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OBJETIVOS

General

Analizar genéticamente virus A/H1N1 pandémico resistente al oseltamivir para
detectar la mutacién H275Y en el gen de la neuraminidasa asociada con la

resistencia.

Particulares

1. Amplificar por PCR transcriptasa reversa (RT-PCR) un segmento del gen de
la neuraminidasa de los virus resistentes a oseltamivir aislados en Yucatan.

2. Analizar la secuencia genética en busca de la mutacion H275Y.
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RESUMEN

En abril de 2009 se hizo publico a nivel nacional la presencia de un virus de
influenza en humanos nunca antes descrito denominado virus de influenza
(A/H1N1). Dada la tasa de transmision del virus y su rapida dispersion a todos
los continentes del mundo, la Organizacion Mundial de la Salud declaré el
estatus de pandemia. El Estado de Yucatan, no fue la excepcion, al reportar
casos de infeccion humana con el virus pandémico; ocupé el segundo lugar en
el pais en casos reportados. Se sabe que el virus de la influenza ha
desarrollado resistencia a algunos antivirales, entre ellos el oseltamivir. Esta
resistencia se ha asociado con la mutacion H275Y en la proteina
neuraminidasa. Es importante el monitoreo del surgimiento de virus resistentes,
ya que esto permite generar terapias alternas. Por lo anterior, el objetivo de este
estudio es analizar genéticamente el virus A/H1N1 resistente a oseltamivir para
detectar esta mutacion. Para la realizacion de este trabajo se utilizaron virus
obtenidos de aislados clinicos resistentes a oseltamivir. Se amplificé un
segmento de aproximadamente 670 pb del gen de la neuraminidasa de 5
muestras por RT-PCR. Posteriormente, se secuenciaron para su analisis y la
busqueda de la mutacion. Las secuencias obtenidas se compararon con la del
virus de la Influenza A virus (A/Wisconsin/629-D01667/2009(H1N1)) que no
presenta la mutacion y con el de la |Influenza A virus
(A/Mexico/InNDRE797/2010(H1N1)) que la presenta. Al alinearlas y compararlas
se observo que ninguna de las secuencias obtenidas de los virus analizados
presenté la mutacion H275Y. Sin embargo, se encontraron otras mutaciones
cercanas al sitio activo de la enzima, los cuales podrian explicar la disminucién

de su susceptibilidad a oseltamivir.



INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad causada por un virus que se presenta
causando epidemias anuales y pandemias ocasionales, con intervalos de
tiempo irregulares (Martin y col., 2009). A mediados de Febrero de 2009, surge
en el municipio de La Gloria en el estado de Veracruz, México, una enfermedad
respiratoria tipo influenza. Posteriormente, a mediados de abril, se empiezan a
investigar por parte de la Secretaria de Salud un gran numero de casos de
neumonia y de enfermedad tipo influenza, esto se reporta a la Organizacion
Panamericana de Salud (PAHO), que pertenece a la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO) (Newmann y col., 2009), y en Estados Unidos el Centro de
Control de Enfermedades (CDC) identifica al virus influenza A/H1N1 de origen
porcino y en este mismo mes se detecta en Canada. La diseminacién es tan
rapida, debido a la transmisibilidad de persona a persona, que el dia 27 de
Abril, la WHO declara una alerta pandémica fase 4 para el virus Influenza
A/H1N1 (Dawood y col., 2009). A un mes de haberse reportado el primer caso
en México, 41 paises reportaban ya 11,034 casos presentandose asi la primera
pandemia del Siglo XXI, causada por un virus influenza.

El virus influenza A/H1N1 responsable de la pandemia de 2009, es un virus con
una conformacioén genética diferente a los que se encontraban en circulacion,
esto se debe a que este virus se genero por la combinacion de cuatro cepas de
virus influenza diferentes: la clasica porcina, la aviar norteamericana, la humana
H3N2 y la porcina euroasiatica (Garten y col., 2009; Newmann y col., 2009),
esto hace que el virus cumpla con una de las tres caracteristicas de un virus
para generar una pandemia, que es el hecho de ser una cepa nueva, contra la
cual la poblacion no tiene inmunidad, que pueda replicarse en humanos y la

mas importante, la capacidad de transmitirse de persona a persona. El virus



A/HI1N1 al igual que el de 1918, 1957 y 1968 al cumplir con estas
caracteristicas se convirtio en un virus pandémico (Vega y Reyes, 2007).

Dentro de las caracteristicas de un virus influenza A tenemos que es un virus
perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, con RNA de sentido negativo, tiene
un genoma de ocho segmentos, que codifican para doce proteinas; entre estas
tenemos a las responsables de la antigenicidad de este virus que son la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) (Jofré, 2007). La HA es la
encargada de la union a los receptores celulares y la NA juega un papel
importante en la liberacion de los viriones de la célula infectada, y esto lo hace

rompiendo las uniones entre el acido sialico y la HA (Newmann y col., 2009).

Actualmente se cuenta con dos tipos de tratamientos antivirales para los casos
de enfermedad por virus influenza, los amadantanos o inhibidores de la proteina
M2 vy los inhibidores de la neuraminidasa (INAs) (Moscona, 2005a). Los
amadantanos bloquean el canal iénico, que permite la liberacién del material
genético en la célula, con lo que evitan que se inicie la replicacion (Hayden,
2009), el uso de estos antivirales se ha visto limitado por la aparicion de cepas
de virus resistentes, entre estos el A/H1N1 responsable de la pandemia de
2009 (Newmann y col., 2009), por lo que para el tratamiento de este virus solo
se utilizan los inhibidores de la neuraminidasa: zanamivir y oseltamivir
(Democratis y col., 2006). Estos actuan uniéndose al sitio activo de la NA y de
esta manera evitan que esta actue liberando a los viriones y estos no puedan
colonizar el epitelio respiratorio (Democratis y col., 2006). Actualmente, se han
reportado un total de 566 casos de virus resistente al oseltamivir (WHO, 2011)
la resistencia al carboxilato de oseltamivir, esta asociado principalmente a una
mutacion en la posicion 275 en el sitio activo de la NA de histidina a tirosina
(Hayden, 2009); sin embargo, ahora se sabe que esta no es la unica mutacién

asociada a la resistencia. El presente trabajo tuvo como objetivo principal la



busqueda de la mutacidon H275Y en cepas de virus A/H1N1 resistentes a
oseltamivir aislados en Yucatan. Este trabajo formé parte de un proyecto mayor
financiado por CONACYT vy los resultados forman parte de un programa de

vigilancia epidemioldgica para el monitoreo de virus resistentes al oseltamivir.



ANTECEDENTES

Pandemia de Influenza en 2009

La influenza es una enfermedad causada por un virus, este puede ser de tres
tipos, A, By C. ElI B y C son exclusivamente de humanos, mientras que el virus
A puede infectar a humanos pero también a otros mamiferos incluso a algunas
aves (Martin y col., 2009). El virus A es el que presenta una mayor tasa de

mortalidad y es el que se relaciona con las pandemias (Newmann y col., 2009).

A través de la historia se han presentado brotes epidémicos anuales de
influenza y algunas pandemias ocasionales (Martin y col., 2009). Entre las
pandemias del siglo XX tenemos que en 1918 surge la pandemia de influenza
mas devastadora que infect6é cerca del 25% de la poblacién mundial y causé la
muerte de 50 millones de personas, este virus de origen aviar era del subtipo
H1N1 (Belshe, 2005); posteriormente, en 1957 surge la pandemia asiatica, el
virus responsable de alrededor de tres millones de muertes fue un virus del
subtipo H2NZ2; finalmente, el responsable de la conocida como gripe de Hong
Kong fue un virus H3N2, esto ocurrido entre 1968 y 1970. Debido a que las
pandemias anteriores se habian presentado con intervalos de 30 a 50 afios, se
esperaba que para principios del siglo XXI se presentara una nueva pandemia
(Martin y col., 2009).

En Febrero de 2009, en el municipio de La Gloria, Veracruz en México se
presenta el primer caso registrado de un nuevo brote de una enfermedad tipo
influenza, para principios del mes de Abril ya se tenian en el pais un gran
numero de casos, en los que en su mayoria se presentaba fiebre, tos, dolor de
garganta, en algunos diarrea y/o vomito; en los casos mas severos se
presentaba dificultad respiratoria, neumonia e incluso la muerte. El Centro de
Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos reporta el 15 de Abril
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en San Diego, California un caso en el que se identifica un virus similar al
reportado por la WHO. EI 21 de Abril la CDC informa de una nueva cepa de
virus influenza A/H1N1, a los dos dias que se identifica esta nueva cepa, el 23
de abril la Agencia de Salud Publica de Canada identifica un virus influenza de
origen porcino A/H1N1 en muestras recibidas de México, debido a esto, la WHO
el 24 de abril informa un nuevo brote de influenza, es solo 5 dias después el 29
de abril que entonces se declara una alerta pandémica de fase 5 (Dawood y
col., 2009). La proporcion de esta pandemia fue tal que para el dia 21 de mayo,
41 paises ya habian reportaron 11,034 casos y 85 muertes. En junio del mismo
afio, se declara la alerta pandémica de fase 6 y esta se mantiene durante
catorce meses. En agosto de 2010, la WHO declara el inicio de la fase
postpandémica con un recuento de mas de 18,000 muertos a nivel mundial
(Agencia noticiosa CNN, 2010).

La situacién en México muestra que para el 25 de Junio de 2009 se habian
reportado 9,028 casos en todo el pais y un total de 119 defunciones; los
estados del centro y sur de la republica fueron los que presentaron un mayor
numero de casos, siendo el Distrito Federal el mas afectado con 2,085 casos,
seguido por Yucatdan y Chiapas que presentaron 913 y 657 casos
respectivamente. Los sintomas mas frecuentes fueron: fiebre, tos, y dificultad
respiratoria (Secretaria de Salud, 2009). Se presentaron tres olas epidémicas
en el pais a lo largo del 2009, la primera fue la ola de primavera, que se
presento entre el 1 de Abril y el 20 de Mayo, la ola de verano se presento del 21
de Mayo al 1 de Agosto, y la ola de otofio del 2 de Agosto al 31 de Diciembre.
La distribucion de casos por estado correspondientes a cada una de estas, se

muestra en la figura 1.
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Figura 1. Distribucion de casos de influenza A/H1N1 en 2009. Presentados en

cada estado de la Republica correspondientes a cada una de las olas

presentadas, y al total de casos: La intensidad del color representa la cantidad

de casos presentados.
Fuente: Chowell y col., 2011



Virus Influenza

Es un virus RNA, perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, tiene un genoma
de 8 segmentos, que codifica para 12 proteinas (Bhoumik y Hughes, 2010),
algunos de los segmentos codifican para dos proteinas, es de polaridad
negativa, tiene envoltura, que es una bicapa lipidica tomada de la membrana
celular, en el exterior de la envoltura se encuentran las proteinas HA'y NA y en
el interior una capa formada por la proteina matriz, y mas internamente
encontramos la nucleocapside helicoidal formada por siete segmentos de RNA
en el caso de los virus C y ocho segmentos en los virus A y B; este virus es
pleomdérfico (Vega y Reyes, 2007), tiene un diametro que va de 50 a 120 nm, y
se divide en 3 tipos serologicamente diferentes, A, B y C (Martin y col., 2009)

(figura 2).

El virus influenza tipo B ocasiona enfermedades en el humano; el tipo C se ha
encontrado en humanos y en cerdos; pero el tipo A, que es el responsable de
todas las pandemias de las que se tenga registro, se ha logrado aislar en
cerdos, caballos, perros, aves acuaticas, aves de corral, humanos y otros
mamiferos (Talledo y Zumaeta, 2009). Esto le permite a este virus
recombinarse con facilidad y generar nuevas cepas, el cerdo es considerado el
principal huésped intermediario para que se lleve a cabo la diseminaciéon del
virus influenza interespecies, esto es debido a que posee receptores tanto para

los virus aviares como para los de mamiferos (Vaqué y col., 2009).

Los virus influenza A, son clasificados en subtipos dependiendo de las
proteinas HA y NA. Se han descrito 16 tipos de HA y 9 tipos de NA (Salomon y
Webster, 2009). En las aves acuaticas por coexistir los 16 tipos de HA y los 9
de NA pueden presentarse hasta 144 combinaciones. En humanos actualmente
sb6lo se encuentran en circulacion dos diferentes subtipos, H3N2, y H1N1
(Talledo y Zumaeta, 2009).



Virus Influenza

.u“*”iq
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Figura 2. Representacion esquematica del virus influenza. En donde se pueden
observar las proteinas de la superficie viral, asi como los segmentos del

genoma viral.

Fuente: Karlsson y col., 2008



Ademas de los antigenos de superficie, el genoma viral codifica para otras diez
proteinas, que son polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa basica 2 (PB2),
polimerasa acida (PA), proteina de la nucleocapside (NP), proteina de la matriz
1 (M1), proteina de la matriz 2 (M2); tanto M1 como M2 son codificadas por el
mismo segmento de RNA pero con diferente marco de lectura, lo mismo sucede
con la proteina no estructural 1 (NS1) y la proteina no estructural 2 (NS2)
(Rovid, 2009). La proteina PB1-F2, es una proteina proapoptética que se
presenta en algunas cepas de los virus influenza, se ha descubierto
recientemente la proteina N40, es una proteina no estructural de funcion

desconocida (Medina y Garcia, 2011).

Proteinas Virales

La tabla |, muestra las principales funciones de cada una de las proteinas

virales, estas son caracteristicas generales de todos los virus influenza A.

Virus Influenza A/H1N1 Humano de 2009

El virus A/HIN1 humano de 2009 se caracteriz6 por poseer un rearreglo
gendémico procedente de 4 lineas filogenéticas (Fraser y col., 2009) nunca antes
descrito en animales o humanos. El analisis genético de este virus y su
comparacién con secuencias de virus de animales y humano ya existentes,
permitié identificar claramente que este virus surgié de una serie de eventos y
recombinaciones entre segmentos de RNA provenientes de diferentes fuentes.

La figura 3, es un esquema que muestra el origen del virus A/H1N1.

El nuevo virus no presenta ninguna de las caracteristicas moleculares
conocidas que indiquen un aumento en la patogenicidad, asi que se desconoce
porque se produjo el salto entre especies y la facilidad de transmision entre
humanos, también se ha visto que vacunas para la influenza estacional
circulantes antes de la aparicién del nuevo virus tienen efectividad contra el
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Tabla I. Descripcion de la funcién de las proteinas de los virus influenza A.

Segmento

Funcién de la(s) proteina(s)

Abreviatura

Participa en la iniciacion de la transcripcion, se une al Cap-l de
los RNApre-m, es sefalado como responsable del clivaje
endonucleolitico de los RNA pre-m celulares.

PB2

Forma parte del complejo de la RNA polimerasa, y es la
encargada de la elongacion del RNAm viral sintetizado, asi como
también la elongacion del templado de RNA y de la sintesis de
RNA viral.

PB1

Se asocia con la replicacién del RNAv y se sabe que puede
producir protedlisis tanto de proteinas del huésped como virales.

PA

Es una glicoproteina que contiene de 2 a 3 sitios de glicosilacion,
forma homotrimeros durante su maduraciéon permite la adsorcién
viral a receptores celulares que contienen acido sialico; de esta
manera es introducido a la célula en una vesicula por endocitosis,
la posterior acidificacion de esta vesicula conlleva a un cambio en
la conformacion de la HA e induce la fusion del manto viral con la
membrana endocitica y la liberacién del contenido de la
membrana en el citoplasma. La HA tiene afinidad por ciertos
receptores dependiendo de su origen, es decir, la HA de virus
aviares se unen al acido sialico en la conformacion SAa2,3Gal,
mientras que los virus de influenza humanos se unen
preferencialmente al acido sidlico ligado a galactosa en uniones
SA02,6Gal. La tasa de mutacion de esta proteina es muy alta de
alrededor de una sustitucién de bases por cada generacion viral

HA

Se asocia al RNA viral y a las polimerasas formando la
nucleocapside helicoidal, ademas junto a la proteina M1 forma el
antigeno profundo que permita clasificar a los virus influenza en
tipoA,Bo C

NP

Es una sialidasa que cataliza las uniones glicosidicas con el acido
sialico, accién que interviene en la liberacién de viriones fuera de
las células infectadas y previene la agregacion de los mismos,
esto es mediado por el sitio catalitico que se encuentra en la
cabeza de la enzima. La NA se encuentra formando un
homotetramero, y tiene regiones altamente conservadas en su
sitio activo con respecto a otros virus A y B, no se encuentran en
todo el virién, sino concentrados en parches de la envoltura,
rompe los enlaces de acido N-acetil-neuraminico del mucus para
que el virus pueda establecerse en el aparato respiratorio
superior, y se encuentra en una cantidad 4 veces menor a la HA,
y al igual que esta la NA se asocia con la patogenicidad viral

NA

10




Tabla I. Descripcion de la funcion de las proteinas de los virus influenza A.

(Continuacion)

Segmento Funcion de la(s) proteina(s) Abreviatura

La proteina M1 forma la matriz, es la proteina mas abundante en
7 el virion, la proteina M2 actua como un canal iénico que mantiene M1, M2
estable el pH en el endosoma

Estas dos proteinas no se detectan en el virion pero si se
presentan en altas concentraciones en las células infectadas, la
8 NS1 es un inmunomodulador, inhibe el interferén de tipo |, la NS2 NS1, NS2
junto con la M1 estd implicada en la exportacion de las
ribonucleoproteinas genémicas, también se le conoce como NEP

(Luchsinger, 2009; Webster y col., 1992; Gulsah y col., 2008; Salomén y col., 2009; Fodor y col., 2002;
Akarsu y col., 2003; Ma y col., 2001; Plotkin y col., 2002; Kawaoka, 2006; Newmann y col., 2009; Talledo y
Zumaeta, 2009; Vega y Reyes, 2007; Liy col., 2010; Banks y col., 2001; Garten y col., 2009).
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H1N1 Porcino Aviar H3N2 Humano Porcino
Euroasiatico

Clasico Norteamericana

H3N2 Porcino
Norteamericano
Linaje de los segmentos genicos
del virus influenza A/H1N1
) humano de 2009.
H1N2 Porcino
Norteamericano NA: Porcino Euroasiatico
M: Porcino Euroasiatico
HA: Porcino Norteamericano
NP: Porcino Norteamericano
NS: Porcino Norteamericano
PB1: Humano
PB2: Avar
H1N1 Humano PA: Aviar

Figura 3. Esquema de la recombinacion viral para la generacion del virus
influenza A/H1N1 humano de 2009.

Fuente: Adaptado de Neumann y col., 2009.
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mismo, esto se debe a que se produce una inmunidad cruzada ya que hay
dominios en la HA que se encuentran muy conservados (Wrammert y col.,
2011).

El surgimiento de este nuevo virus pudo deberse al comercio de cerdos vivos,
entre Europa y Estados Unidos, esto pudo propiciar la mezcla de algunos virus
y el rearreglo de los mismos para el surgimiento de esta cepa, los virus
pandémicos del siglo XX se originaron en humanos o en cerdos (Smith y col.,
2009). El cerdo en las células epiteliales de su traquea tiene receptores tanto
para los virus humanos como para los virus aviares, por lo que proporciona una

buena oportunidad para la recombinaciéon (Newmann y col., 2009).

Tratamiento y Prevencién

Para la prevencion de la influenza se utiliza la vacunacion como método
primario. La vacuna se elabora con virus inactivados, las vacunas normalmente
contienen HAs de tres tipos: dos de virus A y una de B. Los virus se cultivan en
huevos y posteriormente se purifican y se inactivan haciendo que pierdan su
infectividad (Newmann y col.,, 2009), las vacunas pueden cambiar
periodicamente dependiendo de los virus que se presenten una region (Rovid,
2009), por lo que la vacunacion debe ser anual, la elaboracion de una vacuna

para un virus emergente tarda de 3 a 6 meses (Bridges y col., 2002).

Una vez que la enfermedad se presenta se cuenta con dos tipos de drogas
antivirales, los amadantanos y los inhibidores de la neuraminidasa (Dawood vy
col., 2009). Dentro de los adamantanos estan la amantadina y la rimantadina
que bloquean el canal i6nico formado por la proteina M2, y de esta manera
evitan el paso de iones hidrogeno a la vesicula endocitica, la acidificacion es
necesaria para se lleve a cabo la disociacion de la proteina M1 y la liberacion

del complejo ribonucleoproteico (Pifidn y col., 2005). Sin embargo, el uso de los
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amadantanos se ha restringido debido a que tienen algunos efectos toxicos, no
tienen efectividad contra los virus de influenza B y la mayor parte de los virus
humanos H1N1, H3N2, también los virus aviares H5N1, y los porcinos H1N1,
H3N2 y H1N2, al igual que el A/H1N1 de 2009, han generado resistencia a este
tipo de antivirales (Bridges y col., 2002).

Inhibidores de la Neuraminidasa

Los inhibidores de la neuraminidasa son el zanamivir y el oseltamivir, debido a
que la neuraminidasa tiene la funcion de cortar las uniones del acido sialico y la
hemaglutinina, estas drogas se mimetizan con el sustrato e interfieren con la
liberacion de la progenie viral (Gubareva, 2004), y de esta manera evitan que
los viriones puedan invadir nuevas células, previenen la digestion del acido
neuraminico del mucus y reduce la habilidad del virus de colonizar el epitelio
respiratorio (Democratis y col., 2006); a diferencia de los amadantanos los
inhibidores de la neuraminidasa son poco téxicos y el desarrollo de resistencia
es lento, el zanamivir es un derivado deshidratado del acido sialico, este
antiviral debe inhalarse, y el oseltamivir es un profarmaco oral del carboxilato de
oseltamivir que es el compuesto activo, contiene en su estructura un anillo
ciclohexano y se utiliza por via oral (Moscona, 2005a). En la figura 4, se
observan las similitudes estructurales de los inhibidores de la neuraminidasa

con el acido sialico.

El zanamivir tiene una biovariabilidad de 10% a 20%, es decir que del total de la
dosis, del 10 al 20% se va a al sistema circulatorio; el 90% de la dosis inhalada
es eliminada en la orina, la vida media en suero es de 2.5 a 5.1 horas, la dosis
es de 10 mg dos veces al dia por 5 dias iniciando dentro de las 48 horas de
presentarse sintomas, las dosis para nifios son las mismas (Tanaka y col.,

2009), como efectos adversos se ha relacionado con broncoespasmos
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Figura 4. Estructuras del acido sialico y los inhibidores de la neuraminidasa,

zanamivir y oseltamivir.
Fuente: Adapatado de Das y col., 2010.
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(Democratis y col., 2006), por lo que normalmente es utilizado como segunda

opcién de tratamiento.

El oseltamivir, es hidrolizado por el higado a carboxilato de oseltamivir, la
biovariabilidad de este es del 2%, tiene una vida media de 6 a 10 horas, la dosis
en adultos es de 75 mg tomados dos veces al dia por 5 dias; en nifios la dosis
es de 2 mg/kg dos veces al dia por 5 dias (Tanaka y col., 2009). Como efectos
adversos se observa leve incomodidad intestinal; este antiviral es utilizado
como primera opcion de tratamiento de influenza, esto puede contribuir a la
resistencia que ha sido reportada, mientras que la resistencia para zanamivir se
ha presentado en menor cantidad, la resistencia a los antivirales se genera por

mutaciones que se presentan en el virus influenza (Democratis y col., 2006).

Mutaciones Asociadas con la Resistencia a Oseltamivir

Todas las variantes resistentes a oseltamvir de los virus influenza contienen
mutaciones especificas en la neuraminidasa que le permiten la sobreviviencia
del virus pero que no inactiva la funcion de la enzima, para la unién de
oseltamivir a la neurminidasa esta ultima tiene que rearreglarse formando una
cavidad, mientras que para la unidn de zanamivir no se requiere ninguna
modificacion en la estructura de la proteina, este puede ser un factor del por
qué se ha desarrollado una mayor resistencia a oseltamivir, ya que algunas
mutaciones evitan el rearreglo proteico disminuyendo la capacidad de unién. La
mutacion E276 debe rotar y unirse con R224 para la formacion de la cavidad,
pero se ha visto que las mutaciones R292K, N294S y H274Y inhiben esta
rotacion y evitan la formaciéon. Por otro lado, la mutacién E119V es una
mutacion que confiere resistencia a oseltamivir y que no esta implicada en la

formacion de la cavidad (Moscona, 2005b).
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La mutacion H274Y llamada asi cuando se presenta en la N2, es conocida
como H275Y en la N1, es la que se ha relacionado principalmente con la
resistencia a oseltamivir (Hauge y col.,, 2009). Se ha observado que esta
mutacion reduce la capacidad de replicacion y transmision eficiente del virus,
esta mutacion se habia encontrado en virus europeos que estuvieron circulando
en 2007 y 2008 (Carr y col., 2008), y en algunos casos del virus A/H1N1 de
2009 se ha reportado resistencia (Memoli y col., 2010), y esta en su mayoria se
ha debido a la mutacién H275Y (Wang y col., 2010), aun asi esta resistencia ha

sido muy limitada y el virus se sigue considerando susceptible a oseltamivir.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Muestras

Los aislamientos virales fueron proporcionados amablemente por la Dra.
Guadalupe Ayora Talavera del Laboratorio de Virologia del Centro de
Investigaciones de la Universidad Autonoma de Yucatan. Los virus fueron
aislados en cultivo de la linea celular MDCK. Estos fueron identificados como
virus A/[H1N1 pandémico (2009), que se aislaron de pacientes de Centros de
Salud de Yucatan. La resistencia al antiviral se determiné a través de un ensayo
fenotipico que utiliza MU-NANA como sustrato, descrito por (Potier y col., 1979),
con las modificaciones respectivas de acuerdo al protocolo utilizado por el CDC
en Atlanta. Para la determinacién de la resistencia al oseltamivir también se
utilizé un ensayo quimioluminiscente, utilizando el kit NA-Star de Applied
Biosystems. En total, se recibieron 7 aislamientos virales los cuales fueron

identificados por cuestiones practicas con la numeracion del 1 al 7.

Inactivacion de las Muestras

Al recibir las muestras, estas se inactivaron de acuerdo a la metodologia
utilizada por (Chan en 2006). Se trabajo en condiciones de bioseguridad I, en
campana de flujo laminar BSC Il AC (LABCONCO), en las instalaciones del
Laboratorio de Inmunologia del Centro de Investigacion en Alimentos y
Desarrollo, A.C. (CIAD). En un tubo Eppendorf se agregaron 560 pl de solucién
amortiguadora de lisis AVL, se adicionaron 140 ul de la muestra, se mezclaron
y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Lo anteriormente descrito

se hizo en una campana de seguridad nivel 2, para las 7 muestras.
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Extraccion de RNA

Para la extraccion de ARN se utilizé6 una columna de QlAamp de extraccion de
ARN de QIAGEN siguiendo las especificaciones del proveedor hasta
resuspenderlo en 60 pl de solucion amortiguadora AVE. Finalmente el ARN se

almacend a -70°C hasta su uso.

Preparacion de Mezclas para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utilizo el sistema One Step RT-PCR kit de QIAGEN, siguiendo las
recomendaciones del fabricante para preparar la mezcla de reaccion, se
agregaron 5 ul de solucion amortiguadora 5X, 0.8 pl de dNTP, 1.25 ul de MgCly,
1 ul de iniciador Na-O Fw, 1 pl de iniciador Na-1452 Rv, 1 yl de la mezcla
enzimatica, 31.95 pl de agua y 8 pl de la muestra, que fue el RNA que se
obtuvo en el paso anterior, la amplificacion se llevé a cabo en el termociclador
(TECHNE), las condiciones de PCR fueron las siguientes, 94°C por 3 min, 35
ciclos a 94°C por 30 s, 55°C 30 s, y 72°C por 1 min, con una extension final a
72°C por 10 min. Una vez que se logré la amplificacion del gen completo con el
producto de PCR se realizé6 un PCR anidado. Para la mezcla de reaccion se
agregaron 10 pl de solucion amortiguadora 5X, 0.8 yl de DNTP, 1.25 ul de
MgClz, 1 pl de iniciador Na-726 Fw, 1 ul de iniciador Na-1452 Rv, 2 ul de la
mezcla enzimatica, 31.95 yl de agua y 2 yl de la muestra, que fue el DNA

obtenido de la amplificacion anterior.

Visualizacion de los Productos de la PCR

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, empleando “sybersafe”
para identificar los productos de PCR. Se utilizaron 10 ul del producto de PCR,
tanto el del gen completo de NA como el del PCR anidado, con su respectivo
marcador de pares de bases (pb). Debido a que la mutacion asociada a la

resistencia al antiviral se encuentra en la posicion 275 del gen NA, unicamente
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se utilizaron los primers 726 Fw-1452 Rv que amplificarian un fragmento de
aproximadamente 700 pb, correspondiente a la region que incluyese el

nucledétido 842 donde se encuentra la mutacidon antes mencionada.

Purificacion de DNA

La purificacion se llevd a cabo de acuerdo a las especificaciones de la marca
comercial lllustra GFX de General Electrics, de acuerdo a las especificaciones
de la marca comercial. Se envio el producto purificado en alicuotas de 10 pl al
Genetic Analysis and Technology Core de la Universidad de Arizona para su

secuenciacion, empleando los iniciadores descritos por la (WHO, 2009).

Analisis Genéticos

Una vez obtenidas las secuencias de los productos de PCR se analizaron
utilizando el programa Chromas Lite. Posteriormente, se analizaron en el
programa Nucleotide Blast de la pagina del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI) para alinearlos y confirmar que la secuencia
correspondia al segmento 726-1452 del gen de la NA del virus influenza
AH1N1. Posteriormente a la alineacion se realiz6 la deducciéon de aminoacidos
de las secuencias que si se alinearon, esto se hizo utilizando la herramienta en
linea Expasy proporcionada por el Instituto Suizo de Bioinformatica. Con la
secuencia de aminoacidos se realiz6 un alineamiento con las secuencias de
aminoacidos de un virus resistente que fue el Influenza A \virus
(A/Mexico/InNDRE797/2010(H1N1)) con clave de acceso en el Genbank de NCBI
CY057074 y un virus susceptible Influenza A virus: A/Wisconsin/629-
D01667/2009(H1N1) neuraminidase (NA) gene, complete cds con clave de
acceso en el Genbank del NCBI CY090042. El alineamiento se realizd con el
programa Bioedit. Mediante esta alineacion se logré identificar la posicion 275 y
analizar si se encontraba la mutacion H275Y en la neuraminidasa de los virus

analizados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré la amplificacion del gen completo de la NA de las 7 muestras
recibidas, esto se observa en la figura 5, en donde se pueden apreciar las
bandas que corresponden al producto de PCR utilizando los iniciadores NA-0
Fw y NA-1452 Rv, para cada una de las muestras recibidas. Las bandas
presentaron un tamafo aproximado a 1400 pb, lo que nos indica que la primera

amplificacion se realizé correctamente.

Posteriormente, se realizé un PCR anidado del producto anterior para amplificar
el segmento de DNA que incluyera el sitio de la mutacién H275Y esto se

muestra en la figura 6.

Con excepcion de las muestras 6 y 7, cuyo producto resulto insuficiente para
estda amplificacién, unicamente se continu6é trabajando con las primeras 5
muestras. El resultado del PCR anidado se sefiala en la figura 5, en donde se
observan bandas de aproximadamente 700 pb para cada una de las 5

muestras.

El resultado obtenido de la secuenciacion de 4 de las 5 muestras enviadas a los
GATC de la Universidad de Arizona, se presenta en la tabla Il, la secuencia
correspondiente a la muestra 4, no se encontraba en buenas condiciones y por
tanto no se considerd para el analisis de los resultados. La secuencia de
nucledtidos de la muestra 1 tuvo una extension de 692 pb, la de la muestra 2
fue de 462 pb, la de la muestra 3 fue de 676 pb, la de la muestra 5 fue de 672
pb.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% con el producto de PCR
utilizando los iniciadores NA-O Fw y NA-1452 Rv. En el carril 1 se encuentra el
marcador de pares de bases, en el carril 2 el amplicén de la muestra 1, en el
carril 3 el amplicén de la muestra 2, en el carril 4 el amplicén de la muestra 3,
en el carril 5 el amplicdn de la muestra 4, en el carril 6 el amplicén de la muestra
5, en el carril 7 el amplicon de la muestra 6, en el carril 8 el amplicon de la

muestra 7, en el carril 9 el control negativo.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% con el producto de PCR
anidado utilizando los iniciadores NA-726 Fw y NA-1452 Rv. En el carril 1 se
encuentra el marcador de pares de bases, en el carril 2 el amplicén de la
muestra 1, en el carril 3 el amplicén de la muestra 2, en el carril 4 el amplicon
de la muestra 3, en el carril 5 el amplicon de la muestra 4, en el carril 6 el

amplicon de la muestra 5.
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Tabla ll. Secuencias de nucledtidos del gen de NA, obtenidas de cada muestra,

amplificando con los iniciadores NA-726 Fw y NA-1452 Rv.

Muestra

Secuencia de Nucledtidos

ATCCTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATG
CCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGA
AATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTG
GGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGT
GGGATTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGT
GGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCA
AATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAG
AAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGGACAGA
CAATAAATTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCA
GGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTGGAT
TGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGATCCAAA
GAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTA
AACAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCA
TTTACCATTGACAAGTAATTTGTTCAAAAAACTCCTTGTTTCTACTGGTC
ATAGCTGTTTCC

CACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTAATG
GAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTG
GATAGGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAGATGATT
TGGGATCCGAACGGATGGACTGGGACAGACAATAACTTCTCAATAAAG
CAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTT
GTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTGGATTGTATAAGACCTTGCTTCT
GGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTA
GCGGGAGCAGCGTATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGTGGGTT
GGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAATT
TGTTCAAAAAACTCCTTGTTTCTACTGGTCATAGCTGTTTCCTGA

ATCTTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATG
CCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGA
AATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTG
GGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGT
GGGATTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGT
GGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCA
AATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAG
AAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGGACAGA
CAATAAATTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCA
GGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTGGAT
TGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGATCCAAA
GAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTA
AACAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCA
TTTACCATTGACAAGTAATTTGTTCAAAAAACTCCTTGTTTCTACTGGTC
ATAGCTGTTTCC
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Tabla ll. Secuencias de nucledtidos del gen de NA, obtenidas de cada muestra,

amplificando con los iniciadores NA-726 Fw y NA-1452 Rv. (Continuacion)

Muestra

Secuencia de Nucledtidos

GGATTCTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAA
TGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGT
GAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCG
TGGGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCACATAGGATACATATGCA
TTGGGGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTT
GTGGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATT
CAAATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCA
AGAAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGGACA
GACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATTGTAGGAATAAATGAGTGGT
CAGGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTGG
ATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAA
AGAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGT
AAACAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCC
ATTTATCATTGACAAGTAATTTGTTCAAAAAACTCCTTGTTTCTACTGGT
CATAGCTGTTTCCT
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La busqueda de la mutacion H275Y requeria analizar la secuencia de
aminoacidos, por lo que las secuencias de nucledtidos obtenida se tradujeron a

su correspondiente secuencia de aminoacidos como se observa en la tabla lll.

La alineacion de las secuencias de aminoacidos de cada muestra con la de un
virus susceptible a oseltamivir y con la de un virus resistente a este antiviral,
realizada con el programa Bioedit, nos muestra que ninguna de las muestras
presentd la mutacion H275Y, la posicidon de la mutacién se esquematiza en la

figura 7.

Existen otras mutaciones que se asocian con la resistencia a los inhibidores de
la NA, aunque la H275Y sigue siendo la que se presenta mayormente. Le y col.
en 2008, reportaron una mutacién en la posicion 117 en la que se cambia una
isoleucina por una valina (1117V), y que confiere una reduccion en la
susceptibilidad al oseltamivir. Otros trabajos también han reportado la presencia
de mutaciones en la posicion Q313R y 1427T relacionadas con la resistencia a
oseltamivir en ausencia de la mutacion H275Y (Gubareva y col. en 2010). Asi
mismo, Rousset y col. en 2010 reportaron la presencia de un cambio de una
isoleucina por una arginina en la posicion 223 de la proteina NA (1223R),
confiriendo resistencia tanto a oseltamivir como a zanamivir. De igual manera,
otras dos mutaciones reportadas que han sido asociadas a la resistencia a
oseltamivir son la D151V y la D197E (Okomo y col. en 2010).

A pesar de que no se detecté en ninguna de las muestras la mutacion H275Y,
debido a que se han descrito otras mutaciones asociadas con la resistencia al
antiviral, se traté de identificar alguna otra mutacion que pudiese estar asociada
a la resistencia. Sin embargo, del fragmento amplificado uUnicamente se

detectaron las mutaciones que se muestran en la tabla IV.
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Tabla lll. Secuencia de aminoacidos de la proteina neuraminidasa.

Muestra

Secuencia de aminoacidos

ILRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNRPW
VSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFK
YGNGVWIGRTKSISSRNGFEMIWDPNGWTGTDNKFSIKQDIVGINEWSG
YSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRSKENTIWTSGSSISFCGVNSD
TVGWSWPDGAELPFTIDK-FVQKTPCFY

RPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRNGFEMI
WDPNGWTGTDNNFSIKQDIVGINEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFW
VELIRGRPKENTIWTSGSSVSFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK-
FVQKTPCFY

IFRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNRPW
VSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFK
YGNGVWIGRTKSISSRNGFEMIWDPNGWTGTDNKFSIKQDIVGINEWSG
YSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRSKENTIWTSGSSISFCGVNSD
TVGWSWPDGAELPFTIDK-FVQKTPCFY

RIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNRPWVS
FNQNLEYHIGYICIGVFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYG
NGVWIGRTKSISSRNGFEMIWDPNGWTGTDNNFSIKQDIVGINEWSGYS
GSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRPKENTIWTSGSSISFCGVNSDTV
GWSWPDGAELPFIIDK-FVQKTPCFY
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Figura 7. Alineacién de aminoacidos con un virus resistente y un virus

susceptible con las muestras analizadas. La posicion 275 esta marcada con un
circulo rojo.
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Tabla IV. Mutaciones

analizadas.

detectadas en el gen de la NA de las muestras

Muestra

Mutacién con respecto al virus resistente

F256L
N386K
P431S
1466T

1443V
1466T

N386K
1466 T

Q311H
S3171
1319V
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Es importante mencionar que el analisis fenotipico utilizando el sustrato MU-
NANA o el ensayo quimioluminiscente, que se realizd previamente en las
muestras, indicé que aquellas identificadas como 1 y 3 tenian valores de
concentracion inhibitoria del 50% (ICso) hasta 4 veces el valor del IC5y del virus
susceptible. Considerandolas asi como virus con susceptibilidad reducida al

antiviral.

En este estudio, no se encontré ninguna de las mutaciones previamente
reportadas que se han asociado con la resistencia a oseltamivir, pero se
encontraron otras mutaciones como la N386K, que se presenta en dos de las
cuatro secuencias analizadas. Asi mismo, la mutacion [466T que comparten las
muestras 1, 2 y 3, también se presenta en el virus susceptible. Por otro lado, las
mutaciones F256L, P431S, 1443V, Q311H, S3171, 1319V, solo se detectaron

una vez en cualquiera de las muestras.

Una observacion que se ha hecho por otros autores (Rousset y col. en 2010;
Gubareva y col. 2010), y que se comparten en este trabajo, es que algunas de
las muestras analizadas en este estudio presentan el cambio de una isoleucina
por algun otro aminoacido. Lo que pareciese indicar que el aminoacido
isoleucina es facilmente intercambiable en la secuencia de aminoacidos del gen
de la NA. Para resumir lo antes descrito, en la tabla V se sefalan las
mutaciones diferentes a H275Y que se han reportado en otros trabajos

asociadas a la resistencia y las mutaciones que se encontraron en este estudio.

El sitio catalitico de la enzima neuraminidasa esta conformado por los residuos
R118, D151, R152, R224, E276, R292, R371, Y406, y la interacciéon con el
sustrato esta determinado por los residuos E119, R156, W178, S179, D/N198,
1222, E227, H274, E277, N294, E425, como se muestra en la figura 8 (Yen y

col., 2006). Todas las mutaciones que se encontraron en las muestras
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Tabla V. Listado de mutaciones, en donde se presentan las mutaciones que ya
se han reportado y que se asocian a la resistencia y las que se detectaron en

este estudio.

Mutaciones encontradas en la NA, en el .

. , Mutaciones reportadas que se han

presente estudio que podrian estar . . .

) . . asociado a la resistencia
relacionadas con la resistencia.

F256L 1117V (Le y col., 2008)
N386 K Q313R (Rousset y col., 2010)
P431S 1427T (Rousset y col., 2010)
1443V 1223R (Okomo y col., 2010)
Q311H
S3171
1319V
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Figura 8. Sitio activo de la neuraminidasa (NA). En esta imagen se observan
los aminoacidos que se encuentran en el sitio activo interaccionando con el

sustrato.
Fuente: Yen y col., 2006.
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analizadas, estan cerca del sitio activo y de los aminoacidos que interactuan

con el sustrato.
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CONCLUSIONES

Al analizar las secuencias de los virus A/H1N1 pandémicos analizadas en este
trabajo mostraron que ninguna de ellas presenté la mutaciéon H275Y, por lo que
la resistencia al oseltamivir en estos casos particulares no se debe a esta

mutacion.

La resistencia que presentan los virus analizados puede deberse a alguna

mutacion en una posicion diferente a la 275 dentro de la proteina NA.

Se detectaron otras mutaciones, todas las mutaciones que se encontraron en
las muestras analizadas, estan cerca del sitio activo y de los aminoacidos que
interactuan con el sustrato. Esto podria explicar la resistencia presentada por
las muestras analizadas. Sin embargo, para poder atribuir completamente la
resistencia a las mutaciones identificadas se requiere el analisis completo del

gen NA de cada una de los virus analizados en este estudio.
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