Veterinaria México OA

E-ISSN: 2007-5472
gegp@ciencias.unam.mx
Universidad Nacional Autbnoma de
México

México

Carrera Aguirre, Victor Manuel; Mercado Garcia, Maria del Carmen; Trujillo Ortega, Maria
Elena; Mendoza Elvira, Susana Elisa; Isa Haspra, Pavel; Paulin Paz, Luis Felipe; Arias
Ortiz, Carlos Federico; Sanchez-Betancourt, José Ivan
Cambios genéticos en los genes internos del virus de influenza porcina aislado en México
Veterinaria México OA, vol. 1, nam. 1, julio-septiembre, 2014, pp. 1-22
Universidad Nacional Autbnoma de México
Distrito Federal, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285002

.
Cdmo citar el articulo (‘}J\ ’!

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=493550285002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4935&numero=50285
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org

Oa '|
Articulo Cientifico W /22

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.l.1.331
Vol. 11 No. 11 Julio-Septiembre 1 2014

W Veterinaria
| México OA

Publicacion Digital de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia http://veterinariamexico.unam.mx

Victor Manuel Carrera Aguirre?
Maria del Carmen Mercado Garcia?
Maria ElenaTrujillo Ortega?
Susana Elisa Mendoza Elvira®

Pavel Isa Haspra®

Luis Felipe Paulin Paz®

Carlos Federico Arias Ortiz*

José Ivan Sanchez-Betancourt?*

2 Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Auténoma de México,

Av. Universidad 3000, Col. Cd. Universitaria,

Del. Coyoacan, CP 04510, Distrito Federal, México.

b| aboratorio de Microbiologia e Inmunologia,
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria,
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
Universidad Nacional Auténoma de México,

Campo Cuatro, Km. 2.5 Carretera Cuautitlan-
Teoloyucan, San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli,
Estado de México, CP. 54714.

CInstituto de Biotecnologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, Avenida Universidad 2001,
Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, 62210.

*Autor para correspondencia:
Tel: + 52 55 5622 5869
Correo electrdnico: aisb_7@yahoo.com.mx

Recibido:  2014-01-17
Aceptado: 2014-06-19
Publicado:  2014-07-31

Informacion y declaraciones adicionales
enlapaginal8

© Derechos de autor:
Victor Manuel Carrera Aguirre et al. 2014

acceso abiertoa

Distribuido bajo una Licencia Creative Commons
Atribucién 4.0 Internacional (CC-BY 4.0)

Cambios genéticos

en los genes internos del virus
de influenza porcina aislado
en México

Resumen

Hasta el momento, en México sélo se ha publicado un reporte en el que
se detallan los cambios genéticos y la divergencia evolutiva en los llama-
dos genes internos de la polimerasa béasica 1 (PB1), polimerasa bésica 2
(PB2), polimerasa acida (PA), nucleoproteina (NP), proteina de matriz (M)
y la proteina no estructural (NS) del virus de influenza porcina que se ex-
tendid durante la pandemia entre 2009 y 2010. El objetivo de este estudio
fue evaluar la divergencia evolutiva y los cambios genéticos de las cepas de
virus de influenza porcina aisladas en México entre los afios 2009-2010. Para
caracterizar la historia evolutiva y la relacién filogenética entre las cepas de
virus aisladas, se utilizd una prueba de probabilidad de méaxima verosimilitud
usando un bootstrap filogenético con 1000 réplicas. La relacién filogenética
entre los genes PB1, PB2, PA, NP M y NS corresponde a aislamientos de
virus porcinos similares a los consignados en otros paises. Sin embargo, el
gen PA del virus A/swine/Mexico/Qro35/2010 (H1NT) estd estrechamente
relacionado a un subtipo viral H3N2 humano. Los genes PB2, NPy M de los
virus de influenza porcina mexicanos que proliferaron durante 2009 y 2010,
configuran su distribucién de acuerdo con los genes internos triplemente
recombinantes (TRIG). En nuestro estudio se demuestra la presencia de un
gen de PA de un virus humano H3N2 en la cepa de virus porcino A/swine/
Mexico/Qro35/2010 (H1NT1).

Palabras clave: Virus de influenza porcina; Caracterizacion filogenética; Genes internos;
Meéxico.

Introduccién

El genoma del virus de influenza A se caracteriza por poseer una sola cadena de
ARN segmentado en 8 piezas. Estos segmentos codifican 12 proteinas: la polime-
rasa bésica 2 (PB2), codificada por el segmento 1: polimerasa bésica 1 (PB1),
PB1-F2, y N40, codificadas por el segmento 2; la polimerasa acida (PA), codificada
por el segmento 3; la hemaglutinina (HA), codificada por el segmento 4; la nucleo-
proteina (NP), codificada por el segmento 5; la neuraminidasa (NA), codificada por
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el segmento 6; la proteina de matriz M1 y el canal de iones M2, ambas codificadas
por el segmento 7, y finalmente dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) que
codifica el segmento 8. Hasta ahora se han identificado 17 variantes de HA (Tong
etal,2013)y 9 de NA, que proveen las bases para la clasificacion de los tipos de
influenza A en subtipos virales (Vincent et al., 2008).

Los virus de influenza se encuentran entre los patdégenos humanos mas im-
portantes, debido a que causan epidemias estacionales y pandemias de manera
ocasional. Del siglo pasado, en 1918, 1957 y 1968, se recuerdan estas tres princi-
pales pandemias de influenza. En marzo y principios de abril del 2009, los organis-
mos de salud detectaron el primer caso de influenza A/HIN1pdm 09 en México
y Estados Unidos. Debido a la facilidad de transmision entre los humanos, el virus
se disemino rapidamente alrededor del mundo y causé la primera pandemia de
influenza del siglo xxi (Dawood et al, 2009). La caracterizacion genética y los
andlisis filogenéticos mostraron que la cepa pandémica fue de origen porcino. Los
investigadores encontraron que los genes PB1, PB2, PA, HA, NP y NS derivaban de
un aislamiento estadounidense, de un virus porcino triple recombinante, mientras
que los genes NA y M provienen de un virus porcino de linaje euroasidtico (Garten
et al., 2009).

También documentaron, en cerdos hospederos, el reordenamiento genético
de los virus de influenza que infectan a aves, humanos y cerdos. Después de la
transmision al cerdo, los virus aviares y humanos sufren una evolucion divergente
y establecen las nuevas lineas genéticas (Vincent et al., 2009; Karasin et al., 2002;
Webby et al., 2004).

El virus H3N2 doble recombinante se aislé por primera vez de los cerdos
durante una severa enfermedad tipo influenza, que se presentd en las granjas
de Carolina del Norte en 1988. Los andlisis genéticos de ese virus revelaron que
contenfa segmentos provenientes del linaje porcino clasico (NS, NP, M, PB2 y PA),
junto con algunos segmentos provenientes de las cepas humanas propagadas (HA,
NA'y PB1). Posteriormente, aislaron un virus H3N2 triple recombinante en cerdos
en Minnesota, lowa y Texas, que contenia segmentos genéticos procedentes del
virus porcino clasico (NS, NP y M), del virus humano (HA, NA 'y PB1) vy del virus
aviar (PB2 y PA) (Karasin et al, 2006). Una caracteristica constante en esta nueva
reasociacion entre diferentes tipos virales es la presencia de los genes internos es-
pecificos PB1, PB2, PA, NP, My NS, a los que en conjunto se conoce como Genes
Internos Triple Recombinantes (TRIG, por sus siglas en inglés), que en su origen
derivaron de un virus H3N2 recombinante.

Desde 2005, se han identificado en cerdos canadienses y diseminado a tra-
vés de Estados Unidos virus H1 tipo humano, que pertenecen a linajes genética y
antigénicamente diferentes, derivados de un virus de influenza H1 clésico (Zhou et
al, 1999; Gramer, 2008).

Los 6 genes internos en el virus H1 humano muestran semejanzas con los
encontrados en los TRIG presentes en los recientes aislamientos virales. Esto su-
giere que los virus que contienen los TRIG son capaces de aceptar miltiples tipos
de genes HA y NA, lo que a su vez proporcionaria una ventaja de seleccion al virus
porcino que los contuviera.

México ha publicado sélo un reporte acerca de un aislamiento viral porcino es-
trechamente relacionado con el virus A/HINT pdmO09 (Escalera et al,, 2012).Y no
ha reportado ninguin estudio sobre los cambios genéticos y la divergencia evolutiva
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de los genes internos PB2, PB1, PA, NP, M y NS1 del virus de influenza porcina
que proliferé en la pandemia de 2009 y 2010. Asi, el objetivo de este estudio fue
identificar los cambios en estos genes y delinear su historia evolutiva.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras, aislamiento viral y extraccion de ARN

Muestras de tejido pulmonar de cerdos recientemente sacrificados se recolectaron
en 2009 y 2010 en rastros de 18 estados de México para un estudio previo y las
muestras se mantuvieron en congelacion. El Departamento de Medicina y Zootec-
nia de Cerdos (DMZC) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) realizé los ensayos de
RT-PCR y el aislamiento viral en su laboratorio de bioseguridad nivel 3 (BSL3).

Cerdos de 7 de las 123 granjas inspeccionadas (5.6%) dieron positivo para
el gen viral M. El RT-PCR se realizd utilizando el KIT OneStep RT-PCR QIAGEN®;
se siguieron las instrucciones que indica el fabricante y se utilizaron los primers
SIVM-F (5" TGAGTCTTCTAACCGAGGT 3") y SIVM-R (5" AGCGTCTACGCTGCAGTC R).
Las condiciones de los ciclos para la amplificacion de los genes fueron las siguien-
tes: un ciclo a 50°C, durante 30 minutos; un ciclo de 95°C, durante 15 minutos;
35 ciclos a 94°C por 30 segundos, a 60°C por 60 segundos y a({) 72°C por 60
segundos, y un ciclo final de 72°C durante 10 minutos. Las muestras se dejaron a
4° por tiempo indefinido. Una vez que se obtuvo el producto de PCR, se mezclaron
5 pl del producto de PCR con 2 pl de buffer de muestra y se disolvio en gel de aga-
rosa al 2% a 90 volts por 50 minutos en una cdmara de electroforesis horizontal. El
gel se tifd con bromuro de etidio, y los amplicones esperados se visualizaron con
un transiluminador Bio Imaging System vy se identificaron mediante el uso de un
“sistema de imagen Gel Logic 112" Kodak imager y el marcador de peso molecular
pUC Mix 8®.

Para la replicacion viral, se inocularon, en condiciones estériles, alicuotas de
200 pl en la cavidad alantoidea de embriones de pollo de 9 a 11 dias de edad
(ALPES1®) libres de patogenos especificos (SPF) e incubados a 37°C. El fluido
alantoideo se recolectd a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inoculacion y se
centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos. Los titulos virales se evaluaron mediante
la prueba de hemaglutinacién. El ARN viral se extrajo utilizando el Kit PureLink™
Viral RNA/DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se siguieron las instrucciones reco-
mendadas por el fabricante. Después de extraer el ARN de los 7 virus aislados, la
secuencia genomica completa de todos los aislamientos se determiné con el uso
de una plataforma de secuenciacién lllumina.

Secuenciacion

La secuenciacién del genoma completo se realizé en el Instituto de Biotecnologia
(UNAM). Las librerias de 200 pares de bases se prepararon de acuerdo con el uso
del Kit llumina mRNA-Seq 8, del que se siguieron las instrucciones recomendadas
por el fabricante, y se cargaron individualmente en el Genome Analyzer lIx (Illumina,
San Diego, CA). La secuenciacion se desarrolld en 36 ciclos de extensién de pares
de bases simples. Para el anlisis de imagen, se utilizd el Genome Analyzer Pipeline
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version 1.4. Las lecturas virales se ensamblaron con MAQ version 0.7.1 (Mapping
and Assembly with Qualities) (Li et al., 2008), utilizando el aislamiento de influen-
za A A/Netherlands/602/2009 como el genoma de referencia para el ensamble.
Los gréficos de cobertura que coincidian con el genoma de referencia, generados
mediante el uso de R2.12 (Team, 2010), sélo se considerardn para un andlisis
posterior. De cada muestra se obtuvieron entre 7.6 y 10.5 millones de lecturas de
36 nucledtidos de longitud. Mas del 99.3% del genoma viral se secuencié con una
cobertura de 120x a 1006x. Todas las secuencias se registraron en el GenBank y se
encuentran disponibles en el National Center for Biotechnology (NCBI) (CuadroT).

Cuadro 1. Caracterizacion genotipica de los aislamientos porcinos

Pulmén, traquea, (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1NT)) PB2: CY122330
amigdala PB1: CY122331.1 HINT
PA: CY122332
NP: CY122334
M: CY122336
NS:CY122337

2 Pulmon (A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1NT1)) PB2: CY122386
PB1: CY122387 HINT1
PA: CY122388
NP: CY122390
M: CY122392
NS:CY122393

3 Pulmon (A/swine/Mexico/Qro35/2010(HTNT1)) PB2: CY122378
PB1: CY122379 HIN1

PA: CY122380.1

NP: CY122382

M: CY122384

NS: CY122385

4 Pulmén (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N 1)) PB2: CY122401
PB1: CY122402 HINT

PA: CY122403

NP: CY122405

M: CY122407

NS: CY122408

5 Lung (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) PB2: CY122362
PB1:CY122363 H3N2
PA: CY122364
NP: CY122366
M: CY122368
NS:CY122369

6 Pulmén (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) PB2: CY122346
PB1: CY122347 H3N2
PA: CY122348
NP: CY122350
M: CY122352
NS: 122353

7 Semen (A/swine/Mexico/Mex52/20T10(H1NT)) PB2: CY122354
PB1: CY122355 HINT
PA: CY122356
NP: CY122358
M: CY122360
NS: CY122361
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Andlisis Filogenético

Una vez obtenidas las secuencias consenso, se realizd una busqueda de identidad
para una cobertura mayor al 95%, en la que se usé NCBI BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). Las secuencias resultantes se compararon con otras se-
cuencias en el GenBank para la reconstruccion filogenética.

Las secuencias de referencia para el virus pandémico fueron A/Mexico/In-
DRE4487/2009 (H1NT1), A/Mexico/LaGloria-3/2009 (H1NT), y A/MexicoCity/
005/2009 (HTN1). Las secuencias utilizadas se muestran en el Cuadro 2.

La secuencia de la cepa viral A/Mexico/INDRE4487/2009 (HINT) se elegio
como referencia, debido a que fue reportada por el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemioldgica (INDRE), organismo acreditado para la vigilancia epide-
miologica de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) en México.
La cepa viral A/Mexico/LaGloria-3/2009 (H1N1) se seleccioné como uno de los
aislamientos procedentes de la “zona cero” que dio origen a la pandemia del 2009.
Finalmente, se incluyo el virus A/MexicoCity/005/2009 (H1N1) debido al reporte
hecho por el Proyecto de Secuenciacion del Genoma de Influenza (IGPS). La in-
clusion de las secuencias virales registradas en México puede ayudar a determinar
si estos aislamientos porcinos comparten un origen ancestral comudn con los virus
pandémicos en México. Las secuencias para cada gen se alinearon progresiva-
mente en linea con el uso de MAFFT V.7 (programa de alineamiento muiltiple para
secuencias de aminoacidos o nucledtidos) (Kazutaka et al., 2002).

Para dilucidar las relaciones filogenéticas entre los genomas virales secuen-
ciados, se utilizo el andlisis JModelTest (Posadas D., 2008) junto con el criterio de
maxima verosimilitud (ML).

El algoritmo se aplicd a cada conjunto de secuencias para determinar el me-
jor modelo de sustitucion, junto con una prueba filogenética bootstrap de 1000
repeticiones para proporcionar apoyo estadistico en cada rama generada. Sélo los
valores de bootstrap mayores o iguales a 0.80 (80%) se consideraron relevantes.
Los &rboles ML inferidos para la secuencia de nucledtidos de cada gen se constru-

Cuadro 2. Caracterizacién genotipica de virus pandémicos

Nomenclatura NCBI Acceso al GenBank m

A/Mexico/InDRE4487/2009(HTNT) PB2:FJ998206
PB1: FJ998226 HINT1
PA: FJ998223
NP: FJ998217
M: FJ998211
NS: FJ998220

2 A/Mexico/LaGloria-3/2009(H1NT) PB2:CY077592.1
PB1: HIN1
PA: CYO77594
NP: CYO77596
M: CY077598
NS: CY077599

3 A/MexicoCity/005/2009(HTNT) PB2: CY050886
PB1: CYO50885 HINT
PA: CY050884
NP: CY050882
M: CYO50880
NS: CY050883
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yeron utilizando diferentes modelos de sustitucién, principalmente bajo el Criterio
de Informacion Bayesiano (BIC):

Gen PB1: Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + Gamma Distributed (G)
Gen PB2: Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + Gamma Distributed (G)
Gen PA: General Time Reversible (GTR) + Gamma Distributed (G)

Gen NP: Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + Gamma Distributed (G)

Gen M: Kimura 2-parameter (K2) + Gamma Distributed (G)

Gen NS: Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + Gamma Distributed (G)

Para el andlisis bioinformético de las secuencias PB1 y NS se utilizo el softwa-
re MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), versién 5.2 (Tamura et al.,
2011). Los érboles filogenéticos se construyeron a partir de secuencias de nucleé-
tidos y se aplicé el criterio bayesiano. A partir del modelo GTR, se generd un arbol
filogenético para ambas secuencias.

Resultados y discusion

Caracterizacion filogenética de los genes internos

PB2, PBI, PA, NP, My NS

Con respecto a la estructura evolutiva de las topologfas construidas para los genes
PB2, NPy M, los virus pandémicos se unieron para formar grupos que resultaron
totalmente diferentes a los cambios transitorios comunes de todos los virus porci-
nos incluidos en el andlisis, el cual mostrd que el gen PA de los virus pandémicos
estudiados fue heredado de un ancestro comun de origen aviar y divergié en los
cerdos, lo que mantiene una linea de evolucion continua (Fig. 1).

Gen PB2

El andlisis del gen PB2 (segmento 1) demostrd que todos los virus aislados se dis-
tribuyeron a lo largo de una rama especifica de genes de origen porcino después
de la divergencia evolutiva entre las aves y los cerdos y estan filogenéticamente re-
lacionados con el virus A/swine/Minnesota/1192/2001 (H1N2). Los asilamientos
29, 35,35y 52 (HINT1), asi como el 19 (HIN1) y el 52 (H3N2), divergieron del
mismo ancestro pero bajo diferentes lineas evolutivas. Debido a que son diferentes
subtipos virales, los aislamientos 19, 40 y 51 comparten un rasgo sinapomorfico
(Fig. 7).

En el gen PB2 se identificaron 6 cambios totales de aminodcidos exclusivos de
los virus pandémicos respecto de todas las secuencias analizadas. Los aislamien-
tos 29, 35, 37 y 52 mostraron cuatro cambios de aminoacidos en las posiciones
1292M, V386A, V7311 y L434F. Entre todas las secuencias alineadas, 2 de estos
cambios se encontraron exclusivamente en estos virus, incluyendo los virus pandé-
micos. La posicién 292 de la proteina PB2 se alined con los virus A/swine/lllinois/
SG1141/2003 (HIN1) y A/swine/Korea/JINS06/2004 (H3N2). Sin embargo, los
aislamientos 19, 40 y 51 mostraron 4 cambios de aminoacidos individuales —no
presentes en ninguna otra secuencia— en las posiciones A395V, 1451T, L475M y
T637A (Cuadro 3).
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@ (A/swine/Mexico/Qro35/2010(HINT))
100 | (A/swine/Mexico/Ver29/2010(HINT1))
@ (A/swine/Mexico/Mex52/2010(HINT))
@ (A/swine/Mexico/Ver37/2010(HINT))
(A/swine/Illinois/SG1141/2003(HIN1))
Me/Korea/JNS%/ZOM(HB N2))
— @ (A/swine/Mexico/Mex19/2010(HINT))
80|, ® (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2))
94‘| @ (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2))
(A/swine/Minnesota/1192/2001(HIN2))
100 (A/swine/Hong Kong/NS30/2004(HIN2))
20| 8 (A/swine/Hong Kong/1562/2005(HIN2))
(A/swine/Korea/CY04/2007(H3N2))
(A/swine/Hong Kong/78/2003(HIN2))

100 ,(A/swine/Nebraska/209/98(H3N2))
I(A/swine/lowa/569/99(H3N2))

45 ——(A/swine/Indiana/9K035/99(HIN2))
(A/swine/Minnesota/55551/00(HIN2))
(A/swine/Indiana/P12439/00(HIN2))
(A/swine/North Carolina/47834/2000(HINT))
3% ———  (A/Chukkar/MN/14951-7/1998(H5N2))
100 (A/mallard/Alberta/72/1993(H3 N3))
_ng_— (A/mallard/Alberta/12/1993(mixe d))

— (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2))

67

66

(A/swine/Korea/CAS08/2005(H1NT))
(A/swine/Ohio/75004/2004(HIN1))

|| (A/swine/Alberta/14722/2005(H3N2))
83 (A/swine/Quebec/4001/2005(H3N2))
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Figura 1. Andlisis filogenético molecular por el método de Méxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
HKY+G. Arbol filogenético del gen PB2 de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y del virus pandémico (tridngulo
rojo) basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El arbol se dibujé a escala utilizando las
mismas unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las
unidades de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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Cuadro 3. Comparacion de los residuos de aminoacidos de los genes PB2, PB1 y PA entre los 7 aislamientos virales,
la secuencia viral pandémica y otras secuencias disponibles en el Genbank

Genes internos

292 386 395 434 451 475 637 731 214 368 464 469 565 574 744 254 259 262 336 356 403 459 551 592

A/swine/Mexico/

Mex19/2010(HINT) | Vv Vv L T M A | R Vv N A D Y | S P K Q K L | K vV
A/swine/Mexico/

Ver29/2010(H1N1) M A A F | L T | R V N A D Y | S P K Q K L | K V
A/swine/Mexico/

Qr035/2010(HINT) M A A [ | L T | R V N A D Y | N S R L R L V R Vv
A/swine/Mexico/

Ver37/2010(HINT) M A A F | L T | R V N A D Y | S P K Q K L | K V
A/swine/Mexico/

Mich40/2010(H3N2) | V V L T M A Vv K | D T N [ M S P K L K | | R |
A/swine/Mexico/

Mex51/2010(H3N2) | V V L T M A V K | D T N F M S P K L K | | R |
A/swine/Mexico/

Mex52/2010(H1N1) M A A F | L T | R V N A D Y | S P K K L | K Vv
Pandemias V V A L | L T V K | D T D F M N p R M R L | R |
A/swine/

Minnesota/1192/ | V A L | L T V - - - - - - - S p K L K L | R |
2001(H1N2)

A/swine/Wisconsin/ i i i ) _ _ _ _ _ ) ) ) ) ) )

H02AS8/2002(H3N2) EU R I I B | R V
A/swine/Korea/ ) ] ] ) ) ) )

INSO6/2004(H3N2) MV A Lo LT N P K L K L I R I
A/swine/lllinois/

sG1141/2003¢Ny M VoA L1 LT - - - - - - - NP KL KL R

A/Malaysia/25920/
2003(H3N2) N S R L R L v R |
A/swine/

Nebraska/00188/ - - - - - = - . K | D T D F | ) ) } ) _ ) ) i
2003(H3N2)

Otras secuencias | V A L | L T V K D T D F M S P K L K L R |
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Gen PB1

Filogenéticamente, los aislamientos 19, 29, 35, 27 y 52 (HIN1) se incluyeron en
un grupo monofilético con un rasgo sinafomérfico originado del virus americano
A/swine/Nebraska/00188/2003 (H3N2) de diferentes subtipos, mientras los ais-
lamientos 40 y 51 (H3N2) se agruparon por separado (Fig. 2).

Se observaron 11 cambios de aminoécidos con respecto a las otras secuen-
cias en el gen PB1 aislado del virus pandémico. Se encontré que los aislamientos
19, 29, 35, 37 y 52 (HIN1) tenian las mismas mutaciones en los aminoacidos
K214R, 1368V, D464N, T469A y F574Y, y que también tenfan en comun el residuo
M7441 con el virus A/swine/Nebraska/00188/2003 (H3N2). Los aislamientos 40
y 51 (H3N2) fueron las Unicas secuencias que presentaron la mutacion D565N
(Cuadro 3).

Gen PA

La relacidon filogenética del gen PA (segmento 3) del virus A/swine/Mexico/
Qro35/2010 (HINT1) con el virus de influenza humano estacional permitié iden-
tificar ramas evolutivamente heterogéneas dentro de un tnico grupo monofilético
y una estrecha relacion con el virus humano subtipo H3N2, cuyo valor bootstrap
fue superior a100%. Se encontrd que las secuencias de los genes PA de los otros
aislamientos analizados estan evolutiva y repetidamente relacionadas con el virus
A/swine/Minnesota/1192/2001 (H1N2). Los aislamientos 40 y 51 (H3N2) mos-
traron homologia sinapomdrfica y se unieron en un grupo de genes de virus de
cerdos y aves de corral con un ancestro comun. Las secuencias en estos grupos
muestran que divergen de los aislamientos 19, 29, 37 y 52 (H1NT1). Estos grupos
tienen un origen diferente al del virus de la estirpe americana (Fig. 3).

Se detectaron 6 cambios de aminodcidos en esta proteina, pero solo en la
secuencia pandémica. Se identificaron 33 cambios de aminodacidos en el virus
A/swine/Mexico/Qro35/2010 (HINT1) y todos ellos corresponden a secuencias
de virus humanos. Por otra parte, se identificaron 3 cambios de aminoécidos en
el aislamiento viral 35 (N254, R262 y R256) correspondientes a las secuencias
virales pandémicas y humanas. Ademéds, el asilamiento 35 mostré 2 mutaciones
de aminoéacidos (5259 y V459) que sélo se han encontrado en el virus A/Malay-
sia/25920/2003 (H3N2).

La variante en el aminoécido L4031 sélo se encontrd en los aislamientos 40 y
51, mientras que la variante R551K se observo en los aislamientos 19, 29, 35, 37 y
52. Los aislamientos virales 19, 29, 37 y 52 tienen un cambio de aminodcido en la
posicion Q344, diferente del aminodcido en esta posicidn en los aislamientos 35,
40y 51 (L344). Se encontré gque el cambio de aminodacidos en la posicion V592
de los aislamientos 19, 29, 35, 37 y 52 era idéntico al de los virus A/swine/lllinois/
SG1141/2003 (HINT) y A/swine/Wisconsin/HO2AS8/2002 (H3N2) (Cuadro 3).

Gen NP

Debido a que el gen NP juega un papel importante en la determinacién de espe-
cificidad de la especie viral (Scholtissek et al, 1985), se hizo una caracterizacién
completa de la filogenia de este gen (segmento 5). Los altos niveles de homologfa
en los andlisis BLASTn (98-1000%) y BLASTp (98-100%) sugieren una muy cer-
cana relacién con los virus porcinos. Los 7 aislamientos analizados se aglutinaron
en un grupo monofilético. Los asilamientos 40 y 51 (H3N2) se ubicaron en una
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~A/Siena/3/1995(H3N2)
A/Miyagi/29/95(H3N2)
——A/Victoria/75/1995(H3N2)
A/Guangdong/25/1993(H3N2)
100 ‘qg‘;A/Wellington/SQ/l993(H3N2)
871A/0sl0/2219/1993(H3N2)
I-A/Finland/339/1995(H3N2)
+ A/Shiga/20/95(H3N2)
A/New York/636/1996(H3N2)
69 A/New York/639/1995(H3N2)
1 74 A/Finland/381/1995(H3N2)
50} A/Netherlands/271/1995(H3N2)
A/Netherlands/91/1996(H3N2)
n A/swine/lowa/569/99(H3N2)
A/swine/Minessota/593/99(H3N2)
99|A/swine/lowa/533/99(H3N2)
A/swine/Nebraska/209/98(H3N2)
A/swine/lowa/930/01(HIN2)
A/swine/Minessota/1192/2001(HIN2)

A/swine/Ohio/891/01(HIN2)
] A/swine/Illinois/100085/01(HIN2)
92 A/swine/Korea/CY02/02(HIN2)

52 A/swine/North Carolina/47834/2000(HINT)
A/equine/North Carolina/152429/2002(H3N8)
A/duck/NC/91347/01(HIN2)
A/swine/Korea/CAS09/2006(H3N2)
100 — A/swine/Missouri/SG1182/2003(HINT)
A/swine/Missouri/SG1182/2003(HINT)(2)
A/swine/Indiana/9K035/99(HIN2)
A/swine/Heilongjiang/10/2007(H3N2)
A/swine/North Carolina/98225/01(HIN2)
——————— A/swine/Indiana/P12439/00(HIN2)
A/swine/North Carolina/18161/2002(H1NT)
A/swine/Korea/CY05/2007(H3N2)
A/swine/Minessota/SG1138/2002(HINT)
A/swine/lowa/H02NJ56391/2002(HINT)
L—— A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)
29]| | @ A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)
%|OA/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)
_[—A/Wisconsin/IO/QB(H]N])
2 A/swine/Kentucky/SG1167/2003(HINT)
A/swine/Kansas/00246/2004(HIN2)
wne/Kentucky/SGm8/2003(mixed)
78 A/swine/Illinois/02064/2008(HINT)

A/swine/Nebraska/00188/2003(H3N2)
@ A/swine/Mexico/Ver29/2010(HINT)

40 & A/swine/Mexico/Ver37/2010(HINT)
& A/swine/Mexico/Mex52/2010(HINT)
& A/swine/Mexico/Mex19/2010(HINT)
# A/swine/Mexico/Qro35/2010(HINT)
A A/Mexico/INDRE4487/2009(HINT)
100 | (A A/Mexico City/005/2009(HINT)
T4la A/Mexico/LaGloria-3/2009(HINT)
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Figura 2. Anélisis filogenético molecular por el método de Méaxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
HKY+G. Arbol filogenético del gen PB1 de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y del virus pandémico (tridngulo
rojo) basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El arbol se dibujé a escala utilizando las
mismas unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las
unidades de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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68 - (A/mink/Nova Scotia/1055488/2007(H3N2))
9L (A/quail/QC/FAV-10/2008(H3N2))
(A/turkey/Ontario/31232/2005(H3N2))
A/turkey/BC/1529-3/2005(H3N2))
A/turkey/MN/366767/2005(H3N2))
(A/swine/lowa/HO3LJ10/2003(H1INT))
(A/swine/Indiana/9K035/99(HIN2))
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(

—

O

Q0

A/swine/North Carolina/2003(H3N2))
(A/swine/Wisconsin/H02AS8/2002(H3N2))

66 @ (A/swine/Mexico/Mex19/2010(HINT))
@ (A/swine/Mexico/Ver29/2010(HINT))
@ (A/swine/Mexico/Ver37/2010(HIN1))

61 @ (A/swine/Mexico/Mex52/2010(HINT1))

7_|—_(A/swine/Korea/CYOZ/OZ(H1N2))
(A/swine/Korea/CY09/2007(H3N2))
—A/swine/Minnesota/1192/2001(HIN2))
A (A/Mexico/INDRE4487/2009(HINT))
‘TUO"A(A/Mexico/LaGloria—3/2009(H]N]))
741 A (A/Mexico City/005/2009(HINT))
(A/shorebird/Delaware Bay/236/1997(H2NT1))
86 (A/mallard/Alberta/85/1994(H3N8))
44 (A/mallard/Minnesota/271/1999(H4N8))
(A/pintail/Alberta/269/2001(H4N6))
@ (A/swine/Mexico/aQro35/2010(HINT))
(A/Canterbury/432/2003(H3N2))
(A/Scotland/81/2003(H3N2))
(A/Scotland/76/2003(H3N2))
(A/England/917/2003(H3N2))
(A/South Canterbury/433/2003(H3N2))
(A/Queensland/34/2003(H3N2))
(A/England/584/2003(H3N2))
(A/Canterbury/442/2003(H3N2))
(A/South Carolina/NHRC0001/2003(H3N2))
62|| (A/New York/56/2003(H3N2))
(A/New York/50/2003(H3N2))
(A/California/NHRC0001/2003(H3 N2))
(A/Wellington/34/2003(H3N2))
(A/Waikato/148/2003(H3N2))
(A/Dunedin/38/2003(H3N2))
(A/Western Australia/50/2003(H3N2))
(
(
- (
(

O

(o]
=l

100

100

A/Waikato/91/2003(H3N2))
A/Wellington/49/2003(H3N2))
A/Malaysia/25920/2003(H3N2))
A/Sydney/329Q/2003(H3N2))

ooz

Figura 3. Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
HKY+G. Arbol filogenético del gen PA de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y el virus pandémico (tridngulo rojo)
basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El &rbol se dibujé a escala utilizando las mismas
unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las unidades
de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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rama evolutiva diferente como genes ortdlogos con proximidad ancestral al virus A/
swine/Minnesota/1192/2001 (H1N2), mientras que los asilamientos 19, 29, 35,
37y 52 (HINT) se reunieron en una rama aparte con proximidad ancestral al virus
A/swine/Wisconsin/H02AS8/2002 (H3N2) (Fig. 4).

Entre los aislamientos virales analizados, se identificaron 3 cambios insélitos
de aminodcidos en el segmento NP de los aislamientos pandémicos y se encontrd
que la posicion T3 de los aislamientos virales estudiados era la misma que en
los aislamientos A/swine/Minnesota/1192/2001 (H1N2) y A/swine/Wisconsin/
H02AS8/2002 (H3N2). Los aislamientos virales 40 y 51 mostraron un cambio
distintivo en la posicion V425I, como lo hicieron los aislamientos 19, 29, 35, 37 y
52 en la posicién D101N. La mayoria de los cambios se observaron en la posicion
217 (e.g. 1217 y T217), aunque las secuencias pandémicas mostraron una variante
V217 (Cuadro 4).

Gen M

Filogenéticamente, las secuencias del gen M son paralogas que divergieron de un
ancestro que no suele basarse en el valor de la filogenia. Los aislamientos 40 y
51 (H3N2) estan relacionados con virus porcinos y son cercanos al virus A/swine/
Nebraska/209/98 (H3N2), con un valor de apoyo de bootstrap de 98%; en cam-
bio, los aislamientos 19, 29, 37 y 52 (HIN1) se encuentran relacionados con el
virus A/swine/Korea/CAS05/2004 (H3N2), con un valor de apoyo de bootstrap
de 97% (Fig.5). Se observaron 21 cambios de aminoécidos en el gen M de los
virus pandémicos con respecto a las otras secuencias. El aminoécido en la posicion
A239T en la subunidad M1 se iguald Unicamente con los aislamientos 40 y 51;
mientras que V205! se iguald con los aislamientos 19, 29, 35, 37 y 52. La posicion
C4 en la subunidad M2 fue idéntica a la de los aislamientos 19, 29, 35, 37, 52 y
A/swine/Korea/CAS05/2004 (H3N2). El aminoécido E479 sélo se iguald con las
secuencias de los aislamientos 40, 51 y las secuencias pandémicas, mientras que
K79 se igualod con los aislamientos 19, 29, 35, 37 y 52 (Cuadro 4).

Gen NS

Una comparacién de las secuencias de los genes NS sugiere que los aislamientos
19, 29, 35, 37 y 52 (HINT1) pertenecen a un grupo monofilético y que tienen una
muy cercana relacion sinamérfica con los virus americanos A/swine/NewMexico/
SG1158/2003 (H3N2), A/swine/Oklahoma/00142/2003 (H3N2), y A/swine/
Oklahoma/00142/2003 (H3N2), aunque éstos sean de diferentes subtipos.
Por otra parte, los aislamientos 40 y 51 (H3N2) se ubicaron en grupos aparte,
debido a que muestran una divergencia evolutiva del virus porcino A/swine/
Texas/4199-2/1998 (H3N2) al virus humano A/Wisconsin/10/98 (H1N1), lo que
da lugar a los aislamientos H3N2 mexicanos (Fig. 6).

Se observo un total de 9 cambios de aminoécidos en el gen NS de virus pan-
démicos, comparados con las otras secuencias.

Las variantes de los aminoéacidos Q63H, A155T, V1571, S165Y y V194G se
identificaron en los aislamientos 19, 29, 35, 37 y 52 (HIN1). L27S y D2N solo
se encontraron en los aislamientos 40 y 51 (H3N2), donde ambos comparten
un cambio de aminodcido en la posicion N171D con los asilamientos A/swine/
Texas/4199-2/1998 (H3N2) y A/Wisconsin/10/98 (H1N1) (Cuadro 4).
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Figura 4. Andlisis filogenético molecular por el método de Méxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
HKY+G. Arbol filogenético del gen NP de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y el virus pandémico (triangulo rojo)
basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El &rbol se dibujé a escala utilizando las mismas
unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las unidades
de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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Cuadro 4. Comparacién de los residuos de aminoécidos de los genes NP, M y NS entre los 7 aislamientos virales,
la secuencia viral pandémica y otras secuencias disponibles en el Genbank

VIRUSES INTERNAL GENES

217 425 205 239 155 157 165 194
A/swine/Mexico/
Mex19/2010(H1N1) [ I I T U N S A N I (I B B
A/swine/Mexico/
Ver29/2010(HINT) T DT I I A CKD L H T I Y N G
A/swine/Mexico/
Qro35/2010(H1N1) T D T | | A C K D L H T | Y N G
A/swine/Mexico/
Ver37/2010(HINT) A [ R A N o I I I (A B I
A/swine/Mexico/
Mich40/2010(H3N2) T N I 'V V T R E NS Q A V S D V
A/swine/Mexico/
Mex51/2010(H3N2) T N IV V T R E N S Q A V S D V
A/swine/Mexico/
Mex52/2010(H1N1) T b T I I A C KD L H T I Y N G
Pandemias S D V V v A R E D L Q A V S Y V
_ A/swine/ T D | . ) ) ) ) ) _ ) ) ] ) )
Minnesota/1192/2001(H1N2)
A/swine/Wisconsin/ ) ) ) ) ) ) ) ) ) ] ]
HO2AS8/2002(H3N2) B
A/swine/lowa/533/99_(H3N2) - - - = v T - - - - _ - _ - _
A/swine/Nebraska/209/98_(H3N2) - - - - V T = - - - B - - - _

A/swine/Korea/
CAS05/2004(H3N2) A I IR R R L I R I A R A
A/swine/
Texas/4199-2/1998(H3N2) B I ) L] " N I N
A/Wisconsin/10/98(HTNT) - - - - - - - - D L Q A V S D V
Otras secuencias S D | Vv V A R K D L Q A V S N V

La divergencia evolutiva activd la aparicion de un nimero de cepas virales
de influenza y permitid a los virus de la progenie establecerse y mantenerse en
diferentes huéspedes. Distintos estudios han demostrado que el gen de la he-
maglutinina es el principal gen viral involucrado en la eleccion del huésped. Sin
embargo, los genes internos también juegan un papel importante en la exclusion
del huésped (Webster et al., 1992).

La falta de esfuerzos sistematicos de vigilancia y una estrategia de muestreo
apropiado para el virus de la influenza en las poblaciones de cerdos en México,
dificultaron la identificacién oportuna de la pandemia de HIN1 en 2009, y la apa-
ricidn de este virus que transporta los genes de los subtipos de Eurasia y América
del Norte no fue identificado de inmediato.

En el presente estudio, la caracterizacion genética de los virus de influenza
porcina aislados en México durante el 2009 y 2010, poco después de esta pan-
demia, mostro una relacién filogenética completamente divergente con cepas de
virus pandémicos. Sin embargo, el gen PA del virus A/swine/Mexico/Qro35/2010


http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.1.1.331

Oa
http://veterinariamexico.unam.mx Articulo Cientifico W ]5/22

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.l.1.331
Vol. 11 No. 11 Julio-Septiembre 1 2014

68 , (A/swine/North Carolina/2003(H3N2))

{ (A/turkey/Illinois/2004(H3N2))
(A/turkey/Ohio/313053/04(H3N2))
- (A/swine/Minnesota/1300/2007(H3N2))
- (A/swine/Minnesota/SG-00239/2007(HIN2))
oy (A/swine/OH/511445/2007(HIN1))
[+ (A/swine/Missouri/02060/2008(H1INT))
—A/swine/Minnesota/02093/2008(HINT))
gl [ (A/swine/North Carolina/R08-001877-008-013371/2008(H3N2))
L (A/swine/North Carolina/02023/2008(H1NT1))
- (A/turkey/North Carolina/353568/2005(H3N2))
L (A/swine/QC/1805-1/2009(HINT))
— (A/swine/IN/PU542/04(H3N1))
(A/equineNorth Carolina/152429/2002(H3N8))
-(A/Wisconsin/10/98(H1NT))
30— (A/duck/NC/91347/01(HIN2))

(A/swine/Hong Kong/729/2005(HIN2))

—gZ;IE (A/swine/Hainan/1/2005(HIN2))

8 (A/swine/Hubei/04/2009(HIN2))

(A/swine/Korea/CAS05/2004(H3N2))

@ (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1NT))
23[797| |e (A/swine/Mexico/Ver29/2010(HINT))

@ (A/swine/Mexico/Qro35/2010(HINT))

@ (A/swine/Mexico/Ver37/2010(HINT))

@ (A/swine/Mexico/Mex52/2010(HINT))
(A/swine/Nebraska/209/98(H3N2))
(A/swine/lowa/533/99(H3N2))

@ (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2))
@ (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2))
- (A/turkey/IA/21089-3/1992(HINT))
- (A/swine/Memphis/1/1990(HINT))
(A/turkey/North Carolina/1780/1988(HIN1))
(A/turkey/NC/19762/1988(HINT))
(A/Ohio/3559/1988(HINT))
(A/turkey/Minnesota/12537/1989(HIN1))
(A/swine/Hubei/02/2008(HINT))
(A/swine/Hong Kong/1767/1994(HINT))
(A/swine/Hong Kong/1290/1993(H1INT))
—(A/chicken/NY/21665-73/1998(HIN1))
A (A/Mexico City/005/2009(HINT))
00| A (A/Mexico/INDRE4487/2009(HINT))
A (A/Mexico/LaGloria-3/2009(HIN1))

22

52
68

0.02

Figura 5. Andlisis filogenético molecular por el método de Méxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
K2 + G. Arbol filogenético del gen M de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y el virus pandémico (triangulo rojo)
basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El &rbol se dibujé a escala utilizando las mismas
unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las unidades
de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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— A/swine/Saskatchewan/01114/2006(H3N2)
— A/swine/Nebraska/00722/2005(mixed)
A/swine/Alberta/00805/2005(H3N2)
_881A/swine/Alberta/SG]405/2005(H3N2)
I— A/swine/Minnesota/00611/2005(H3N2)
—— A/swine/Minnesota/1145/2007(H3N2)
b7 A/swine/Quebec/01001/2006(H3N2)
——A/swine/Oklahoma/00518/2005(H3N2)
——A/turkey/MN/366767/2005(H3N2)

A/turkey/BC/1529-3/2005(H3N2)
96 A/turkey/Ontario/FAV-10/2011(H3N2)

54 A/turkey/Ontario/FAV-9/2011(H3N2)

A/swine/Manitoba/01781/2007(HINT)

L A/swine/MI/PU243/04(H3NT)

A/swine/Oklahoma/011506/2007(H3N2)

——A/turkey/North Caroliona/353568/2005(H3N2)

16| [A/turkey/Ohio/313053/2004(H3N2)

I— A/turkey/Ohio/313053/04(H3N2)

— A/swine/Nebraska/SG1178/2003(H3N2)

A/swine/North Carolina/SG1462/2004(H3N2)

A/swine/North Carolina/SG1170/2003(HINT)

A/swine/Missouri/00355/2004(H3N2)

A/swine/Minnesota/SG1454/2003(HINT)

11 F— A/swine/Minnesota/SG1235/2005(HINT)

] A/swine/Illinois/01131/2006(H3N2)

A/swine/lowa/00186/2003(H3N2)

A/turkey/Illinois/2004(H3N2)

———— A/swine/Texas/00226/2003(H3N2)

12 A/swine/lowa/HO3UWF2/2003(HINT)

TL‘: A/swine/Minnesota/SG1176/2003(H3N2)
58 A/swine/lowa/H03G1/2003(HINT)

L— A/swine/Minnesota/SG1177/2003(HIN1)
A/swine/lowa/HO2PW7/2002(HINT)
A/swine/North Carolina/00396/2004 (HINT)

65— A/swine/South Dakota/SG1453/2003(H3N2)

A/swine/Illinois/SG1141/2003(HINT)
93, A/swine/New Mexico/SG1158/2003(H3N2)
l—A/swine/Oklahoma/00142/2003(H3N2)

L—— A/swine/Oklahoma/00153/2003(H3N2)

@ A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1NT)
@ A/swine/Mexico/Mex19/2010(HINT)
 A/swine/Mexico/Ver29/2010(HINT)
@ A/swine/Mexico/Qro35/2010(HINT)
@ A/swine/Mexico/Ver37/2010(HINT)
A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)

A/Wisconsin/10/98(HINT)
3g‘l # A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)
& A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)

|A A/Mexico City/005/2009(HINT)
g A A/Mexico/INDRE4487/2009(H1NT)
A A/Mexico/LaGloria-3/2009(HINT)

64

95

0.005

Figura 6. Andlisis filogenético molecular por el método de Méxima Probabilidad (ML), utilizando el modelo de sustitucion
HKY + G. Arbol filogenético del gen NS de los 7 aislamientos virales (diamante violeta) y el virus pandémico (triangulo
rojo) basado en la secuencia de nucledtidos y otras secuencias del GenBank. El arbol se dibujé a escala utilizando las
mismas unidades de longitud de la rama y de la distancia evolutiva que se usaron para inferir el &rbol filogenético. Las
unidades de distancia evolutiva estan en razén del nimero de sustituciones de bases por sitio.
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(HTNT) mostrd relacion genética con el gen PA del virus estacional H3N2 de in-
fluenza humana. Esto sugiere una recombinacién de virus de las especies porcina
y humana, cuyas implicaciones son aun desconocidas.

A la reorganizacion de los genes en el complejo de las polimerasas, que algu-
nas veces incluye al gen NP, se le ha involucrado en la atenuacion de la virulencia
o la replicacion de la capacidad proliferativa en huéspedes especificos (Rott et al.,
1979). En esta investigacion también demostramos la existencia de 3 cambios de
aminodcidos en el gen NP del virus pandémico, que sugiere una Unica diferen-
cia con las cepas de virus no pandémicos. Escalera et al. (2012) demostraron la
relacion filogenética de los genes NP de los aislamientos virales porcinos prove-
nientes de granjas de Querétaro, México, con 2 virus pandémicos, A/Mexico/La-
Gloria-4/2009 (HIN1) y A/Mexico/LaGloria-8/2009 (H1N1), aislados de la “zona
cero”, lugar donde se identificd por primera vez la enfermedad. Sin embargo, los
aislamientos obtenidos aquf, no contienen una nucleoproteina similar a la encon-
trada en los virus pandémicos. Un aislamiento del virus porcino proveniente del
mismo estado de la Republica Mexicana (A/swine/Mexico/Qro35/2010 (HINT)),
como el analizado en nuestro estudio, es diferente del aislamiento reportado por
Escalera et al (2012), quienes identificaron un polimorfismo en el aminoacido
D53E, lo que sugiere que la cepa es més cercana al virus pandémico. Sin embar-
go, en esta investigacion, el aislamiento (A/swine/Mexico/Qro35/2010 (H1N1))
no presenta este cambio, lo cual sugiere que se dio la transmision humano-cerdo.
Ali et. al. (2012) identificaron 4 mutaciones, G34A, D53E, 1109T y V313l, en el
gen NP de una recombinacion entre los virus pandémicos y los porcinos H1N2.
Nuestros aislamientos porcinos tienen una variacién en V313F con respecto a la
secuencia del virus pandémico. Estos cambios tienden a desempefiar un papel
en la redistribucion viral y la capacidad de adaptabilidad al huésped, como lo re-
portan Chen y Shih (2009) y Pan et. al. (2009). Ambos grupos de investigadores
identificaron que el aminodacido en la posicién 313 es critico para la adaptacion al
huésped: Y313 para humanos, F313 para aves de corral y cerdos, y V313 para los
virus pandémicos. El gen M confiere especificidad de especie (Scholtissek, 2002).
Se ha informado que es posible distinguir las variantes del gen M de virus humanos
y aviares por distintas sustituciones de aminoéacidos en las proteinas M1y M2. La
mutacion S31N del virus A/HIN1 pdm09 no se identifico durante la alineacion
de la secuencia de la subunidad M2 en el gen M en ninguna de las 7 cepas de
la especie porcina reportadas por la CDC en la pandemia del 2009 (CDC, 2009).
Estos virus contenian S31, una mutacion conocida por conferir resistencia a los
inhibidores del canal de protones M2 (amantadina y rimantadina). Sélo 3 secuen-
cias pandémicas de referencia mantuvieron la mutacién N31 (aunque también se
identificaron las mutaciones en las posiciones 26, 27, 30, 31 y 34). Sin embargo,
Weingartl et. al. (2011) observaron la misma mutacion durante la caracterizacion
genética de virus porcinos aislados en granjas canadienses, lo que confirma la
transmisién del virus pandémico a cerdos. La presencia de brotes de A/HTN1
pdmO09 en el cerdo y la transmision directa de los virus humanos a cerdos fue
referida por Moreno (2010) y Pereda (2010). No se detecté la mutacion EG21,
propuesta como relacionada con la adaptacion al huésped.

Se ha sefalado que el gen PB2 encontrado en los virus actuales de influen-
za porcina tiene un origen aviar. Sin embargo, aunque las secuencias porcinas
mexicanas no estan filogenéticamente relacionadas con los virus aviares, transpor-
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tan la variante del aminoécido E627. En apariencia, E627 no se limita al gen PB2
aviar y permanece en el linaje del virus porcino triple recombinante. No se detecté
el cambio al aminoacido K627, conocido porque concede adaptacion a células
humanas. Esto también fue descrito por Shu (2012) y Ali (2012), quienes encon-
traron que la Unica mutacién que otorga adaptacion a células humanas es V89M.
La secuencia dada a conocer en este estudio muestra la presencia de residuos de
valina en la posicién 39 (V39).

Estos resultados indican que la secuencia con la mayor distancia evolutiva
en México es el aislamiento A/swine/Mexico/Qro35/2010 (HINT), que posee
33 aminodcidos idénticos a los del virus de influenza humana.

El aminodcido en la posicion 552 es el principal sitio de regulacién de la
proteina PA, capaz de adaptar su funcionamiento en otras células huésped. De
acuerdo con Mehle et. al. (2011), la mutacion T552S en PA regula especificamen-
te la adaptacién del virus de influenza a las células huésped y generaria afinidad
por las células humanas. Los autores sugieren que la mutacion y recombinacion
del gen PA de virus aviar potenciarfan la capacidad de infeccién del virus y el tro-
pismo de especies. Sin embargo, con excepcion de la secuencia A/swine/Mexico/
Qro35/2010 (H1NT1), que transporta la variante humana S552, los aislamientos
porcinos aquf obtenidos tienen secuencias similares a las de los virus pandémicos
y han mantenido sus rasgos aviares con respecto a la posicion T552.

Aunque los genes internos PB1 y NS muestran variabilidad genética entre los
actuales aislamientos porcinos, atin se desconoce si una mutacion especifica o in-
cluso una serie de mutaciones contribuyen a la adaptacion al huésped. Asi, el papel
de esos cambios de aminoécidos en la adaptacion al huésped requiere investigarse.
Se detectaron otras mutaciones patogénicas en estos genes. NS1 es responsable
de suprimir la induccién del interferén (INF) antiviral durante la replicacion viral. No
se identifico la mutacion D92E en cepas letales H5N 1, que se ha relacionado con
el incremento de la virulencia (Seo et al, 2002). Sin embargo, se ha demostrado
que en los aislamientos porcinos de este estudio, los residuos K317 e 1198 en la
proteina PB1 —asociada con la patogenia en ratones— ha mutado a M317 y K198,
respectivamente (Katz et al., 2000).

Por lo tanto, serd vital el continuo monitoreo de la propagacion de nuevas
cepas de influenza porcina en México, asi como estimar el riesgo de transmisién
a otras especies. En China, se identificd un nuevo virus de influenza aviar H7N9
recombinante en febrero de 2013 (Gao et al,, 2013). Cabe sefialar que el primer
brote de influenza pandémica en el siglo xxi se produjo por un nuevo virus de
influenza HIN1 de origen porcino, que aparecié a principios de 2009. Este virus
es sustancialmente menos virulento que el virus de influenza de 1918, pero tiene
el potencial de adquirir cambios de aminodcidos en proteinas virales clave que
pueden incrementar su patogenia. Sin embargo, es importante explorar los fac-
tores por los que el huésped se involucra con la resistencia y susceptibilidad a la
infeccién por el virus de influenza (Watanabe y Kawaoka, 2011).
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Conclusiones

Nuestros andlisis identificaron cambios en los genes de los virus de influenza porci-
na aislados en México en 2010, lo que sugiere que estas cepas de virus mantuvie-
ron la distribucién de los TRIG en los genes PB2, NP y M: un resultado no verificado
con anterioridad en México. Los descubrimientos més relevantes en este estudio
son la presencia de un gen PA del aislamiento viral A/swine/Mexico/Qro35/2010
(H1INT), derivado del virus humano H3N2, y la posibilidad de detectar nuevas ce-
pas virales que incrementan el riesgo de trasmision a otras especies. Es importante
evaluar si los cambios de aminoacidos observados, modifican la patogenia del virus
y la virulencia en los cerdos. Se ha demostrado que la poblacién porcina puede
actuar como reservorio de genes virales ancestrales de origen humano.
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