1: Segmento 7 M1 H7N3 AGSC_chicken_B/British Columbia/0d

50, ACA25332.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007

{51 AFQ37295.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012

|52. AFVE8715.1: Segmento 7 M1 H7N3 AlchickenlJalisco/12283/2012

:53 ANM71987.1: Segmento 7 M1 H7N3 PA-04451-16-CENAS/ 16
;54 ANM71957.1: Segmento 7 M1 H7N3 PA-01859-16-CENAS, 16
55. ACZ36791.1: Segmento 7 M1 H7N7 Alchicken/Brescia/ 1902

56. ABS89366.1: Segmento 7 M1 H7N7 Alchicken/Victoria/1976

57. ABI85048.1: Segmento 7 M1 H7N7 Algoose/Leipzig/187-7/1979

58. ABI85019.1: Segmento 7 M1 H7N7 Alchicken/Victoria/1985

59. AAR11373.1: Segmento 7 M1 H7N7 A/chickenNetherlands/1/03

|60. AMD38703.1: Segmento 7 M1 H7N8 Aturkeyindiana/16-001403-172016

61. ARG44156.1 Segmento 7 M1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 152016

ARB51608.1: Segmento 7 M1 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-22017

4P EH >r-IEHEAEEEAREEAEEEEEEEAEEEEEEREEE > > ---------------4—»3

DD DD l‘—’g

R
R
R
R
R
K
R
R
R
R
R
R
K
)
R
3
R
R
3
3
R
R
R
R
R
K
K
R
R
K
R
R
R
B
R
R
R
R
R
B
R
R
K
K
K
R
R
R
3
R
R
K
R

N
N

AP (DT 0 D00 1010105160160 160! 1B 4A 140 1<) 14 40 100 100 100 140 140 140 160 140 (€0 (40 160 [0 [T T ZIZ [0 0 [ 0 0 0 10 1 0 100 160 [0 B R R R T 1010 100 10 0 0 0 —> N

37 95 224

Figura 20: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina M1 en los sitios
37, 95,224y 242,y alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina M2 en la
posicion 21 que en conjunto estan relacionados a una patogenicidad de tipo consenso.
En la parte superior se localizan las cepas de referencia A / quail / Hong Kong / G1 /1997 (HON2)
y A/ chicken / Beijing / 1/1994 (HON2).

1. ARG44498.1: Segmento 7 M2 HIN2 AlquailHong Kong/G1/1997

2. AGO17875.1: Segmento 7 M2 HIN2 A/chicken/Beijing/1/1994

3. ABI85108.1: Segmento 7 M2 HSN1 Alchicken/Scotiand/1959

4. ACF40971.1: Segmento 7 M2 HSN1 Aturkey/England/50-92/1991

5. YP_308670.1: Segmento M2 HS5N1 A/goose/Guangdong/1/1996

6. AAC32081.1: Segmento 7 M2 HSN1 A/ChickenHong Kong/220/97

7. ACZ48142.1: Segmento 7 M2 HSN1 AlavianMaly/1485/1997

8. ABP35640.1: Segmento 7 M2 H5N1 Alchicken/Koreales/2003

9. ABO30345.1: Segmento 7 M2 H5N1 Alchicken/indonesia/7/2003

10. ACZ36808.1: Segmento 7 M2 H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004

11. ABW73809.1: Segmento 7 M2 H5N 1 Aichicken/KoreaS/2006

12 BAK53515.1: Segmento 7 M2 H5N1 A/duck/Hokkaido/WZ 10172010

13. AKC91363.1: Segmento 7 M2 HSN1 Alchicken/BCFAV2/2015

14, ALX30443.1: Segmento 7 M2 H5N1 A/chickenFrance/150169a72015

15. ABI85147.1: Segmento 7 M2 H5N2 Alchicken/Pennsylvania/1370/1983
16. ACZ48190.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994
17. ABI85129.1: Segmento 7 M2 H5N2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
18. ACZ48124.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/ialy/330/1997

19. ACK43316.2: Segmento 7 M2 HSN2 Alostrich/South AfricaN227/2004
20. ALIB8404.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
21. AFM08895.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/72011
122. AGO02530.1: Segmento 7 M2 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

23. ANA11392.1: Segmento 7 M2 H5N2 Alduck/France/150233/2015

24. ABIB4972.1: Segmento 7 M2 H5N3 Atern/South Africa/1961

25. ADD10584.1: Segmento 7 M2 H5NS A/duck/Eastern China/008/2008
26. ADD10573.1: Segmento 7 M2 HSN5 A/duck/Eastern China/031/2009
27. AKV57808.1: Segmento 7 M2 HSN6 Alswine/Guangdong/172014

28. AKV57798.1: Segmento 7 M2 HSNG Alswine/Guangdong/2/2014

29. ABI85119.1: Segmento 7 M2 H5N8 Aturkeyireland/1378/1983

30. ABIB5139.1: Segmento 7 M2 HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966

31. ANA11403.1: Segmento 7 M2 HSN9 A/duck/France/150236/2015

32. AAA43257.1: Segmento 7 M2 H7N1 AFPV/Rostock/34

33. ADR23783.1: Segmento 7 M2 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934

34. ACZ48260.1: Segmento 7 M2 H7N1 Aturkey/Maly/4580/1999

35. ABS89466.1: Segmento 7 M2 H7N1 Aturkey/Maly/4708/1999

36. ABIB5086.1: Segmento 7 M2 H7N3 Aturkey/England/1963

37. ABV01136.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Victoria224/1992

38. ABR37409.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Queensland/1994

39. ACZ48294.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

140. ABI85040.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/chicken/Pakistan/34669/1995

|41. ACZ48292 1: Segmento 7 M2 H7N3 A/chicken/Pakistan/1369-CR2/1995
42. ABIB5031.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
43. ABIB5002.1: Segmento 7 M2 H7N3 AlCanadain504/2004

|44, AAT70172.1: Segmento 7 M2 H7N3 AGSC_chicken_B/British Columbia/0d
45. ACA25333 1: Segmento 7 M2 H7N3 Aichicken/SK/HR-00011/2007

|46. AFQ37296.1: Segmento 7 M2 H7N3 AlchickentJalisco/CPA1/2012

|47. AFV68716.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

48. ANM71958.1: Segmento 7 M2 H7N3 Alchicken/Jalis co/CPA-01859-16-CENASA-95294/72016
|49. ANM71988.1: Segmento 7 M2 H7N3 A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
50. ABR37420.1: Segmento 7 M2 H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997
51. ACZ36792.1: Segmento 7 M2 H7N7 Alchicken/Brescia/1902

52. ABS89367.1: Segmento 7 M2 H7N7 Aichicken/Victoria/1976

53. ABIB5049.1: Segmento 7 M2 H7N7 AlgooselLeipzig/187-7/1979

54. ABIB5020.1: Segmento 7 M2 H7N7 Alchicken/Victoria/1985

55. AMD38704.1: Segmento 7 M2 H7NS Aturkey/indiana/16-001403-1/2016
56. ARG44155.1: Segmento 7 M2 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 1572016
57. ARB51609.1: Segmento 7 M2 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-272017
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Nao N. et al. (2015) experimentaron con dos virus distintos de AP: A / duck
/ Hokkaido / WZ83 / 2010 (H5N1) (WZz83) y A / duck / Hokkaido / WZ101 / 2010
(H5N1) (WZ101). Al compararlas genéticamente resultaron muy similares con
dos diferencias de aminoéacidos en sus proteinas M1y PB1 en las posiciones 43
y 317 respectivamente. Encontraron que tanto WZ83 como WZ101 causaron
infeccion letal en pollos, pero WZ101 mata mas rapidamente que WZ33.
Curiosamente, los patos infectados experimentalmente con WZ83 mostraron
signos clinicos leves o ausencia de los mismos, mientras que WZ101 fue
altamente letal. Después generaron virus hibridos con sus segmentos entre
estos virus y descubrieron que el intercambio del segmento del gen M cambiaba
completamente el fenotipo patogénico tanto en pollos como en patos. Indicando
que la diferencia en la patogenicidad para estas especies aviares entre WZ83 y
WZ101 se determind solo por un Unico aminoacido en la proteina M1 el cual fue
metionina en la posicion 43. Estos resultados sugieren que este aminoacido en
tal posicion de la proteina M1 es uno de los factores que contribuyen a la
patogenicidad de los virus de la influenza aviar altamente patégena H5N1 1. Se
llevé a cabo la seleccion de las secuencias con base a la proteina M1 para
confirmar la presencia de esta mutacion por sustitucién en las cepas de VIAAP.

> Mutacion por sustitucion 143M en la M1

Las cincuenta y nueve secuencias de M1 analizadas tienen metionina en la
posicion 43 (Figura 21), evidenciando que es un aminoacido conservado en las

cepas de alta patogenicidad analizadas y que es necesario para la virulencia.
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1. BAK53505.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/duckMHokkaido/WZ83/2010 L1 .‘
2. BAK53516.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/duckHokkaldo/WZ101/2010 L l‘.‘
3, ABIB5107.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Scotland/1959 LM
4. ACF40972.1: Segmento 7 M1 H5N1 Aturkey/England/50-92/1991 LM
5. YP_308671.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996 LM
6. AAC32080.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/ChickenHong Kong/220/97 LM
7. ACZ48141.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/avianMaly/1485/1997 LM
8. AAVE7611.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Korea/es/2003 LM
9. ABO30344.1: Segmento 7 M1 HS5N1 Aichickenindonesia/7/2003 LM .‘
10. ACZ36807.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004 LM .‘
11. ABW73808.1: Segmento 7 M1 H5N 1 Alchicken/Korea/S/2006 LM
12. ABE26831.1: Segmento 7 M1 H5N1 A/swan/Germany/R65/2006 LM
13. ACT97005.1: Segmento 7 M1 H5N1 Alchicken/Korea/Gimje/2008 LM
14, AKC91262.1: Segmento 7 M1 HSN1 AlchickenBCFAV2/2015 LM
15. ALX30442.1: Segmento 7 M1 HSN1 A/chicken/France/150169a/2015 LM
16. ABI85146.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Pennsyivania/1370/1983 LM
17. AAR91539.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Puebla/g623-607/1994 LM
18. ACZ48189.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994 LM
19. ABIB5128.1: Segmento 7 M1 HSN2 A/chicken/Queretaro/14588-19/1995 LM
20. ACZ48123.1: Segmento 7 M1 HSN2 AlchickenMaly/330/1997 LM
21. ACK43315.2: Segmento 7 M1 HSN2 AJostrich/South Africa/N227/2004 LM l'
22 ABQ24013.2: Segmento 7 M1 H5N2 Aostrich/South AfricalAl1091/2006 LM .‘
23. AFM08894.1: Segmento 7 M1 H5N2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011 LM .‘
24 AGO02529.1: Segmento 7 M1 HSN2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012 LM .‘
25. ANA11391.1: Segmento 7 M1 HSN2 AlduckFrance/150233/2015 LME
26. ABIB4971.1: Segmento 7 M1 H5N3 Atem/South Africa/1961 LM .'
27. ADD10583.1: Segmento 7 M1 H5NS Alduck/Eastern China/008/2008 LM
28. ADD10572 1: Segmento 7 M1 H5N5 A/duci/Eastern China/031/2009 LM
29. AKV57807.1: Segmento 7 M1 H5NG A/swine/Guangdong/1/2014 LM .'
30. AKV57797.1: Segmento 7 M1 H5NG A/swine/Guangdong/2/2014 LM
31. ABI85118.1: Segmento 7 M1 H5N8 Aturkeyireland/1378/1983 LM
32 ABIB5138.1: Segmento 7 M1 H5N9 Aturkey/Ontario/7732/1966 LM
33 ANA11402.1: Segmento 7 M1 H5N9 A/duckFrance/150236/2015 LM
34 AAA43258.1: Segmento 7 M1 H7TN1 AFPV/Rostock/34 LM
35. ADR23782 1: Segmento 7 M1 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934 LM
36. ACZ48259.1: Segmento 7 M1 H7N1 AturkeyMtaly/4580/1999 LM
37 ABS89465.1: Segmento 7 M1 H7N1 AturkeyMtaly/4708/1999 L Il=
38 ABIBS085.1: Segmento 7 M1 H7N3 Aturkey/England/1963 LME
39. ABV01135.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chicken/Viclona/224/1992 LM "
40. ABR37408.1: Segmento 7 M1 H7N3 AlchickenQueensiand/1994 LM l'
41. ACZ48293.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995 LM .'
42 ABI85039.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995 LM .‘
'43. ACZ48291.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/chicken/Pakistan/1369-CR2/1995 LM
44. ABR37419.1: Segmento 7 M1 H7N4 A/chickenNew South Wales/2/1997 LM
45. AAQ77436.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Chile/4957/02 LM
46. ABIBS030.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002 LME
47. ABI35001.1: Segmento 7 M1 H7N3 ACanadain50472004 LME
48, AAT70171.1: Segmento 7 M1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/0d LM
49, ACA25332.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007 LM
50. AFQ37295.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012 LM
51. AFV68715.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012 L ME

52. ANM71987.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Puedla/CPA-04451-16-CENASA-9520472016 L M.'
53. ANM71957.1: Segmento 7 M1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016 L M l'

54. ACZ36791.1: Segmento 7 M1 HTNT Alchicken/Brescia/1902 LME
55. ABS89366.1: Segmento 7 M1 HTNT AlchickenVidtoria/ 1976 LME
56. ABI85048.1: Segmento 7 M1 H7N7 Algoose/Leipzigi187-7/1979 LME
57. ABI85019.1: Segmento 7 M1 H7N7 Alchicken/Victoria/1985 LME
58. AAR11373.1: Segmento 7 M1 HTN7 Alchicken/Netherlands/1/03 LME
59. AMD38703.1: Segmento 7 M1 H7N8 Aturkeyindiana/16-001403-122016 LME
50. ARG44156.1: Segmento 7 M1 H7N Alchicken/Guangdong/GD 152016 LME
61. ARB51608.1: Segmento 7 M1 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 LME

43

Figura 21: Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la proteina M1 en el sitio 43
asociado al incremento de la virulencia. En la parte superior se localizan las secuencias de
referencia de A / duck / Hokkaido / WZ83 / 2010 (H5N1) y A / duck / Hokkaido / WZ101 / 2010
(H5N1).
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VLILIV. Proteina no estructural 1 (NS1)

Li Z. et al. (2006) compararon las cepas A/ Goose / Guangdong / 1/96 y A
| Goose / Guangdong / 2/96 (H5N1) con un IPIV de 2,1 y 0,0 respectivamente,
teniendo el mismo PSC (PQRERRRKKR / GLF). Demostraron que un virus
recombinante que expresa la proteina NS1 GS / GD / 1/96 con Alal49 puede
antagonizar la induccion de los niveles de proteina de interferén en fibroblastos
de embridn de pollo (CEF), pero un virus recombinante que lleva una sustituciéon
Vall149 no produce el mismo efecto. Estos resultados indican que el gen NS1 es
critico para la patogenicidad del virus de la influenza aviar en pollos y que el
residuo de aminoacido Alal49 se correlaciona con la capacidad de estos virus
para antagonizar la inducciéon de interferén en los CEF.%? Por lo anterior se
analizaron las secuencias de NS1 de los VIAP con el objetivo de confirmar la
presencia de 149A en los VIAAP, utilizando como referencias las cepas A /
Goose / Guangdong / 1/96 y A/ Goose / Guangdong / 2/96 por sus sitios 149A
y 149V respectivamente.

» Mutacion por sustitucion V149A en la NS1

Las cincuenta y siete cepas (100 %) conservan Alanina en el sitio 149 y
unicamente las cepas enlistadas del 2-13 por sus eliminaciones de aminoacidos,
lo presentan en el sitio 147 y 144 (Figura 22). Lo anterior confirma que las cepas
de AP tienen este aminoacido de forma conservada que es importante para la
patogenicidad, pero es necesario tener estudios que respalden que las
eliminaciones de aminoacidos y por lo cual la secuencia se desplaza no interfiere

en la funcion de la mutacion.
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{1, AIE49199.1: Segmento 8 NS1 H3N2 Alswine/Guangdong/1593/2012 LL
;2 ACZ36639.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchickenindonesia/7/2003 AlRE

13. AAVE7625.1: Segmento 8 NS1 HSN1 A/chicken/Koreales/2003 Al TEES
4. ACZ36647.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004 ANTEER
(5. ABW73812.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alchicken/KoreaS/2006 A TEES
|6. ABE26833.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alswan/Germany/R85/72006 A TEES
|7.ACT96993.1: Segmento 8 NS1 HSN1 A/chicken/Korea/Gimje/2008 A TEES
f8 BAKS53518.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/duckHokkaido/WZ101/2010 A ...
9. ADD10585.1: Segmento 8 NS1 H5N5 Alduck/Eastemn China/00872008 AQTE

(10. ADD10574.1: Segmento 8 NS1 HSNS A/duck/Eastemn China/031/2009 AITEE
|11, AKVS7811.1: Segmento 8 NS1HSNG Alswine/Guangdong/1/72014 A TEES
[12. AKV57801.1: Segmento 8 NS1 HSN6 Alswine/Guangdong/2/2014 A |
[13. ACK43319.2: Segmento 8 NS1 H5N2 Alostrich/South AfricaM227/2004 .

§14 ABI85111.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Aichicken/Scotland/1959 L1

§15 ACF40974.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Aturkey/England/50-92/1991 LV . L

{16. YP_308673.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996 LV l £

E17 AAC32082.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/Chicken/Hong Kong/220/97 LILL

[18. ACZ47321.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alavian/Maly/1485/1997 LiLL

[19. AKC91364.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/BC/IFAV2/2015 Lieel
;20 ALX30444 1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/France/150169a/2015 LIiLL

21, ACZ47365.1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alchicken/Puebla/14586-654/1994 LVEL

[22. ABIB5132 1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995 LVELI

‘:23 ACZ47303.1: Segmento 8 NS1 H5N2 A/chickenMtaly/330/1997 LhHEL

[24. ABQ24014.2: Segmento 8 NS1 HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006 LVvEL

[25. AFM08B96.1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011 LI

J?ZG AG002533.1: Segmento 8 NS1 HSN2 A/chicken/Talwan/A1997/2012
127. ANA11393.1: Segmento 8 NS1 H5N2 A/duckFrance/150233/2015
%28 ABI84975.1: Segmento 8 NS1 H5N3 AternvSouth Africa/1961

529 ABI85122.1: Segmento 8 NS1 H5NS Aturkeyireland/1378/1983

130. ABI85141.1: Segmento 8 NS1 H5N9 Aturkey/Ontano/7732/1966

{31 ANA11404.1: Segmento 8 NS1 H5N9 A/duckFrance/150236/2015
132 AAA43139.2: Segmento 8 NS1 H7N1 AFPV/IRostock/34

{33 ADR23784.1: Segmento 8 NS1 H7N1 A/chicken/Rostock/45/1934
‘:34 ABI85089.1: Segmento 8 NS1 H7N3 AturkeyEngland/1963

£35 ABV01139.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Victona/224/1992

§36 ABR37412.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Queensiand/1994

137. ABI85033.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002

|38. ABI85005.1: Segmento 8 NS1 H7N3 ACanadais04/2004 ILL
[39. AAT70175.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04 ILL
40. ACA25334.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/SKHR-0001172007 vELI

:41 AFQ37297.1: Segmento 8 NS1 H7N3 AlchickenlJalisco/CPA1/2012

|42 AFV68717.1 Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012

{43 ANM71989.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
.144 ANM71959.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
|45. ABR37423.1: Segmento 8 NS1H7N4 Alchicken/New South Wales2/1997

1-46 ACZ36629.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Brescia/1902

|47. ABS89370.1: Segmento 8 NS1 H7N7 AlchickenNictoria/1976

548 ABI85052 1: Segmento 8 NS1 H7N7 Algoose/eipzig/187-7/1979 v . 5
:'49 ABI85023.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Victoria/1985 ILL
:50 AAR04359.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03 ILL
;'51 AMD38705.1: Segmento 8 NS1 H7N8 Aturkeyindiana/16-001403-12016 v . L
I52 ARB51610.1: Segmento 8 NS1 H7N9 A/chicken/Tennessee/17-007147-2/2017 ILL
153. ABO52769.1: Segmento 8 NS1 H7N1 AturkeyMtaly/4580/1999 v . L

54. ABS89469.1: Segmento 8 NS1 H7N1 Alurkey/taly/4708/1999

{55 ABI85150.1: Segmento 8 NS1 H5N2 Alchicken/Pennsylvania/1370/1983

156. ARG44288.1: Segmento 8 NS1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 152016

;57 ACZ47465.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

|58. ABI85042.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

;59 ACZA47463.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chickenPakistan/1369-CR2/1995
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Figura 22: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina NS1 en la
posicion 149 relacionada al aumento de la patogenicidad. Los virus de referencia
A/swine/Guangdong/1593/2012 (H3N2) y A/ Goose / Guangdong / 1/96 (H5N1) estan enlistadas
en los nimeros 1 y 16 respectivamente. La secuencia de la proteina NS1 de A / Goose /
Guangdong / 2/96 no se encontro disponible, por lo que se utilizd la secuencia de
A/swine/Guangdong/1593/2012 (H3N2) que a pesar de ser un virus aislado del cerdo, presenta
149V en la proteina NS1 segun lo especifica la base de datos de Influenza Research Database.
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Zhu Q. et al. (2008) al comparar las cepas A / swine / Fujian / 1/01 (H5N1)
y A / swine / Fujian / 1/03 (H5N1) se percataron que diferian en el segmento 8,
donde el segundo virus presentaba una eliminacion de 15 nucleétidos (nt) en las
posiciones de codificacion 612 a 626. El aislado viral A / swine / Fujian / 1/01
(SW / FJ/01) era altamente letal para los pollos, mientras que A / swine / Fujian
/ 1/03 (SW / FJ / 03) no era patdgeno para pollos cuando se administré por via
intravenosa o intranasal. Para entender la base molecular de la diferencia en
virulencia, utilizaron métodos de genética a la inversa para crear una serie de
recombinantes de un solo gen de ambos virus. Se encontré6 que un virus
recombinante que contenia el gen NS mutado del virus SW / FJ / 03 en el fondo
del virus SW / FJ / 01 estaba completamente atenuado en pollos. También
encontraron que los virus que expresaban la proteina NS1 mutante de SW /FJ/
03 no antagonizaban la induccién de la proteina de interferon (IFN). Por el
contrario, solo el virus recombinante que contenia el gen NS de SW/FJ /01 que
es de tipo salvaje en el fondo SW / FJ / 03 era letal en pollos y antagonizaba los
niveles de proteina IFN. Secuenciando la proteina que provenia de SW/FJ/ 03,
aseguraron que a causa de la perdida de nt en el gen NS, la proteina NS1
suprime cinco aminoacidos en los sitios 191 a 195 63 Este caso de atenuacion
por una mutacion de eliminacion fue necesario analizarlo en nuestras secuencias
NS1, esperando a que ninguna lo contenga dicha mutacion, apoyandonos de la
cepa A / swine / Fujian / 1/03 como cepa de referencia, ya que sin importar el
huésped donde se aislo, presenta la eliminacion en la region 191-195.

> Mutacion por eliminacion de los aminoacidos 191-195 en la NS1

Posterior al alineamiento se resalté que la proteina NS1 de SW / FJ / 03

habria sufrido otra perdida en su secuencia en los sitios 80-84 (Figura 23) siendo
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este aspecto un punto a detallar mas adelante. Efectivamente ninguna cepa de
las cincuenta y siete present6 una supresion en las posiciones 191-195 que de
manera original se encontrarian en los sitios 196-200 si tomamos en cuenta que
el virus mostré una doble mutacion por perdida de aminoécidos en dos regiones
(Figura 23) Los
comportamiento de los VIAAP.

diferentes. resultados concuerdan con respecto al
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1. AAV30832.1: 8NS1HSN1 ujian/1/2003 LKM----- PASRYLEBM

2. AAVD7625.1: Segmento 8 NS1HSN1 A/chicken/Korea/es/2003 LEM----- PASRYLEBM

3. ACZ36639.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alchickenindonesia/7/2003 LEM- - - - - PASRYLEBM

4. ACZ36647.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004 LEM- - - - - PASRYLEDM

5. ABW73812.1: Seg 8NS1H5N1 A/ LKM- - - - - PABRYLEDBM

6. ABE26833.1: Seg 8NS1HSN1Alswan/G LEM- - - - - nAlngllu

7. ACT96993.1: Seg 8NS1HSN1 Alchic K li | u

8. BAK53518.1: Segmento 8 NS1 H5N 1 A/duckMHokkaido/WZ101/2010

9. ADD10585.1: Segmento 8 NS1 HSNS A/duck/Eastern China/008/2008 LKM----- Pllﬁ Y L llu

10.ADD10574.1: S 8 NS1HSNS A/ China/031/2009 LEM- - - - - PESRYLEDM

11. AKV57811.1: 8NS1HSNS A 12014 LEM- - - - - PESRYLEEM

12 AKV57801.1: Seg 8NS1HS5NG 14 LRM ----- PESRYLEEn

13. ACK43319.2 8 NS1HS5N2 A/ AfricaN227/2004 -HiIABVPABRYLEDBM

14, ABIBS111.1 8NS1THSN1 A 1959 LEM.IA.VQAI%YLI.M

15. ACF40974.1: Seg 8NSTH5N1A 92/1991 LKIAIASSPAPRY | DM

16. YP_308673.1: Seg 8 NS1H5N1 Alg 111996 LKIAIASSPAPRY I EBM

17. AAC32082.1: 8 NS1H5N1 AChickenHong Kong/220/97 LKME ' ABVPAPRYLAENM

18. ACZ47321.1 8NS1H5N1 1485/1997 LKME I ABVPABRYLEBM E

19. AKC91364.1 8NS1HSN1 A/ SFAV212015 LKME I ABVPABRYLEDM -]

20. ALX30444.1 8NS1HS5N1 rance/150169a/2015 LEKME I ABVPASRYLEDM 8

21. ACZA7365.1: 8 NS1 HSN2 Al uebla/14586-654/1994 LKIAIASSPAPRY I DM -] a

22 ABIB5132.1 8 NS1HSN2 A/ 14588-1911995 LK1AIABSPAPRY I EBM L ASEN I BRF AN
23. ACZ47303.1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alchic 33011997 LKMEI ABVPABRYLEDBM SE LERFAN
24. ABQ24014.2: Seg! 8 NS1HSN2 Al Africa/Al109172006 LKIAIABSBPAPRY I DM ASENVARFEN
25, AFM08896.1: 8NS1HSN2 1142011 LKMEI ABVPASRYLEBNM VEERLERFAN
26. AGO02533.1: Seg! 8 NS1HSN2 Alc Talwan/A1997/2012 LKME I ABVPESRY | BBM ||AL|§F||
27. ANA11393.1: Segmento 8 NS1 HSN2 A/duck/France/150233/2015 LKME I ABVPABRYLEDBM iVEEmLERF AN
28. ABIB4975.1: Seg 8NS1HSN3 Africal1961 LKME I vEuPABRYLEBM SEENLORFAN
29. ABI85122.1 8NS1HSNS 1378/1983 LEME ' ABVPAPRYLEBM 8 ngFAl

30. ABI85141.1: Segmento 8 NS1 HSN9 Aturkey/Ontario/7732/1966
31. ANA11404.1: Segmento 8 NS1 H5N9 A/duck/France/150236/2015
32. AAA43139.2: Segmento 8 NS1 H7N1 AFPV/Rostock/34

LKME I ABVPABRYLEDNM
LKME I ABVPASRYL
LKME ! ABVPAERY LEDBM

33 ADR23784.1 8NS1H7N1 Al ostock/45/1934 LKME I ABVEARRYLEBM
34. ABIB5089.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Afturkey/England/1963 LKME I ABVPABRYLEDM
35 ABVO1139.1: 8NS1H7N3 A/ Victona/i224/1992 LKMEI ASVPESRYLEDM
36. ABR37412.1 8NS1H7N3 A/ e 1994 LK1AIAESPAPRY I EBM
37. ABIB5033.1: Seg! 8 NS1H7N3 A/ hile/184240-4 LK1AIASSPAPRY I EBM
38. ABIB5005.1 8NS1H7N3I AC 412004 LKMEI ASBVPABRYLEDBM

39. AAT70175.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04

40. ACA25334.1: Seg) 8 NS1TH7N3 A /HR-00011/2007

41. AFQ37297.1: 8 NS1HT7N3 Alchi Jalisco/CPA1/2012

42 AFVE8717.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Jalisco/12283/2012

43 ANM71959.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
44. ANM71989.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016

LKMEI ABVPASRYLEDBM
LKIAIABSPASRY I EBM
LEKMEI ABVPABRYLEDM
LKME I ABVPASRYLEDBM
LKMNI ABVPASRYLEDBM
LKMNI ABVPABRYLEDBM

45 ABR37423.1 8 NS1H7N4 Al ew South 1997 LKME I ABVPASRYLEDM
46. ACZ36629.1: Seg 8 NS1H7NT Al 1902 LKME I ASAPASRYLEDM
47. ABS89370.1: Segmento 8 NS1 H7N7 AlchickenVictoria/1976 LKIAIABSPAPRY | HBM
48. ABIBS052.1 8NS1HNT eipzig/187-7/1979 LKIAIASSPAPRY | BN
49. ABIB5023.1: Segmento 8 NS1 H7NT AlchickenNVictoria/1985 LKME 1 ABVPABRYLEDM
50. AAR04369.1 8NS1H7NT A/ 103 LKME 1 ABVLASRYLEDBM
51. AMD38705.1 8NS1H7NS A 16-001403-1/2016 LKIAIASSBPAPRY | DM
52 ARB51610.1: Segmento 8 NS1 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 LKMEI ABVPABRYLEBM
53. ABO52769.1: Seg! 8NS1H7N1 1999 LKIAIASSPAPRY I HDM
54, ABS89469.1: Seg 8NS1H7N1A 08/1999 LK1AIABSPAPRY | EBM

55. ABI8B5150.1: Segmento 8 NS1 H5N2 Alchicken/Pennsytvania/1370/1983
56. ARG44288.1: Segmento 8 NS1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD15/2016

LKMEI ABVPVERYLEBM
FKMS I ABVPAPRY | EBM

57. ACZ47465.1: Seg 8NS1H7N3 A/ aki 4711995 LKME I ABVPABRYLEDM
58. ABIB5042.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Pakistan/34669/1995 LEKME I ABVPABRYLEDBM
59. ACZ47463.1: 8NS1H7N3 Al akistan/1369-CR2/1995 LKME I ABVPASRYLEBNM
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Figura 23: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina NS1 en las
regiones 78-92 y 191-200, donde la mutacion por eliminacién de los aminoacidos 196-200
estdasociada alaatenuacién de lavirulencia. La secuencia de referencia de A / swine / Fujian
/ 1/03 (H5N1) se localiza en la parte superior. La secuencia de la proteina NS1 de A / swine /
Fujian / 1/01 (H5N1) no se encontrd disponible en el banco de genes.
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Long J-X. et al.(2008) con el fin de investigar la importancia bioldgica de la
Gnica mutacion por eliminacion de 15 nucleétidos (nt) desde la posicion 263 a
277 en el gen NS de virus H5N1 en los modelos de pollo y raton, debido a que
anteriormente Li K.S., et al. (2004) informaron que los virus H5N1 de todos los
genotipos aislados en 2002 y a partir de entonces, excepto las cepas en los
genotipos X0 - X3, tienen una pérdida de 15 nt desde la posicion 263 a 277 en
el gen NS1,%4 conduciendo a la supresion de 5 aminoéacidos en los sitos 80 a 84
de la proteina NS1.%° Se construyeron dos pares de virus recombinantes H5N1
gue compartian siete genes y diferian de cada uno otro solo en el gen NS. Los
virus recombinantes son: [rWSN-SD portaba el gen NS de
A/Duck/Shandong/093/2004 (H5N1) en su forma nativa sin eliminacion, mientras
gue r'WSN-mSD portaba el mismo gen NS pero con una perdida artificial de 15
nt; rWSN-YZ portaba el gen NS de A/Duck/Yangzhou/232/2004 (H5N1) en su
forma nativa con la supresion de 15 nt mientras que r'WSN-mYZ portaba el
mismo gen pero con una insercion mutada de 15 nt en la misma posicién. Por
comparacion en pares, ''WSN-mSD y rWSN-YZ tuvieron mayor IPIV en pollos
gue sus contrapartes r'WSN-SD y r'WSN-mYZ; ademas, rWSN-mSD y rWSN-YZ
causaron mas muertes y aumentaron la diseminaciéon del virus desde el tracto
respiratorio superior en pollos que rwWSN-SD y rWSN-mYZ. Las secuencias de
aminoacidos deducidas de las proteinas NS1 de estos cuatro mutantes indicaron
que NS1 de rWSN-mSD y rWSN-YZ portaban 92E mientras que rWSN-SD y
r'WSN-mYZ portaban 92D. Por otro lado, el virus recombinante adicional rwWSN-
mSD-E92D que portaba la delecion 15-nt en el gen NS pero tenia la mutacion
E92D en la proteina NS1 mostré una atenuacion significativa de la virulencia, en

comparacion con la de rwWSN-mSD. Parecié que el efecto de aumento en la
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virulencia por la eliminacion de 15 nt en el gen NS se asocio con el cambio de
D92E en la proteina NS1. Por lo tanto, los resultados en el presente estudio
demostraron claramente que la eliminacion de 15 nt desde la posicién 263 a 277
en el gen NS asociado con el cambio D92E en la proteina NS1 de los virus HSN1
contribuye al aumento de la virulencia junto con la capacidad de replicacion
mejorada en pollos.®® Se procedié al andlisis de las secuencias de la NS1 vy
determinar la presencia de la mutacion por la pérdida de aminoacidos en las
proteinas a causa de una perdida de nucleotidos en el segmento 8 de los virus,
para ello se necesitd las secuencias de NS1 de las cepas
A/Duck/Shandong/093/2004 y A/Duck/Yangzhou/232/2004 que servirdn de
guia.

> Mutacion por eliminacién de los aminoacidos 80-84 en la NS1

Al alinear las cincuenta y ocho secuencias de NS1, se destaco que cuarenta
y seis cepas (79.31 %) no tienen una mutacion por eliminacion dentro de la region
gue menciona Li K.S., (2004). Por lo que se enfoc6 en las doce cepas (20.68 %)
que sufrieron la perdida de aminoacidos en la regidon blanco y que efectivamente
fueron aisladas a partir del 2002 (Figura 24). La secuencia de A/ostrich/South
Africa/N227/2004 es la Unica que cuenta con una pérdida de dos aminoacidos
en los sitos 78-79, las otras 11 lo portan en las posiciones 80-84 siendo solo siete
de ellas del subtipo H5N1 y las cuatro restantes del subtipo H5N5 y H5NG6.

(Figura 24)
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> Mutacion por eliminacion de los aminoacidos 80-84 y mutacidn por

sustitucion D92E en la NS1

Tomando en cuenta el equilibro entre la mutacion por eliminacién de
aminoéacidos y la mutacién por sustitucion D92E, las cepas del subtipo H5N6
A/swine/Guangdong/1/2014 y A/swine/Guangdong/2/2014 son las Unicas que
cumplen con lo estipulado en el trabajo de Long J-X (2008), mientras que las
otras nueve a pesar de presentar la mutacion por supresion no portan la
mutacion por sustitucion D92E, lo cual es contradictorio en el mismo trabajo ya
que los virus recombinantes que tenian esta ultima combinaciéon presentaban

una atenuacion en la patogenicidad. ¢ (Figura 24)
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1. AAWT2233 1: Segmento 8 NS 1 HEM1T Alduck/Shandong/093/2004

2 AAVETE25 1 Segmento 8 NS1 H5N1 AlchickenKorealesi2003

3 ACZ36630.1: Segmento 8 NS1 HEN1 Alchickenindonesia72003

4 ACZ36647 1. Segmento 8 NS1 H5N1 A/chicken/Yamaguchi/7/2004

5 ABWT2812.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Alchicken®oreanSi2006

6. ABE26831.1. Segmenta 8 NS1 H5N1 Alswan/Germany/R65/2006

7. ACT96093 1. Segmento 8 NS1 H5M1 Alchicken®orea/Gim|e/2008

B BAKS53518.1: Segmento 8 NS1 HSN1 A/duckHokkaidoAWZ 10172010

9. ADD10585 1: Segmento 8 NS1 HENS Alduck/Eastern China008/2008

10, ADD10574.1: Segmento 8 NS1 HSNS AlduciiEastern Chinal031/2009
11, AKVETB11.1: Segmento B NS1 H5NG AlswinelGuangdong/1/2014

12 AKVETB01.1: Segmento 8 NS1 HSNE Alswine/Guangdong/2i2014

13 ACK43319 2 Segmaento 8 NS1 HSN2 MostrichfSouth AfncamMi227/2004
14_ABI85111.1: Segmento 8 NS1 HSN1 Aichicken/ScollandM 959

15. ACF40074.1: Segmento 8 NS1 HEN1 AturkeyEngland/S0-9211991

16 YP_308673 1 Segmento § NS1 H5N1 Algaose/Guangdong/1/1996

17 AAC32082. 1 Segmento 8 NS1HSN1 AChickenHong Kongl220/87

18, ACZ47321.1 Segmento 8 NS1 H5N1 AlavdanMaly 14851987

19. AKCO1364.1: Segmaento 8 NS1 HSN1 AlchickenBCFAV22015

20, ALY30444 1 Segmento 8 NS 1 HEN1 AlchickenFrance/150169a2015
21, ACZ47365.1: Segmento 8 NS1H5N2 A/chickenPuebla/14586-554/1904
22 ABIBS1321: Segmento 8 NS1 HSNZ Alchicken/Querelaro/14588-19M1995
23, ACZ47303.1: Segmento 8 NS1 H5N2 AfchickenMaly/330/1997

24. ABQ24014 2 Segmenio 8 NS1 HSN2 Aostich/South Alnca/Al 109172006
25 AFI08896.1; Segmento B NS1 HENZ AjostnchiSouth Africati2 11472011
26 AGO02533 1. Segmento 8 NS1 HSN2Z Aichicken/Tarwan/A1997/2012

|27 AMA11383 1: Segmento B NS1 HSN2 AlduckFrance/150233/2015

28 ABIB4975 1: Segmento 8 NS1 HEN3 AMMern/South Africal1981

129, ABI85 122 1: Segmenio 8 NS1 HSNS Aturkeylreland/1 3781983

30 ABIBS141.1: Segmento 8 NS1 HSNI AturkeyOntario/T 73211968

31 AMA11404 1: Segmento 8 NS 1 H5N9 AlduckFrance/150236/2015

32 AAA43139 2 Segmenio B NS1 HTN1 AFPV/Rostock34

33 ADR23784.1: Segmenio 8 NS1 HTN1 Alchicken/Rostock/45/1934

34 ABI35089.1: Segmento 8 NS1 HTN3 AlurkeyEngland/ 1953

35 ABY01139.1: Segmento 8 NS1 HTN3 AlchickenNiclona224M1992

36 ABR3T412 1. Segmento 8 NS1 HTN3 AlchickenQueensiand/ 1994

37 ABI35033.1: Segmento 8 NS1 HTN3 Aichicken/Chile/184240-4322/2002
38, ABIBS005.1; Segmento 8 NS1 HTN3 AICanadainvE04/2004

40, ACA25334 1. Segmenlo 8 NS1 HTN3 Alchicken/SK/HR-00011/2007
41, AFQ37297.1: Segmento 8 NS1 HTN3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012
|42 AFVE8717 1. Segmento 8 NS1 HTNI Afchickenijalisco 122832012

45, ABR3I7423.1. Segmento 8 NS1 HTN4 AlchickenMew South Wales/2r1997
8, ACZ38620 1 Segmento B NS1 HTNT A/chickenBrescial1202

47, ABSB9370.1: Segmento 8 NS1HTNT Alchicken/MVictorial1976

|¢B. ABIB5052 1: Segmento 8 NS1 HTNT AlgooselLeipzigl87-7/1979

40 ABIB5023.1: Segmento 8 NS1 HTNT Alchicken/Victoria/ 1985

50. AAR04369 1; Segmento 8 NS1 HTNT AlchickenMetherdands/1/03

51. AMD38705 1. Segmento 8 NS1 HTNS Aurkeyindiana 6-001403-12016

l53. ABOS2769.1: Segmento 8 NS1 HTNT AfurkeyMaly/4580/1929

54 ABS88459.1 Segmento B NS1HTNT Aturkeyitaly/4708/1809

55. ABIB5150.1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alchicken/Pannsytvania/1370/1983
56, ARG44288 1. Segmento B NS1 HTNS Alchicken/Guangdong/GD 1572016
57 ACZ47465.1: Segments 8 NS1 HTN3 Alchicken/Pakistan/447/1995

58 ABISS042 1: Segmento 8 NS1 H7TM3 Alchicken/Pakistan/34669/1995

50 ACZ47463.1: Segmento 8 NS1HTN3 Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1985

39 AATT0175.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbiaid

43 ANMT 1959 1: Segmento 8 NS1 HTN3 Alchickenl)aliscolCPA-01859-16-CENASA-9529472016
|44, ANWIT 19801 Segmento 8 NS1 HTN2 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-9529472018

52 ARB51610.1: Segmento 8 NS1HTNB AlchickenTennesses/17-007147-2/2017
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Figura 24: Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la proteina NS1 en laregion
78-92 relacionado a una patogenicidad de tipo consenso. La secuencia del virus de
referencia A/Duck/Shandong/093/2004 (H5N1) se encuentra en la parte superior. La secuencia
de la proteina NS1 de A/Duck/Yangzhou/232/2004 (H5N1) no se encontré disponible en el

GenBank.
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Cauthen A, et al (2007) al comparar experimentalmente subtipos de H7N3
gue diferian en el tamafio de la proteina NS1 y en virulencia observaron que la
variante que codifica la proteina NS1 truncada era un fuerte inductor de
Interferon (IFN) que por su parte posteriormente producia un estado antiviral
disminuyendo la patogenicidad en los pollos. Donde enfatizan que la capacidad
de induccion de Interferon de los VIA parece ser un factor significativo en la
regulacion de la patogénesis, la virulencia y la transmision viral de AlV en pollos.
Sugiriendo que los fenotipos de VIA inductores de IFN deben considerarse al
caracterizar las cepas del virus de la influenza aviar.®” Afios después Abdelwhab
E. et al (2016) al percibir que en varios aislamientos virales en su extremo
carboxilo terminal (ECT) de NS1 exhiben eliminaciones entre los aminoacidos
202 y 230 con un impacto aun muy incierto sobre la virulencia de estos VIA en
pollos. Analizaron secuencias de proteinas NS1 de todos los subtipos de VIA en
aves de 1902 a 2015 para estudiar la prevalencia y la distribuciéon del
truncamiento de ECT (AECT). Observaron trece formas diferentes de AECT en
proteinas NS1 de 11 subtipos de HA y 8 de NA con altas prevalencias en los
subtipos H9, H7, H6 y H10 y N9, N2, N6 y N1 particularmente en pollos y
especies menores de aves de corral. Con un 88% de NS217 sin aminoacidos,
218-230 fue la forma de AECT mas comun seguida de NS224 (3,6%). NS217 se
encontré en 10 y 8 subtipos diferentes de HA y NA respectivamente, mientras
que NS224 se detectd exclusivamente en los VIAAP H7N1 italianos, lo que
sugiere relevancia para la virulencia. Para probar esta suposicion, se utilizaron
VIA de AP H7N1 para construir recombinantes resultando con tres formas, un
VIAAP con la NS1 de tipo salvaje (Ap-NS224), un VIAAP con la NS1 con ECT

prolongado (Ap-NS230) y un VIAAP con la NS1 de VIABP H7N1 (Ap-NSBp), y

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[66]

se probaron in vitro e in vivo. La extension de ECT en Ap NS1 disminuyo
significativamente la replicacion del virus en células de rifion de embrién de pollo.
El truncamiento en el NS1 disminuyo el tropismo de Ap-NS224 hacia el endotelio,
el sistema nervioso central y el epitelio del tracto respiratorio pero en general el
estudio no obtuvo resultados significativos para confirmar que la mutaciéon por
eliminacion de aminoacidos en el ECT esta directamente relacionada con la
naturaleza patégena de un virus VIA.%8 Se necesit6 complementar el analisis de
este trabajo, manejando las secuencias de NS1 con la finalidad de tener una idea
mas clara de la presencia del truncamiento en los VIAAP, puesto que solo se
basaron en las cepas italianas del subtipo H7N1.

> Mutacion por eliminaciéon de los aminoacidos del extremo carboxilo

terminal en la NS1

Cincuenta y un cepas de las cincuenta y ocho (87. 93 %) analizadas no
presentan una pedida de aminoacidos en la region del ECT, observando que el
aislamiento viral mas antiguo que porta la mutacion por eliminacion es de 1986
y el mas reciente es del 2016. (Figura 25) Estos resultados pueden justificar que
los virus con la mutacion por supresion en el ECT necesitan de otros factores
para incrementar su comportamiento patégeno asi como su replicacién en el
huésped, porque con los resultados obtenidos por parte de Abdelwhab E. (2016)

son contundentes para nuestra aseveracion.
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2. AAVO7625.1: Segmento 8 NS1 H5N 1 Alchicken/Koreales/2003

3. ACZ36639.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/chickenindonesia/7/2003

4. ACZ36647.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/Yamaguchi7/2004

5. ABW73812.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/chicken/KorealS/2006

6. ABE26833.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alswan/Germany/R65/2006

7. ACT96993.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/Korea/Gimje/2008

8. BAK53518.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010

9. ADD10585.1: Segmento 8 NS1 H5NS A/duck/Eastern China/008/2008

10. ADD10574.1: Segmento 8 NS1 HSNS Alduck/Eastern China/031/2009
11. AKV57811.1: Segmento 8 NS1 H5NG A/lswine/Guangdong/1/2014

12. AKV57801.1: Segmento 8 NS1 H5N6 A/swine/Guangdong/2/2014

13. ACK43319.2 Segmento 8 NS1 HSN2 Alostrich/South Africa/N227/2004
14, ABI85111.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Aichicken/Scotiand/1959

15. ACF40974.1: Segmento 8 NS1 H5N 1 Aturkey/England/50-92/1991

16. YP_308673.1: Segmento 8 NS1 H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996

17. AAC32082.1: Segmento 8 NS1 H5N1 AIChicken/Hong Kong/220/97

18. ACZ47321.1: Segmento 8 NS1H5N1 A/avian/Mtaly/1485/1997

19. AKC91364.1: Segmento 8 NS1 H5N1 Alchicken/BCFAV2/2015

20. ALX30444.1: Segmento 8 NS1 H5N1 AlchickenFrance/150169a/2015

21. ACZ47365.1: Segmento 8 NS1 H5N2 AlchickenPuebla/14586-654/1994
22. ABIB5132.1: Segmento 8 NS1 H5N2 Alchicken/Queretaro/14588-19/1995
23. ACZ47303.1: Segmento 8 NS1 H5N2 AichickenMaly/330/1997

24. ABQ24014.2: Segmento 8 NS1 HSN2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006
25. AFM08896.1: Segmento 8 NS1 HSN2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011
26. AGO02533.1: Segmento 8 NS1 H5N2 Alchicken/Taiwan/A1997/2012

27. ANA11393.1: Segmento 8 NS1 HSN2 A/duck/France/150233/2015

28. ABI84975.1: Segmento 8 NS1 H5N3 Atern/South Africa/1961

29, ABI85122.1: Segmento 8 NS1 H5NS Aturkeyireland/1378/1983

30. ABI85141.1: Segmento 8 NS1 H5N9 Aturkey/Ontario/7732/1966

31. ANA11404.1: Segmento 8 NS1 HSN9 A/duckFrance/150236/2015

32 AAA43139.2 Segmento 8 NS1H7N1 AFPV/Rostock/34

33. ADR23784.1: Segmento 8 NS1 H7N1 Alchicker/Rostock/d5/1934

34, ABIB5089.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Aturkey/England/1963

35. ABV01139.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992

36. ABR37412.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Queensiand/1994

37. ABI85033.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Chile/184240-4322/2002
38. ABIB5005.1: Segmento 8 NS1 H7N3 AICanadaivs04/2004

39. AAT70175.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/GSC_chi _B/British Ci 1a/04
40. ACA25334.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007

41. AFQ37297.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA1/2012

42 AFVE8717.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chickentJalisco/12283/2012

43. ANM71959.1: Segmento 8 NS1 H7N3 A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016
44. ANM71989.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Aichicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016
45. ABR37423.1: Segmento 8 NS1 H7N4 Aichicken/New South Wales/2/1997
46. ACZ36629.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Brescia/1902

47. ABS89370.1: Segmento 8 NS1 H7N7 A/chickenNVictoria/1976

48. ABIB5052.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Algoose/Leipzig/187-7/1979

49. ABI85023.1: Segmento 8 NS1 H7N7 AlchickenVictoria/1985

50. AAR04369.1: Segmento 8 NS1 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03

51. AMD38705.1: Segmento 8 NS1 H7N8 Aturkeyindiana/16-001403-1/2016
52. ARB51610.1: Segmento 8 NS1 H7N9 Aichicken/Tennessee/17-007147-22017
53. ABO52769.1: Segmento 8 NS1 H7N1 AturkeyMaly/4580/1999

54. ABS89469.1: Segmento 8 NS1 H7N1 AlurkeyMaly/4708/1999

55. ABIB5150.1: Segmento 8 NS1 H5N2 Alchicken/Pennsytvania/1370/1983
56. ARG44288.1: Segmento 8 NS1 H7N9 Alchicken/Guangdong/GD 152016
57. ACZ47465.1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alchicken/Pakistan/447/1995

58. ABIB5042 1: Segmento 8 NS1 H7N3 Alichicken/Pakistan/34669/1995

59. ACZ47463,1: Segmento 8 NS1 H7N3 Aichicken/Pakistan/1369-CR2/1995
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Figura 25: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina NS1 en laregion
carboxilo terminal asociado a una variacion en la virulencia.

Se procedi6é a sintetizar todas las mutaciones descritas para obtener un

panorama con mayor precisién en cuanto a la forma de actuar de cada una en

los virus de influenza aviar (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Mutaciones que modifican la patogenicidad de los virus de influenza aviar.
En las columnas se muestra: Las mutaciones junto con las proteinas implicadas, funcién de las
mutaciones con base a los trabajos experimentales, referencias.

Mutacion

Funcion

Ref.

PB1 C38Yy PB1
Al4V

-Se utilizaron virus de BP cuyas HA y NA fueron sustituidas por las
de un virus de AP, previamente a las mutaciones por sustitucion.

-Al sustituir la C38Y en PB1, aumento tanto la actividad de la
polimerasa en células DF-1 (una linea celular derivada de
fibroblastos de pollo) in vitro como la patogenicidad en pollos (se
acorto el tiempo medio de supervivencia de 3.39 dpi a 2.25 dpi).

-Se sustituyd V14A en PBL, lo cual causo una reduccion de la
actividad de la polimerasa pero no afecto6 la patogenicidad en pollos.

40

PA L672F, HA 5
H308Q, HA 338+R,
NP M374V, M1
D89N y R101K, M2
R45H

El virus recombinante de BP que portaba dos aminoacidos bésicos
extra en el SE, al presentar las 7 mutaciones, modificaba su
patogenicidad igualandose a un virus de alta patogenicidad al
inocularlo en pollos.

41

Supresion PA-X

La proteina PA-X actla para disminuir la patogenicidad de un virus
de AP en especies de aves al inhibir la replicaciéon del virus y la
respuesta. Por otra parte la pérdida de expresion de PA-X
aumentaba la virulencia tanto en pollos como en anades reales y
mejoraba la actividad de la polimerasa y la replicacion del virus tanto
in vitro como in vivo.

43

en una mejora en la capacidad de escisiéon de PCS por furina-
proteasas, y al probarlo experimentalmente se obtuvo mortalidad del
100% en los pollos.

HA T13K / Se garantiz6 que la mutaciéon T13K en la HA de la cepa A / Chicken 23
desglicosilacion / Pennsylvania / 1/83 de BP condujo a la pérdida de un patrén de N-
del sitio 11 glicosilaciéon en la asparagina ubicada en la posicién 11, resultando

HA 7 glicosilacion
en la posicion 188

Se observé que el virus con el sitio de glicosilacién con una dosis
letal media 50 (DLM50) de 105 daba como resultado la muerte de
todos los pollos (8/8) en un tiempo de muerte promedio (TMP) de
2.3 dias pi, en comparacion con el virus que carecia del sitio de
glicosilacion y utilizando la misma dosis se obtuvo la muerte de 2/8
pollos en un TMP de 3.5 dias pi.

44

HA 7 glicosilacién
en los sitios 123
ylo 149/ tallo corto
de la NA

Se destacé que un virus que presenta una HA con glicosilacién en
la posicion 123 y/0149 da un crecimiento eficiente cuando se
combina con una NA de tallo corto. En otra cuestion se reduce la
afinidad de HA por la unién al receptor y hacen que el virus sea
menos dependiente de la funcion NA y a su vez menos sensibles a
los farmacos inhibidores de NA.

45

HA 5 V346T/S

Tras el cambio de serina por valina se condujo a una supervivencia
prolongada en menor grado en comparacién con los animales
infectados con un virus de AP con HA 346S, ya que no habia
diferencias significativas en la diseminacion del virus o tropismo de
organos.

49

PB2 K123E, PB1
N16D, HA 7 E227G
e 1388T, M1 G228R
y M2 L46P

El virus recombinante de BP que portaba dos aminoéacidos basicos
extra en el SE, al presentar las 6 mutaciones por sustitucion
demostraron ser los responsables de la muerte de todos los pollos
(8/8) inoculados por via intravenosa, resultando con IPIV de 2.21.
Por consiguiente notaron que 227Glu y 388lle de manera individual
provocan la supervivencia de los pollos.

50
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HA 7 A436T, Q450L
y K536R

Se concluy6 que la cepas italianas el virus de BP adquiri6 (i) el SE
Polibasico, que era importante para facilitar la diseminacién
sistémica y aumentar la replicacion, escision y excrecion; (i) A436T,
potenciando aun mas el tropismo tisular; y (iii) K536R, que confiere
estabilidad a HA. A partir de entonces, el virus adquirié Q450L, lo
que resulté en una mayor virulencia y transmision de ave a ave.

51

NP E184K y NS1
G148E

Existi6 la suficiente evidencia de que 184K de la proteina NP tenia
el papel principal en la patogenicidad, matando a los 8 pollos en un
TMP de 2 y que combinandolo con la sustitucién 148E de la proteina
NS1, causaba la misma mortalidad con un TMP de 1.87.

53

respecto al tiempo de muerte promedio se le atribuia a esta
mutacion.

NP 1109T Se evidencié que un virus que provocaba un TMP de 4.0, cambio su 54
TMP a 3 tras adquirir la mutacion por sustitucion.
NP M105V Se confirmd que la diferencia que habia entre dos virus de AP, 39

NP S50N y F98K

De manera sinérgica provocaron un IPIC de 1.55, aunque también
causaron una leve elevacion en el IPIC de forma individual (0.93 y
0.61 respectivamente).

55

NA eliminacién de
aminoacidos en el
tallo

En distintos trabajos experimentales se demostré que la perdida de
aminoacidos en la region del tallo de la NA de aislados aviares
mejora la replicacion y patogenicidad en pollos, disminuyendo a su
vez la replicacion en patos pudiendo llegar a ser nula.

56,57,6
9,70

M1 T37A, R95K,
S224N, K242N y M2
D21G

De forma sinérgica le conferian al virus una replicacién mayor con
un inicio mas temprano en su liberacién, inflamacion pulmonar mas
severa, con neumonia intersticial 'y  bronconeumonia,
desprendimiento del revestimiento epitelial mucoso, una
propagacion extra pulmonar, observando también congestion renal.

60

NS1 con Alal49 puede antagonizar la induccion de los niveles de
proteina de interferon en fibroblastos de embrién de pollo (CEF),
pero un virus recombinante que lleva una sustituciéon Vall49 no
produce el mismo efecto.

M1 143M La diferencia en la patogenicidad entre dos VIAAP utilizados se 61
determind solo por un Unico aminoacido en la proteina M1 el cual
fue metionina en la posicién 43.

NS1 V149A Demostraron que un virus recombinante que expresa la proteina 62

NS1 eliminacién de
los aminoacidos de
las posiciones 191-
195

Comprobaron que al perder cinco aminoacidos en los sitios 191 a
195 en la NS1 causa atenuacién en un VIAAP.

63

NS1 eliminacién de
los aminoacidos de
los sitios 80-84 /
D92E

Se destaco que la eliminacion de 15 nt desde la posicion 263 a 277
en el gen NS asociado con el cambio D92E en la proteina NS1 de
los virus H5N1 contribuye al aumento de la virulencia junto con la
capacidad de replicaciéon mejorada en pollos.

66

NS1 eliminacién de
los aminoacidos
del extremo
carboxilo terminal

Hay poca precision con la funcion de la mutacion por eliminacién de
la region del carboxilo terminal de la NS1. Por lo que depende en
mayor parte a una funcion sinérgica con otros genes que se
desconocen.

68
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De las 41 mutaciones recabadas solo 39 desmostaron ser claras en el
aumento de la patogenicidad en el virus de la influenza aviar exceptuando a la
mutacion por eliminacion de aminoéacidos en el carboxilo terminal de NS1 por la
falta de exactitud en su papel en la patogenicidad 8 y también la mutacién por
perdida de aminoacidos en los sitios 191-200 ya que se refiere a la atenuacion y
no al incremento de la virulencia 3.

De las 39 mutaciones, se descartaron 3 por las siguientes razones: 1.
mutacion por supresion de la proteina PA-X ya que la disponibilidad de la
proteina es incierta 43; 2. mutacién por insercién de arginina en la posicién 338
en la proteina HA de tipo H5 debido a que dicha region es parte del sitio de
escision y la aparicion de aminoacidos basicos (ver Anexo V) en el ya son parte
del diagndstico independientemente del tipo de mutacion por el cual se originan
(sustitucion, insercién, recombinacion)#t; 3. mutacién por sustituciéon S50N en la
proteina M1 ante la incongruencia de las cepas de referencia y lo obtenido por
los autores®®. De esta manera se prosiguié a sintetizar la informaciéon que
engloba a las 60 cepas con respecto a las 36 mutaciones (Cuadro 2).
Posteriormente se calcul6 el promedio de mutaciones por cepa.

Para los subtipos H5 el total de mutaciones que les compete es de 28
(Cuadro 3) y los subtipos H7 son 33 (Cuadro 4) por cuestiones del tipo de la

hemoaglutinina y mutaciones propias de cada una.
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Cuadro 3. Niumero de mutaciones presentes en las 32 cepas del subtipo H5 con los
respectivos porcentajes. En las columnas se muestra: el nombre de las cepas junto con su
identificacién numeérica, la disponibilidad total o parcial de las secuencias proteicas, la cantidad
de mutaciones que presenta, el porcentaje de mutaciones en relacion al total de mutaciones del

subtipo H5. La zona sombreada de verde representa a los virus con secuencias completas.

Clave.-Cepa (subtipo) Secuencias No. de % de
completas mutaciones | mutaciones
(28=100%)

1.- Alchicken/Scotland/1959 (H5N1) D 9 32.1428571
2.- Alturkey/England/50-92/1991 (H5N1) D 6 21.4285714
3.- A/lgoose/Guangdong/1/1996 (H5N1) D 8 28.5714286
4.- Alavian/ltaly/1485/1997 (H5N1) ND 5 17.8571429
5.- A/Chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1) ND 10 35.7142857
6.- Alchicken/Korea/es/2003 (H5N1) D 11 39.2857143
7.- Alchicken/Indonesia/7/2003 (H5N1) D 12 42.8571429
8.- Alchicken/Yamaguchi/7/2004 (H5N1) D 12 42.8571429
9.- A/chicken/Korea/IS/2006 (H5N1) ND 9 32.1428571
10.- A/swan/Germany/R65/2006 (H5N1) ND 12 42.8571429
11.- A/chicken/Korea/Gimje/2008 (H5N1) ND 7 25

12.- A/duck/Hokkaido/WZ101/2010 (H5N1) D 12 42.8571429
13.- A/chicken/BC/FAV2/2015 (H5N1) D 12 42.8571429
14.- Alchicken/France/150169a/2015 (H5N1) D 7 25

15.- A/chicken/Pennsylvania/1370/1983 (H5N2) D 9 32.1428571
16.- A/chicken/Puebla/8623-607/1994 (H5N2) ND 4 14.2857143
17.- Alchicken/Puebla/14586-654/1994 (H5N2) ND 7 25

18.- A/chicken/Queretaro/14588-19/1995 (H5N2) D 7 25

19.- A/chicken/Italy/330/1997 (H5N2) D 6 21.4285714
20.- Alostrich/South Africa/N227/2004 (H5N2) D 9 32.1428571
21.- Alostrich/South Africa/Al1091/2006 (H5N2) ND 5 17.8571429
22.- Alostrich/South Africa/Al2114/2011 (H5N2) D 8 28.5714286
23.- Alchicken/Taiwan/A1997/2012 (H5N2) D 10 35.7142857
24.- A/lduck/France/150233/2015 (H5N2) D 6 21.4285714
25.- Altern/South Africa/1961 (H5N3) D 8 28.5714286
26.- A/duck/Eastern China/008/2008 (H5N5) D 10 35.7142857
27.- Alduck/Eastern China/031/2009 (H5N5) D 11 39.2857143
28.- A/swine/Guangdong/1/2014 (H5N6) D 13 46.4285714
29.- A/swine/Guangdong/2/2014 (H5N6) D 13 46.4285714
30.- Alturkey/Ireland/1378/1983 (H5N8) D 7 25

31.- Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) ND 6 21.4285714
32.- A/duck/France/150236/2015 (H5N9) D 6 21.4285714

*D: Virus con todas las secuencias proteicas completas y disponibles en el banco de genes
(omitiendo PB1-F2 y PA-X).

*ND: Virus donde algunas de sus secuencias proteicas se encuentran incompletas o ausentes
en banco de genes.
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Cuadro 4. Nimero de mutaciones presentes en las 28 cepas del subtipo H7 con los
respectivos porcentajes. En las columnas se muestra: el nombre de las cepas junto con su
identificacién numérica, la disponibilidad total o parcial de las secuencias proteicas, la cantidad
de mutaciones que presenta, el porcentaje de mutaciones en relacion al total de mutaciones del
subtipo H7. La zona sombreada de verde representa a los virus con secuencias completas.

Clave.-Cepa (subtipo) Secuencias | No.de % de
completas mutaciones | mutaciones
(33=100%)

33.- A/IFPV/Rostock/34 (H7N1) D 12 36.3636364
34.- Alchicken/Rostock/45/1934 (H7N1) 12 36.3636364
35.- Alturkey/Italy/4580/1999 (H7N1) 11 33.3333333

N
D
D
36.- Alturkey/Italy/4708/1999 (H7N1) D 11 33.3333333
D
D
D

(=Y
o

37.- Alturkey/England/1963 (H7N3) 30.3030303

38.- Alchicken/Victoria/224/1992 (H7N3) 8 24.2424242
39.- A/chicken/Queensland/1994 (H7N3) 7 21.2121212
40.- A/chicken/Pakistan/447/1995 (H7N3) ND 7 21.2121212
41.- Alchicken/Pakistan/34669/1995 (H7N3) D 9 27.2727273
42.- Alchicken/Pakistan/1369-CR2/1995 (H7N3) ND 6 18.1818182
43.- A/chicken/Chile/4957/02 (H7N3) ND 4 12.1212121
44.- Alchicken/Chile/184240-4322/2002 (H7N3) ND 6 18.1818182
45.- A/Canada/rv504/2004 (H7N3) D 9 27.2727273
46.- AIGSC_chicken_B/British Columbia/04 (H7N3) | D 9 27.2727273
47 .- Alchicken/SK/HR-00011/2007 (H7N3) D 7 21.2121212
48.- Alchicken/Jalisco/CPA1/2012 (H7N3) D 8 24.2424242
49.- A/chicken/Jalisco/12283/2012 (H7N3) ND 9 27.2727273
50.- A/chicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-

95294/2016 (H7N3) D o 212127273
51.- A/chicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-

95294/2016 (H7N3) D 10 30.3030303
52.- A/chicken/New South Wales/2/1997 (H7N4) D 8 24.2424242
53.- A/chicken/Brescia/1902 (H7N7) D 10 30.3030303
54.- Alchicken/Victoria/1976 (H7N7) D 8 24.2424242
55.- Algoose/Leipzig/187-7/1979 (H7N7) D 9 27.2727273
56.- A/chicken/Victoria/1985 (H7N7) ND 7 21.2121212
57.- Alchicken/Netherlands/1/03 (H7N7) ND 7 21.2121212
58.- Alturkey/Indiana/16-001403-1/2016 (H7N8) D 7 21.2121212
59.- A/chicken/Guangdong/GD15/2016 (H7N9) D 17 51.5151515
60.- A/chicken/Tennessee/17-007147-2/2017

(H7NO) D 8 24.2424242

*D: Virus con todas las secuencias proteicas completas y disponibles en el banco de genes
(omitiendo PB1-F2 y PA-X).

*ND: Virus donde algunas de sus secuencias proteicas se encuentran incompletas o ausentes
en banco de genes.

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[74]

De los 60 virus obtenidos solo se ocuparan 43, con el fin de calcular con
mayor exactitud el nUmero de mutaciones que presenta cada uno ya que 17
aislados virales presentaron algunas secuencias importantes de forma parcial o
no estan disponibles en el GenBank, por lo que al final se conté con 23 subtipos

de H5 (Cuadro 3) y 20 subtipos de H7 (Cuadro 4).

» Mutaciones totales asociadas al incremento de la patogenicidad en los

aislados virales

Los aislados del subtipo H5: Alturkey/England/50-92/1991 (H5N1);
Alchicken/ltaly/330/1997  (H5N2);  A/duck/France/150233/2015  (H5N2);
A/duck/France/150236/2015 (H5N9), presentaron 6 mutaciones de las 28
(21.428 %) siendo este resultado el mas bajo, mientras que las cepas
A/swine/Guangdong/1/2014 (H5N6) A/swine/Guangdong/2/2014 (H5N6) portan
el nUumero mas alto que fue de 13 mutaciones (46.428 %) (Cuadro 3y Figura 26).
De la misma forma en el subtipo H7: A/chicken/Queensland/1994 (H7N3);
A/chicken/SK/HR-00011/2007 (H7N3) y Alturkey/Indiana/16-001403-1/2016
(H7N8) resultaron con 7 mutaciones de 33 (21.21 %) mientras que
A/chicken/Guangdong/GD15/2016 contiene 17 mutaciones (51.51 %) (Cuadro 4

y Figura 27).
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Mutaciones presentes en los VIAAP
de los subtipos H5
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Figura 26: NUmero de mutaciones presentes en los aislados virales del subtipo H5 que
presentaron secuencias proteicas disponibles y completas. Las cepas son identificadas
mediantes claves numéricas. Los espacios vacios representan a los aislados virales con
secuencias proteicas no disponibles en el banco de genes o las presentaron de forma parcial.

Mutaciones presentes en los VIAAP
de los subtipos H7
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Figura 27: Niomero de mutaciones presentes en los aislados virales del subtipo H7 que
presentaron secuencias proteicas disponibles y completas. Las cepas son identificadas
mediantes claves numéricas. Los espacios vacios representan a los aislados virales con
secuencias proteicas no disponibles en el banco de genes o las presentaron de forma parcial.
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Para verificar el impacto que producen los resultados anteriores respecto a
virus con menos mutaciones en comparacion con los virus que contienen mas
se recurrieron a dos parametros de patogenicidad utilizados actualmente en el
diagnéstico que son el IPIV y el nimero de aminoacidos basicos en el sitio de
escision (SE). La cepa A/chicken/Queensland/1994 (H7N3) no esta el dato de
IPIV pero sustenta 4 aminoacidos basicos en el SE, A/turkey/England/50-
92/1991 (H5N1) tiene un IPIV de 3.00 y 5 aminoacidos en el SE,
Al/chicken/Italy/330/1997 (H5N1) genera un IPIV de 2.98 y tiene 6 aminoacidos
basicos en el SE, A/duck/France/150233/2015 (H5N2) no estéa disponible el IPIV
pero porta 4 aminoacidos basicos, 3132 A/swine/Guangdong/1/2014 (H5N6) y
A/swine/Guangdong/2/2014 (H5N6) provocan un IPIV de 2.8 y 2.99
respectivamente y contienen 6 aminoacidos basicos en el SE, *°
A/chicken/SK/HR-00011/2007 (H7N3) demuestra un IPIV de 3 y alberga 5
aminoacidos basicos en el SE, Alturkey/Indiana/16-001403-1/2016 (H7N8) no
tiene evidencia del IPIV pero el SE cuenta con 6 aminoacidos basicos,
A/chicken/Guangdong/GD15/2016 (H7N9) arroja un IPIV de 3 y el SE concentra

6 aminoacidos basicos 3132,
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VIl. DISCUSION

La técnica de la genética inversa es una herramienta muy util para explorar
la funcion biolégica de un gen individual mediante la fabricacién de varios virus
recombinantes que difieren entre si solo en el gen particular investigado X. Con
el fin de investigar la importancia de las mutaciones expuestas por los trabajos
experimentales que se citaron y por consiguiente se analizaron con los virus de
influenza aviar de alta patogenicidad, se demostré en primera instancia que los
cambios moleculares que aparecen en las secuencias proteicas de una cepay
por los cuales se puede aumentar o atenuar la patogenicidad de la misma varian
en prevalencia entre cada virus; y que al mismo tiempo la cantidad de
mutaciones no refleja necesariamente un fenotipo mas virulento o menos

virulento.

Para ser mas preciso se observo que las cepas con mayor prevalencia de
mutaciones fueron A/swine/Guangdong/1/2014 (H5N®),
A/swine/Guangdong/1/2014 (H5N6) y A/chicken/Guangdong/GD15/2016
(H7N9). Destacando de manera global que las secuencias proteicas que
presentaron gran numero de mutaciones fueron en mayor medida provenientes
de aislamientos virales que se obtuvieron de zonas asiaticas y en forma
correspondiente la gran mayoria de cepas de referencia que se utilizaron en los
trabajos experimentales anteriormente citados son provenientes de la misma
region. Por ello es imprescindible mencionar que los virus que se presentan en
un area determinada son mas facil que compartan mayor similitud en estructura
independientemente del subtipo debido a la recombinacion que existe y su
facilidad de compartir uno o0 mas segmentos.
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En un estudio desarrollado por Pu J, et al. (2015) aseguran que las cepas
del virus HIN2 ha circulado en granjas avicolas durante mas de una década,
demostrando que los virus HON2 de genotipo G57 se han vuelto predominantes
en pollos desde 2010 en China por su mayor adaptabilidad y mejor capacidad de
escapar del sistema inmune, causando brotes nacionales en parvadas de pollos
durante 2010-2013. La mayor prevalencia de virus HON2 en pollos ha contribuido
directamente a la aparicion en humanos de H7N9 y otros nuevos recombinantes
con segmentos similares a HIN2 72, Siguiendo con las investigaciones Pu J, et
al. (2017) confirmaron que la proteina M1 y M2 del subtipo HON2 procedente del
genotipo G57 portan mutaciones por sustituciones causantes de un fenotipo mas
virulento ©°. Distinguiendo asi durante la alineacién del presente andlisis que las
secuencias de A/chicken/Guangdong/GD15/2016 (H7N9) contenian todas las

mutaciones por sustitucion apoyando a la aseveracion anteriormente planteada.

Cabe destacar que cuatro mutaciones por sustitucion resultaron ser
constantes en todas las secuencias virales y en conjunto con un sitio de escision
polibasico en la HA logran aumentar ain mas la virulencia del agente causante
de la influenza aviar: 1.Mutacién por sustitucion C38Y en la PB1 produjo una
muerte mas aguda en pollos “%; 2. Mutacién por sustitucién E184K en la NP hizo
que el virus disminuyera 4.1 dias el TMP en pollos 5%53; 3. Mutacién por
sustitucion 143M en la proteina M1 demostro un fenotipo mas patogeno tanto en
pollos como en patos °1; 4. Mutacion por sustitucion V149A en la proteina NS1
logré convertir a un virus con IPIV de 0.0 a un virus con IPIV 2.1y en fibroblastos
de embrién de pollo pudo antagonizar la induccion de los niveles de proteina de

interferén 62,
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Por otro lado tres mutaciones por sustitucion demostraron ser las
responsables en la atenuacién de un virus sin importar que este porte un punto
de corte polifasico y al mismo tiempo altamente patdogeno en pollos: 1. Las
mutaciones por sustitucion G227E y T388l en la HA actuado de manera
separada en el mismo virus de subtipo H7N7 provocaron un IPIV de 0.0y 0.15
respectivamente cuando en un inicio era de 2.21%%; 2. Mutacién por eliminacién
de los sitios 196-200 en la proteina NS1 produjo un IPIV de 0.2 en un virus de

subtipo H5N1 que originalmente producia un IPIV de 2.5. 3

Adicionalmente a esta ultima mutacién, se puede inferir que los cambios
moleculares que ocurren en ciertos puntos o regiones de la proteina NS1 llegan
a ser criticos en la virulencia de un virus que originalmente es de alta
patogenicidad como puede ser la sustitucion A149V, la sustitucion E92D o la
eliminacién de aminoacidos en el carboxilo terminal. Que al mismo tiempo

demuestran tener una relacion directa con el IFN tipo 1 y sus efectos antivirales

62,63,66,67,73

En el andlisis de la HA, los sitios de corte de todos los VIAAP corresponden
al descrito para los virus de Alta Patogenicidad debido a que cumplen con los
criterios establecidos por la OIE, los cuales califican a un virus de alta
patogenicidad como aquellos de subtipos H5 y H7 que tengan un indice de
patogenicidad intravenoso mayor a 1.2, o bien que causen al menos el 75% de
mortalidad en pollos de 4 a 8 semanas y que el segmento de la Hemoaglutinina
tenga el potencial para consolidar un sitio de escision polibasico. A pesar de que

no todos los virus tengan un indice de patogenicidad intravenoso reportado, se
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puede basar en la informacién de acuerdo al impacto que causaron en la
industria avicola cuyos parametros de morbilidad y mortalidad son los que
evallan también el nivel de la virulencia siendo parte esencial para el llenado de
los informes obligatorios. Por lo que la presencia de aminoacidos basicos en el
punto de corte de la HA adicionados por mutaciones de diferente indole
(sustitucion, insercidn o recombinacion) son la base para originar un agente viral

de tipo emergente.

Aungue se necesita de mas cambios moleculares que acomparfien al sitio
de corte polibasico para incrementar la virulencia, poniendo como ejemplo los
casos de A/chicken/Pennsylvania/1/83 (H5N2), A/goose/Guandong/2/96 (H5N1),
Alturkey/England/87-92BFC/91 (H5N1) y A/chicken/Texas/298313/04 (H5N2),
los cuales genéticamente codifican para virus de IAAP basandose en un sito de
escision polibasico pero que a pesar de esta propiedad no logran cumplir con el
requisito del IPIV dictado por la OIE 217, sélo se han identificado los dos
mecanismos que previenen la expresion de este potencial en los aislamientos
A/chicken/Pennsylvania/1/83 (H5N2) y A/goose/Guandong/2/96 (H5N1),%352
pero que ninguno de ellos puede aplicarse a los aislamientos
Alturkey/England/87-92BFC/91 (H5N1) o A/chicken/Texas/298313/04 (H5N2)
/47> estos acontecimientos fueron en parte la razén para proceder a la
realizacion del presente analisis para encontrar los eventos puntuales que de por

medio conforman la virulencia en los VIAAP para las aves de corral.
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Actualmente cuando se estudia un virus de influenza aviar no solo se
verifica la estructura de la proteina HA, también la proteina sintetizada por el
segmento seis es de primordial interés, donde se da por hecho que la mutacion
por eliminacion de una cierta cantidad de aminoacidos en el tallo de la
neuraminidasa es indispensable para lograr que un virus de influenza aviar se
adapte a aves de corral. Este marcador de adaptacion se ha sustentado en parte
a los trabajos experimentales como los realizados por Munier S, et al. (2010),
Sorrell EM, et al. (2010), Hoffmann TW, et al. (2012) y Stech O, et al. (2015), ya
gue demostraron que la perdida de aminoacidos en la region del tallo de la NA
de aislados aviares mejora la replicacion y patogenicidad en pollos,
disminuyendo a su vez la replicacién en patos pudiendo llegar a ser nula.>6:57.69.70
Cuyos resultados se complementan con el extenso analisis de Li J, et al. (2011)
en el cual observaron que la mayor cantidad de virus con esta mutaciéon por
eliminacién provienen de huéspedes principalmente del orden Galliformes,
mientras que en menor cantidad provienen de huéspedes que en su mayoria son
del orden Anseriformes y Charadriiformes.*® No obstante en el presente estudio
se confirma que la presencia de la mutacion por eliminacién de aminoacidos en
la region del tallo no determina directamente la patogenicidad de los virus en
pollos, puesto que un virus de influenza aviar puede replicarse, enfermar y matar
ya sea a una pequefa o gran cantidad de aves de corral sin hacer uso previo de

este marcador de adaptacion.
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Con respecto a estos sucesos es importante mencionar que la cualidad
patogénica es poligénica 2?8, donde se existe un sinergismo proteico, es decir,
las mutaciones que ocurren en los genes que a su vez producen las proteinas
virales se pueden combinar con otras para expresar una mayor virulenciay en la
manera contraria también se pueden inhibir, tal es el caso del equilibrio entre la
HA-NA donde la presencia de ciertos puntos de glicosilacion en la HA obtenidos
a partir de mutaciones por sustitucion a base de asparagina proximos al sitio de
escision se tienen que combinar con una neuraminidasa que haya sufrido la
mutacion por eliminacion de aminoacidos en el tallo, consiguiendo menor
afinidad al receptor y menor actividad de la NA la cual participa en la liberacion
del virus, pero cuando se presenta una NA con un tallo intacto es necesario que
se presenten menos sitios de N-glicosilacion préximos al sitio de corte y con ello
presentar mayor afinidad al recetor y mayor actividad de la neuraminidasa para
romper la union de la HA de su receptor celular, no obstante combinaciones que
difieren de estas perjudican en primera lugar a la adsorcion y penetracion del

virus hacia la célula 7.

A este respecto Matrozovich M, et al. (1999) encontré que sus aislados
virales del subtipo H5N1 se diferenciaban de los virus H5 de aves acuéticas
silvestres por una eliminacion de 19 aminoacidos en el tallo de la NA y la
presencia de un hidrato de carbono en la cabeza globular de la HA.”® Con ello
también se les suma el trabajo de Li J, et al. (2011) en el cual se analiz6 4,920
secuencias de aminoacidos de 16 subtipos de NA y solo observé la pérdida
parcial del tallo en el 45% de las secuencias analizadas (2,238) siendo los

subtipos N1-N3 y N5-N7 en los que se notaron eliminaciones con mayor

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[83]

frecuencia pero solo cuando coinciden con los subtipos de hemoaglutinina H5,
H7 y H9, dicho de otra forma las combinaciones entre ellos, particularmente en
VIA de los subtipos H5N1, H5N2, H7N1, H7N2 y H7N7, 8 que a su vez portaban
los mismos sitios de glicosilacion en la HA reportados anteriormente por Baigent
et al. (2001) y Zhao D, et al. (2017) los cuales eran necesarios en el incremento
de la virulencia en pollos y en ratones respectivamente 4>’ donde la posicion de

los sitios de glicosilacion en la HA se destaca que es propia de cada subtipo. 48

La hipdtesis del presente analisis fue formulada con base en las
investigaciones de tipo experimental que argumentan que hay marcadores de
virulencia por sustitucion de caracter zoonatico, por ejemplo E627K en la PB2,
quien es la mas citada en los trabajos cuando se caracteriza un virus, dando por
hecho que su presencia es fundamental para que un virus de origen aviar se
adapte a huéspedes mamiferos ’87°, no obstante profundizando todavia mas en
las investigaciones relacionadas, la cual se realizé a la par durante el desarrollo
del analisis de las mutaciones asociadas a la alta patogenicidad en las aves de
corral 8, se demostré que ciertos aislados virales no necesitan de la mutacién
por sustitucion E627K para provocar una enfermedad leve o grave en los
humanos, tal es el caso de la pandemia de HIN1 donde los virus utilizaron otro

tipo de marcador de adaptacion para presentar dafios en la poblacion humana

37,81
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CONCLUSIONES

eDe acuerdo al analisis realizado, los virus causantes de la influenza
aviar en este caso de los subtipos H5 y H7 sufren una evolucion paralela
y escalonada respecto al fenotipo de alta patogenicidad, ya que surgen
de un ancestro en comun, posteriormente forman clados separandose
filogenéticamente y por otro lado pueden adaptarse a las aves domeésticas
(pollos, guajolotes, gallinas de guinea, codornices, etc.) para provocar una
enfermedad que en la mayoria de los casos conllevan a una leve
enfermedad o pueden también causar una alta morbilidad y mortalidad de
grandes parvadas sin utilizar exactamente los mismos marcadores de

virulencia.

eTodos los virus de alta patogenicidad de los subtipos H5 y H7
concentran mas de dos aminoacidos basicos en el sitio de corte (que
comprende entre posiciones 335-343 para el subtipo H5 y 331-340 para
el subtipo H7) de la hemoaglutinina, por lo que sin duda los virus de
influenza aviar de baja patogenicidad de los mismos subtipos durante su
camino escalonado hacia una alta virulencia forzosamente necesitan

adquirir este marcador de patogenicidad.

eLa evidencia permite sugerir que en los futuros trabajos
experimentales de los subtipos H5 y H7 de origen aviar se acentué el
equilibrio de la HA-NA y su impacto en la adaptacién, replicacién,

morbilidad y mortalidad en pollos.

eEn un panorama general de las mutaciones, no existe un unico
aminoacido que sea mas prevalente ni tampoco predominan aminoacidos
gue comparten la misma naturaleza (polar, apolar, acido, basico o neutro),
por lo que cada aminoacido cumple una funcién en especifico de acuerdo
a la posicién donde se encuentre en la proteina y cualquier cambio que
ocurra es dependiente a los errores en la codificacion proteica,
predominando los que sean favorables para el agente viral y su relacion

con la del huésped.
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eCuando los marcadores moleculares que aumentan o disminuyen
la patogenicidad de los virus causantes de la influenza en las aves son
diferentes entre cada uno, se debe a que dependen completamente del
subtipo y la estructura gendémica de la cepa considerando de igual manera
el afo, lugar 6 especie de ave doméstica y silvestre donde esta se aislo.

ePara futuras investigaciones de virus de influenza aviar se propone
crear una base de datos a partir de las mutaciones que han demostrado
mediante el uso de la genética inversa ser participes en el aumento de la
virulencia de una cepa, para que el andlisis gendmico de los aislados
virales puedan explicar de mejor modo la patogenicidad en el caso de que
se llegue a presentar alguna de estas mutaciones, tal y como ocurre con
las mutaciones que mejoran la adaptacion y transmision entre mamiferos,

como también la resistencia a los antivirales.

eSe encomienda el desarrollo de trabajos experimentales que
engloben a las Unicas mutaciones por sustitucion que aparecieron de
manera constante en todos los aislados virales en virus de influenza aviar

de alta patogenicidad aislado.

eTodo él trabaj6 indic6 que no se puede proceder a la estructuracion
de una nueva herramienta diagndstica de tipo molecular para identificar
un virus de alta patogenicidad diferentes a los que establece la OIE, todo
a partir de lo analizado puesto que se demostré que la naturaleza de la

patogenicidad es de tipo poligénica.

oEl presente estudio describe una metodologia utilizada para el
analisis de virus de influenza aviar de alta patogenicidad haciendo uso de
una de las herramientas de bioinformatica para demostrar los cambios
moleculares necesarios en cada uno en el incremento de la virulencia en
aves de domésticas, y de esta manera apoyar a los futuros estudios pato

bioldgicos.
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X.ANEXOS

Mutaciones que intervienen en la expresion de la patogenicidad
reportadas a partir de evidencia experimental.

Cepas utilizadas para realizar el analisis bajo los criterios establecidos
en la metodologia.

Mapa geografico que representa los puntos donde se aislaron las cepas
utilizadas en el andlisis.

Claves de las cepas y sus secuencias disponibles en el GenBank.

Identificacion y clasificacion de los aminoacidos

Analisis in silico de las mutaciones de alta patogenicidad descritas en los virus de influenza aviar
Sergio David Rodriguez Toledano



[97]

l. Mutaciones que intervienen en la expresion de la
patogenicidad reportadas a partir de evidencia experimental.

En el cuadro se muestra la proteina, mutacién implicada, autores, afio y la referencia.

Proteina Mutacion Autores Afio Ref.
PB2 Sustitucion K123E Maruyama J. et al. 2013 50
PB1 Sustitucién A14V Suzuki Y, et al. 2014 40
PB1 Sustitucion N16D Maruyama J. et al. 2013 50
PB1 Sustitucion C38Y Suzuki Y, et al. 2014 40
PA Sustitucién L672F Yamamoto N, et al. 2013 4

PA-X Supresion de la proteina Hu J, et al. 2015 43
HA Sustitucion T13K / Webster RG, Kawaoka 1986 2
Desglicosilacion en el sitio 11 Y, et al.
HA N-Glicosilacién en la posicion Baigent S.J., et al. 2001 45
123 en combinacion con
eliminacion de aminoé&cidos en
el tallo de la NA
HA N-Glicosilacién en la posicion Baigent S.J., et al. 2001 45
149 en combinacion con
eliminacion de aminoé&cidos en
el tallo de la NA
HA Sustitucién S188N / N- Perdue ML, et al. 1995 44
glicosilacion en la posicion 188
HA Sustitucion E227G Maruyama J. et al. 2013 50
HA Sustitucién H308Q Yamamoto N, et al. 2013 41
HA Insercion 338R Yamamoto N, et al. 2013 4
HA Sustitucion V346T/S Gohrbandt S. et al 2011 49
HA Sustitucion 1388T Maruyama J. et al. 2013 50
HA Sustitucion A436T Abdelwhab E. et al. 2015 51
HA Sustitucion Q450L Abdelwhab E. et al. 2015 51
HA Sustitucion K536R Abdelwhab E. et al. 2015 51
NP Sustitucién S50N Isoda N., et al. 2013 55
NP Sustitucién FO8K Isoda N., et al. 2013 55
NP Sustitucién M105V TadaT., etal. 2011 39
NP Sustitucion 1109T TadaT. etal. 2011 54
NP Sustitucion A184K Wasilenko J.L. et al. 2009 53
NP Sustitucion M374V Yamamoto N. et al. 2013 41
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el carboxilo terminal.

NA Eliminacién de 19 a 27 Munier S. et al. 2010 56
aminocidos en el tallo de la
NA. Sorrell E.M. et al. 2010 57
Hoffmann T.W. et al. 2012 69
Stech O. et al. 2015 70
M1 Sustitucién T37A Pu J. et al. 2017 60
M1 Sustitucién 143M Nao N. et al. 2015 61
M1 Sustitucién D89N Yamamoto N. et al. 2013 4
M1 Sustitucién R95K Pu J. etal. 2017 60
M1 Sustitucién R101K Yamamoto N. et al. 2013 4
M1 Sustitucion S224N PuJ. etal. 2017 60
M1 Sustitucion G228R Maruyama J. et al. 2013 50
M1 Sustitucion K242N Pu J. etal. 2017 60
M2 Sustitucion D21G PuJ. etal. 2017 60
M2 Sustitucion R45H Yamamoto N. et al. 2013 4
M2 Sustitucion L46P Maruyama J. et al. 2013 50
NS1 Sustitucién G148E Wasilenko J.L. et al. 2009 53
NS1 Sustitucion V149A Li Z. et al. 2006 62
NS1 Eliminacién 80-84/sustitucion Long J-X. et al. 2008 66
NS1 Eliminacién 191-195 Zhu Q. et al. 2008 63
NS1 Eliminacién de aminoéacidos en Abdelwhab E. et al. 2016 68
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Cepas utilizadas para realizar el analisis bajo los criterios
establecidos en la metodologia.

En el cuadro se muestran la clave, el subtipo, la cepay las referencias.

Clav Subtipo Cepa Ref.
e

1 H5N1 Alchicken/Scotland/1959 30-32

2 H5N1 Alturkey/England/50-92/1991 30-32

3 H5N1 Algoose/Guangdong/1/1996 82,74

4 H5N1 Alavian/Italy/1485/1997 81

5 H5N1 A/Chicken/Hong Kong/220/97 30

6 H5N1 Alchicken/Korea/es/2003 82

7 H5N1 Alchicken/Indonesia/7/2003 53

8 H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/2004 39,40,54

9 H5N1 Alchicken/Korea/IS/2006 82

10 H5N1 A/swan/Germany/R65/2006 49

11 H5N1 Alchicken/Korea/Gimje/2008 82

12 H5N1 A/duck/Hokkaido/WZ101/2010 61

13 H5N1 A/chicken/BC/FAV2/2015 83

14 H5N1 Alchicken/France/150169a/2015 81,32

15 H5N2 Alchicken/Pennsylvania/1370/1983 30-32,74

16 H5N2 Alchicken/Puebla/8623-607/1994 30-32

17 H5N2 AJ/chicken/Puebla/14586-654/1994 2

18 H5N2 A/chicken/Queretaro/14588-19/1995 30

19 H5N2 Al/chicken/Italy/330/1997 30,32

*( A/poultry/Italy/330/1997)

20 H5N2 Alostrich/South Africa/N227/2004 32

21 H5N2 Alostrich/South Africa/Al1091/2006 82

22 H5N2 Alostrich/South Africa/Al2114/2011 3132

23 H5N2 A/chicken/Taiwan/A1997/2012 81

24 H5N2 A/duck/France/150233/2015 31,32

25 H5N3 Altern/South Africa/1961 30-32

26 H5N5 Al/duck/Eastern China/008/2008 58

27 H5N5 Al/duck/Eastern China/031/2009 58

28 H5N6 A/swine/Guangdong/1/2014 59

29 H5N6 A/swine/Guangdong/2/2014 59

30 H5N8 Alturkey/Ireland/1378/1983 30-32

31 H5N9 Alturkey/Ontario/7732/1966 30-32

32 H5N9 Al/duck/France/150236/2015 81,32

33 H7N1 A/FPV/Rostock/34 42,84

34 H7N1 Alchicken/Rostock/45/1934 85

35 H7N1 Alturkey/Italy/4580/1999 30,3242

36 H7N1 Alturkey/Italy/4708/1999 30,3286

37 H7N3 A/turkey/England/1963 80-32

38 H7N3 Alchicken/Victoria/224/1992 80-32

39 H7N3 A/chicken/Queensland/1994 3132

40 H7N3 Al/chicken/Pakistan/447/1995 30-32

41 H7N3 Al/chicken/Pakistan/34669/1995 30

42 H7N3 Al/chicken/Pakistan/1369-CR2/1995 30
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43 H7N3 Al/chicken/Chile/4957/02 3132
44 H7N3 Al/chicken/Chile/184240-4322/2002 3132
45 H7N3 A/Canada/rv504/2004 st
46 H7N3 A/GSC_chicken_B/British Columbia/04 32
47 H7N3 Alchicken/SK/HR-00011/2007 3132
48 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA1/2012 81
49 H7N3 Alchicken/Jalisco/12283/2012 82
50 H7N3 Alchicken/Jalisco/CPA-01859-16-CENASA-95294/2016 | 3t
51 H7N3 Alchicken/Puebla/CPA-04451-16-CENASA-95294/2016 | 3t
52 H7N4 Alchicken/New South Wales/2/1997 30-32
53 H7N7 Alchicken/Brescia/1902 33
54 H7N7 Alchicken/Victoria/1976 30-32
55 H7N7 A/goose/Leipzig/187-7/1979 81
56 H7N7 AJ/chicken/Victoria/1985 30-32
57 H7N7 Alchicken/Netherlands/1/03 82
58 H7N8 Alturkey/Indiana/16-001403-1/2016 3132
59 H7N9 A/chicken/Guangdong/GD15/2016 81
60 H7N9 Alchicken/Tennessee/17-007147-2/2017 81

Mapa geografico que representa los puntos donde se

aislaron las cepas utilizadas en el andlisis.

En la figura simula las localizaciones de cada aislado viral utilizado
en el analisis. Se baso6 en la nomenclatura de las cepas donde se indica
el lugar de aislamiento y en la literatura 303233 para la ubicacion de cada
una. Se utilizo el software de "Google maps™ para la representacion.
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IV. Claves de las cepas y sus secuencias disponibles en el
GenBank.

En el cuadro se muestra la clave de la cepa, las secuencias disponibles: PB2,
PB1, PB1-F2, PA, PA-X, HA, NP, NA, M1, M2, NS1, NS2/NEP, y el porcentaje
de disponibilidad. La secuencia con X indica que esta disponible, la secuencia
con ND indica que la proteina no aparece, la secuencia con NP indica que no la
presentd el propio virus y la secuencia con P indica que se encuentra de forma
parcial.

Clavedela | PB | PB | PB | PA | PA- | HA | NP | NA | M1 | M2 | NS1 | NS2/
cepa 2 1 1- X NEP
F2
1 X X X X | ND | X X X X X X X
2 X X X X | ND | X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X
4 X X | ND| P ND | X P ND | X X X X
5 P X |[ND| X | ND | X X X X X X X
6 X X |[ND| X | ND | X X X X X X X
7 X X |ND| X | ND | X X X X X X X
8 X X |[ND| X | ND | X X X X X X X
9 P X X X | ND | X P X X X X X
10 X X |[ND| X | ND | X X X X | ND X ND
11 P P X X |ND | P X P X P X P
12 X X X X | ND | X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X X X
15 X X X X | ND | X X X X X X X
16 P P ND | X [ ND | X X X X | ND | ND ND
17 X X |[ND| X |[ND| P X X X X X X
18 X X X X | ND | X X X X X X X
19 X X X* | X* | ND | X* | X* X X X X X
20 X X X X X X X X X X X X
21 X X X X X X P X X X X X
22 X X X X | ND | X X X X X X X
23 X X X X X X X X X X X X
24 X X X X X X X X X X X X
25 X X X X | ND | X X X X X X X
26 X X X X | ND | X X X X X X X
27 X X X X | ND | X X X X X X X
28 X X NP | X X X X X X X X X
29 X X NP | X X X X X X X X X
30 X X X X | ND | X X X X X X X
31 X X X X | ND | X X P X X X X
32 X X NP | X X X X X X X X X
33 X P ND | X [ ND | X X X X X X X
34 X X X X | ND | X X X X X X X
35 X X X X | ND | X X X X X X X
36 X X X X | ND | X X X X X X X
37 X X X X | ND | X X X X X X X
38 X X X X | ND | X X X X X X X
39 X X X X | ND | X X X X X X X
40 P X |ND | X | ND | X P P X X X X
41 X X X X | ND | X X X X X X X
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42 P X IND| X |[ND| P P P X X X X
43 P P [ND| X |ND | X X X X P ND ND
44 ND | X X X | ND | X X | ND | X X X X
45 X X X X | ND | X X X X X X X
46 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
47 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
48 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
49 X X X X | ND | X X P X X X X
50 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
51 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
52 X X X X | ND | X X X X X X X
53 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
54 X X X X | ND | X X X X X X X
55 X X X X | ND | X X X X X X X
56 X X X X | ND | ND | X X X X X X
57 P X |ND| X |[ND | X X X X | ND X ND
58 X X X X X X X X X X X X
59 X X |ND| X |[ND | X X X X X X X
60 X X X X X X X X X X X X
Total de 51 | 56 | 37 | 59 | 12 | 56 | 55 | 53 | 60 | 55 58 55
proteinas
% de 85 | 93. | 61. | 98. | 20 | 93. | 91. | 88. | 100 | 91. | 96.6 | 91.6
disponibilida 33 | 66 | 33 33 | 66 | 33 66 6 6
d
(60=100%)

V. lIdentificacion y clasificacion de los aminoacidos

En el cuadro se expone a los 20 aminoacidos, la abreviatura, simbolo, el tipo
de carga, la polaridad y la presencia de anillo aromatico 8.

Amino&cido Carga Polaridad Anillo

Nombre Abr. Simbolo aromatico
Alanina Ala A Neutro Apolar -
Arginina Arg R Basico Polar -
Asparagina Asn N Neutro Polar -
Acido aspartico | Asp D Acido Polar -
Cisteina Cys C Neutro Polar -
Glutamina Gln Q Neutro Polar -
Acido glutdmico | Glu E Acido Polar -
Glicina Gly G Neutro Apolar -
Histidina His H Basico Polar -
Isoleucina lle I Neutro Apolar -
Leucina Leu L Neutro Apolar -
Lisina Lys K Basico Polar -
Metionina Met M Neutro Apolar -
Fenilalanina Phe F Neutro Apolar Si
Prolina Pro P Neutro Apolar -
Serina Ser S Neutro Polar -
Treonina Thr T Neutro Polar -
Triptéfano Trp W Neutro Apolar Si
Tirosina Tyr Y Neutro Polar Si
Valina Val V Neutro Apolar -
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