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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas son causa importante de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo siendo los nifios menores de cinco afos los mas afectados. Entre los
agentes que causan estas infecciones se encuentran bacterias y virus, siendo estos
ultimos su principal causa. El virus de influenza A es de los virus de mayor
importancia debido a que causa enfermedades graves en tres a cinco millones de
personas y entre 250,000 y 500,000 muertes por afio a nivel mundial. La reciente
pandemia causada por el virus de influenza A (HIN1) 2009 representd un grave
problema de salud publica en México y el mundo. Es por tal motivo que nuestro
objetivo principal fue definir las caracteristicas epidemiologicas, viroldgicas y
gendmicas de cepas de la nueva variante pandémica del virus de influenza A (HIN1).
Nuestro estudio nos permitid inferir la fecha de aparicion del ancestro comun mas
reciente de la cepa alrededor del 8 de julio del 2008. Adicionalmente encontramos que
la tasa de mutacion global es mucho menor que la reportada anteriormente para esta
cepa. Entre las 10 cepas estudiadas no encontramos la presencia de mutaciones asociadas a
resistencia a oseltamivir. No obstante, nuestro analisis permitio identificar la existencia de
eventos recombinatoriales entre cepas de influenza con distintos origenes geograficos e
incluso hospederos Lo cual brinda mas informacion sobre la evolucién y el origen de esta

cepa pandémica.



INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAS) son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Para nifios menores de cinco afos son la
segunda causa de muerte en el mundo y en México son la tercera causa de mortalidad
(Rudan et al., 2004; SSA, 2009). En México la tasa de mortalidad por IRAS en el 2005 fue
de 18.8 por 100,000 habitantes incluyendo aquellas causadas por influenza y neumonia.
Los niflos menores de 5 afios son los mas afectados por estos padecimientos; en el afio 2005
la tasa de mortalidad por IRAS a nivel nacional fue de 33.5 por 100,000 habitantes (SSA,
2008).

Entre los agentes que causan IRAS se incluye, entre otros, a las bacterias y a los virus.
Estos ultimos son la principal causa de estas infecciones ya que tienen la capacidad de
infectar y de replicarse en el epitelio respiratorio con mucha facilidad. Entre los virus que
causan IRAS mads frecuentes se encuentran los virus parainfluenza 1-4, rinovirus, virus
sincicial respiratorio y virus de la influenza A y B (Bellos et al., 2010; Maffey, 2008). Los
virus de influenza se consideran los de mayor relevancia para la salud publica puesto que la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha declarado que durante las epidemias anuales
de influenza éstos afectan entre el 5 y el 15% de la poblacion; ademads, hay de tres a cinco
millones de casos graves y entre 250,000 y 500,000 muertes por afio a nivel mundial
(Taubenberger et al., 2010; Thompson et al., 2003).

Los influenzavirus pertenecen a la familia Orthomyxoviridae que se ubican en el Grupo V
segun la clasificacion de Baltimore (Baltimore, 1971). Su genoma se encuentra compuesto
por ocho segmentos de RNA monocatenario de sentido negativo. Cada segmento del
genoma codifica para una proteina especifica, excepto los segmentos 2(PB1), 7(MP) y

8(NS) que poseen marcos de lectura alternativos para codificar cada uno a dos proteinas



estructural y funcionalmente distintas (Viruses, 2006; Brown, 2000; Conenello, 2007;
Swedish, 2010).

Una de las caracteristicas principales de los virus de influenza es que tienen una gran
diversidad debido a la gran cantidad de hospederos en los que circula el virus. Los virus de
influenza A se clasifican de acuerdo a las proteinas de superficie,, en 16 subtipos segun la
hemaglutinina (HA) y 9 subtipos de acuerdo a la neuraminidasa (NA). Los subtipos que
afectan al humano son los H1, H2, H3, N1 y N2 (Nicholson et al., 2003). Por otro lado
existe variabilidad genética entre los mismos subtipos, generada por dos mecanismos: drift
y shift antigénico. La deriva o “drift” antigénico es un cambio menor en los antigenos de
superficie que resulta de la acumulacion de mutaciones puntuales. Estos cambios
contribuyen a la aparicion de nuevas cepas responsables de epidemias anuales estacionales
de influenza. EIl drift antigénico resulta en variantes virales para las cuales hay proteccion
incompleta en la poblacion debido a su exposicion previa a virus similares. En cambio el
desplazamiento antigénico o “shift” antigénico es una modificacién mayor en uno o ambos
antigenos de superficie (HA o NA) que ocurre a intervalos variables. Estos cambios se
deben a un re-arreglo de fragmentos gendémicos entre diferentes virus de influenza tanto
humanos como de otras especies. Un desplazamiento antigénico puede ocasionar una
pandemia si el virus se transmite en forma eficiente de persona a persona (Al Hajjar et al.,
2010; Arias et al., 2009). El re-arreglo de genes ocurre comunmente en los cerdos, puesto
que a diferencia de otros hospederos, los cerdos tienen la capacidad de hospedar a virus de
influenza aviar, porcina y humana. Esta susceptibilidad a la infeccion por distintas cepas de
influenza se debe a la presencia del receptor de acido sidlico tanto en posicion o2,3
(empleado por el virus aviar) como en posicion 02,6 (empleado por el virus humano)

(Salomon et al., 2009).



En el mes de abril del 2009 se identifico una nueva variante del virus de influenza como
causa de infeccion respiratoria en el humano; la nueva variante del virus de influenza se
extendid por todo el mundo en muy poco tiempo (Boelle et al., 2009; Fraser et al., 2009).
Este nuevo virus, a diferencia del virus de influenza estacional, causé infecciones atipicas y
severas en adultos jovenes. Debido a que el virus se trasmitio facilmente de persona a
persona, de su rapida diseminacién de un pais a otro de la misma region y a que
ulteriormente circul6 en todo el mundo, en junio del 2009 la OMS elevé el nivel de alerta
pandémica de influenza de fase 5 a 6, designandola como la primera pandemia de influenza
del siglo XXI. A la fecha este nuevo virus se ha propagado en mas de 214 paises, causando
al menos 18,366 muertes confirmadas (WHO, 2009). Cabe mencionar que México fue el
primer pais en donde se registrd la diseminacion extendida de este nuevo virus, siendo San
Luis Potosi uno de los estados en donde el virus fue identificado inicialmente. Debido a
esto nos hemos propuesto definir las caracteristicas epidemioldgicas, viroldgicas y
genomicas de cepas de la nueva variante del virus de influenza A (HINT1) responsable de la

epidemia de infecciones respiratorias ocurrida en la ciudad de San Luis Potosi.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Las muestras fueron tomadas de pacientes con sospecha de infeccion por virus
de influenza obtenidas a través del sistema de vigilancia de infecciones respiratorias del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” y del Laboratorio de Virologia de la UASLP
en la ciudad de San Luis Potosi (n=706). Estas muestras corresponden a secreciones
respiratorias del tracto respiratorio (exudado faringeo, exudado nasofaringeo y lavado
nasofaringeo) de pacientes con infeccion respiratoria aguda. Una vez obtenidas, las

muestras fueron transportadas al laboratorio de Virologia de la UASLP, a 4°C en solucion



salina isoténica o en medio de transporte viral; al llegar al laboratorio se les agregd
solucion de antibidticos y fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

Extraccion de RNA viral. E1 RNA viral fue extraido empleando reactivos comerciales
(High Pure Viral RNA Kit; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y almacenado posteriormente a —80°C.

Sintesis de cDNA. El RNA extraido se sometid a transcripcion inversa (RT) empleando 2
uL de RNA, 2.25 uM del oligonucledtido UniFlu-RT (5-AGG-AAA-AGC-AGG-3") y 50
Ul totales de la transcriptasa inversa M-MuLV a un volumen final de 10 pL sometiéndola a
un ciclo de 60 minutos a 38°C (Hoffmann et al., 2001). El cDNA obtenido se almaceno a -
80°C.

Deteccion de influenza A (HIN1) pandémica. La técnica utilizada para la deteccion de
influenza A (HIN1) es una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada que hace
uso de oligonucledtidos previamente descritos (Gomez-Gomez et al., 2009). Para la primera
PCR, se tomaron 2 pL de cDNA previamente sintetizado como se mostré anteriormente,
1.6 uM de los oligonucledtidos SWNS-F 5'-ATG-GAC-TCC-AAC-ACC-3" y SWNS-R 5'-
TTA-AAT-AAG-CTG-AAA-CGA-G-3’, 0.05 UI totales de Taq (Vivantis Technologies
Sdn Bhd Selangor D., Malaysia), 200 uM de dNTP’s y 1.5 mM de MgCl,, llevados a un
volumen final de 10 pL. Se utiliz6 el siguiente programa de termociclaje: una
desnaturalizacién inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C por 20
segundos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 90 segundos, seguidos de una extension final
de 72°C por 5 minutos. El producto de la primera PCR se diluy6 1:1 empleando 1 uL de
esta dilucion para la 2nda PCR utilizando los siguientes oligonucleotidos: Swl1-F 5°-CTT-
GAA-AGA-GGA-ATC-GAG-CG-3" y Sw1-R 5'-GTC-TCC-CAT-TCT-CAT-CAC-AGT-

3" a una concentraciéon de 800 nM; el resto de los componentes de la mezcla de reaccion



fueron los mismos antes mencionados a excepcion de que la concentracion del MgCl, fue
de 1 mM. La 2nda PCR genera un amplicon de 429 bp. Las condiciones de termociclaje
fueron las mismas que en la primera PCR a excepcion de que se aumentd el nimero de
ciclos a 40. Los productos de amplificacion de la segunda PCR fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio a 4.5 volts/cm.
Posteriormente fueron observados bajo luz UV por medio del fotodocumentador y las
imagenes almacenadas digitalmente (Biodoc-it, UVP, Cambridge, UK).

Diseiio de oligonucleotidos para la caracterizacion genomica. Se realizd el alineamiento
de las secuencias de la nueva variante del virus de influenza A (HIN1) depositadas en la
base de datos “Influenza Virus Resource” del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html) utilizando el
programa Clustal W version 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) para cada uno de
los 8 segmentos del genoma viral. Posteriormente se realiz6 el reformateo a unanimidad por
medio de una aplicacion en linea localizada en
https://www.alleles.org/internal/common/reformat.html para resaltar las zonas conservadas
de los alineamientos y disefiar los oligonucledtidos. Se analizaron las caracteristicas de las
secuencias de los oligonucleétidos deseadas incluyendo su especificidad, la presencia de
hairpins, homodimeros y heterodimeros por medio de la herramienta en linea
OligoAnalyzer de Integrated DNA Technologies
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Para todos los segmentos
se disefiaron oligonucleétidos sentido y antisentido que flanquean al gen completo (Tabla
1). Para los segmentos HA, PA, PB1 y PB2 se disefiaron 4 pares de oligonucle6tidos con la
finalidad de obtener secuencias cortas (800 bp) de buena calidad. Asi mismo, para los

segmentos NS y NP se utilizaron 2 y 3 pares, respectivamente, de los oligonucleétidos



disefiados y publicados por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Tabla
2).

Amplificacion de fragmentos genomicos completos. Se utilizaron 2 ul de cDNA
sintetizado como se menciona previamente, 1.6 uM de cada oligonucle6tido (Tabla 1), 200
uM de dNTP’s, 1.5 mM MgCl, y 0.5 UI totales de una mezcla 9:1 de Taq:Pfu (Vivantis
Technologies Sdn Bhd Selangor D., Malasia) a un volumen final de 12.5 pL. Se utiliz6 el
siguiente programa de termociclaje: desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, la temperatura de alineamiento
correspondiente a cada segmento por 30 segundos y 72°C por 90 segundos, seguidos de una
extension final de 72°C por 5 minutos. El producto de PCR fue almacenado a -4°C.
Amplificacion de fragmentos subgenomicos. Se realiz6 una dilucion 1:10 de la PCR de los
fragmentos genémicos completos, a excepcion del segmento de HA para el cual la dilucion
fue de 1:16, y del fragmento 2 de PA para el cual fue de 1:5. Posteriormente se realizo una
segunda PCR con 1 pL del producto de PCR diluido (a excepcion del fragmento 4 de PA
que se colocd 1 pL directo de la primera PCR), 200 uM de dNTP’s, 0.05 UI totales de la
mezcla Taq:Pfu relacion 9:1 (Vivantis Technologies Sdn Bhd Selangor D., Malasia) a la
concentracion de MgCl, correspondiente para cada fragmento. El programa de termociclaje
para los fragmentos que corresponden a HA, PA, PBl y PB2 inicia con una
desnaturalizacién inicial de 95°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, la temperatura de alineamiento correspondiente para cada fragmento (Tabla 1)
por 30 segundos y 72°C por 90 segundos, finalizando con un tiempo de extension de 72°C
por 5 minutos. El programa de termociclaje asi como las condiciones de la PCR para los
fragmentos NP y NS es el descrito por los CDC (CDC, 2009). Para confirmar que se

produjo la amplificacion de los fragmentos de interés, los productos de PCR se corrieron en



un gel de agarosa al 1.5% tefiido con Bromuro de Etidio por electroforesis a 150 voltios por
40 minutos, observados bajo luz UV por medio del fotodocumentador y las imagenes
fueron almacenadas digitalmente (Biodoc-it, UVP, Cambridge, UK).

Secuenciacion de DNA. Los productos de PCR se enviaron al Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad del CINVESTAV-Irapuato para su secuenciacién. Los
electroferogramas obtenidos fueron evaluados y editados con la aplicacion 4peaks version
1.7 (http://mekentosj.com/science/4peaks/). Para validar los polimorfismos encontrados, las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias depositadas en la base de datos
“Influenza Virus Resource” de NCBI.

Anadlisis bioinformdtico. Se efectud un andlisis de las secuencias de influenza generadas
localmente (n=17) junto con las secuencias de virus de influenza mexicanos previamente
depositadas en la base de datos “Influenza Virus Resource” de NCBI (n=159). El andlisis
de homologia global (de longitud completa) de cada segmento gendémico completo se
realizd por medio de la aplicacion en linea Basic Local Alignment Search Tool
(www.ebi.ac.uk/Tools/blast/). El analisis de las substituciones no sinénimas con respecto a
las substituciones sinonimas (dN/dS) para cada una de las proteinas codificadas por el virus
se realizd empleando el algoritmo “Codon-based Z-test of selection” y “Position-wise
codon based selection estimation (HyPhy)” del paquete de analisis MEGA 5 (Kumar et al.,
2008). El analisis de la homologia regional asi como el andlisis de las secuencias de
influenza A (HIN1) pandémica mexicanas se realizd con la aplicacion SimPlot version
3.5.1 (Lole et al., 1999). El analisis de Bootscan utiliz6 un tamano de ventana de 400 bases
en los segmentos 1(PB2), 2(PB1), 3(PA), 6(NA) y de 200 bases en los segmentos 4(HA),
5(NP), 7(MP) y 8(NS); con pasos de 20 bases, 100 repeticiones, con el modelo Kimura (2-

parameter), T/t:2.0, Neighbor-Joining. El modelo evolutivo basado en el analisis de la



distribucion de los polimorfismos se baso en el algoritmo FindModel disponible en linea en
la base de datos de HIV del Laboratorio Nacional de Los Alamos (www.hiv.lanl.gov)
utilizando el set de modelos reducidos. El analisis coalescente de inferencia Bayesiana en
donde se calcul6 la tasa de mutacion global de cada proteina codificada por el virus, la
incidencia de mutaciones por posicion coddnica, al igual que los arboles filogenéticos y el
calculo del ancestro comun mas reciente (MRCA por sus siglas en inglés) se realizo
empleando las aplicaciones Bayesian Evolutionary Analysis Utility (BEAUti) v1.5,
Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees (BEAST) vl1.5.4, Tracer vl.5,
TreeAnnotator v1.5.4 y FigTree v1.3.1 (Drummond et al., 2007). El tamafio de la cadena
utilizado para el calculo del MRCA fue de 50 millones para las proteinas PB2, PB1, PA y
NA; 40 millones para HA y NP; 20 millones para M1, M2, NS1 y NS2. Las secuencias que
se utilizaron para los analisis de dN/dS, tasa de mutacion global de cada proteina codificada
por el virus, de la incidencia de mutaciones por posicion coddnica, al igual que los arboles
filogenéticos y el calculo del MRCA fueron las secuencias nucleotidicas mexicanas de
tamafio completo que se encuentran depositadas en la base de datos “Influenza Virus
Resource” de NCBI en conjunto con las secuencias generadas en este estudio. Las
secuencias consenso para el analisis de Simplot se generaron en la base de datos “Influenza
Virus Resource” de NCBI con secuencias de tamano completo de cada uno de los
segmentos de virus aislados en todo el mundo y de diversos origenes (humano, aviar,

porcino) depositadas en esta misma base de datos.

RESULTADOS
Durante el periodo comprendido entre el 1° de marzo de 2009 y el 9 de abril de 2010 se

evaluaron 706 muestras para la deteccion de influenza pandémica A(HINI1) 2009. Las



muestras fueron referidas a través del sistema de vigilancia de virus respiratorios del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” y de la Facultad de Medicina de la UASLP.
Se detecto al virus de influenza pandémica en 133 (18.8%) de las 706 muestras analizadas.
En la Figura 1 se muestra el nimero de muestras evaluadas y el nimero de casos de
influenza detectados en cada una de las semanas epidemiologicas del periodo incluido en
este analisis. Se seleccionaron 17 muestras positivas para el virus de influenza distribuidas
a lo largo de todo el afio de estudio para realizar el analisis gendémico. Se genero
informacion de secuencia nucleotidica de alta resolucion para 11 aislados clinicos y para
los segmentos 1(PB1), 2(PB2), 3(PA) y 5(NP); 10 para el segmento 6(NA); 9 para los
segmentos 4(HA) y 7(MP); y 7 para el segmento 8(NS), todas de secuencia gendémica
completa. De la informacién generada se obtuvieron 2 genomas completos, 7 parciales [de
los cuales solo falté el segmento 8(NS)] y 8 parciales (de los cuales faltaba mas de un
segmento). Se obtuvieron amplicones de buena resolucion tanto para los segmentos que

fueron amplificados completamente en una sola reaccion [segmento 6(NA) y 7(MP)], como

para aquellos que fueron amplificados en diversos fragmentos [segmentos 1(PB1), 2(PB2),
3(PA), 5(NP), 4(HA) y 8(NS)]. El porcentaje de éxito de la amplificacion gendémica
completa fue aproximadamente del 87.5%. Cuando se realizd el empalmamiento de
fragmentos subgendmicos para la construccion del contig correspondiente a la secuencia
completa no se observaron posiciones ambiguas en ninguna de las secuencias.

Las secuencias obtenidas mostraron un 99% de similitud entre si para cada uno de los
segmentos analizados. Asi mismo el analisis de homologia basado en BLAST nucleotidico
reveld una similitud del 99% en relaciéon a secuencias del virus de influenza A (HIN1)

pandémica de todo el mundo aisladas durante el afio 2009.



El analisis de la relacion dN/dS para cada una de las proteinas codificadas revel6 un
predominio de substituciones sinonimas. Este hallazgo se verificd al encontrar valores
estadisticamente significativos en apoyo a la hipotesis de seleccion purificante (AN<dS)
para la mayoria de los genes empleando el test Global Z (proteina PB2 p=0.001, PBI
p=0.00003, PA p=0.004, HA p=0.0004, NP p=0.0001, NA p=0.04 y M1 p=0.008). Para las
proteinas M2, NS1 y NS2 no se obtuvieron valores significativos.

El andlisis de similitud realizado a cada segmento reveld una similitud superior al 99%
entre las secuencias locales. Este analisis se utilizd para comparar las secuencias locales
contra aquellas derivadas de diferentes hospederos. Con el andlisis se corrobord la
diversidad del origen de los distintos segmentos génicos al demostrar mayor similitud con
secuencias de influenza porcina para los segmentos 1(PB2), 4(HA), 5(NP), y 8(NS),
mientras que los segmentos 3(PA), 6(NA) y 7(MP) demostraron mayor similitud con
secuencias de influenza aviar y el segmento 2(PB1) demostr6 mayor similitud con
secuencias de influenza humana.

Adicionalmente para los segmentos 4(HA) y 6(NA) se compararon las secuencias obtenidas
con aquellas reportadas para los diversos subtipos virales. Tomando en cuenta los
resultados previos, este analisis se limitd a los secuencias de influenza porcina y aviar para
los genes HA y NA, respectivamente. Para el segmento 4(HA) encontramos mayor
similitud con secuencias del subtipo H1 (91.8%) que con las secuencias de influenza
porcina del subtipo H2 (66.6%), HS5 (64.6%), H9 (35.6%), H4 (28.2%) y H3 (18.8%). Por
otro lado, para el segmento 6(NA) encontramos mayor similitud con el subtipo N1 (84.8%)
que con secuencias de influenza aviar del subtipo N4 (60.0%), N3 (36.3%), N5 (36.3%)),

NO (36.3%), N8 (23.2%), N2 (20.6%), N7 (17.4%) y N6 (13.3%).



Para analizar el origen geografico de las secuencias de H1 del segmento 4(HA) y N1 del
segmento 6(NA) se utilizaron secuencias consenso de influenza porcina y aviares por
regiones, respectivamente. Para el andlisis de los segmentos 1(PB2), S(NP), y 8(NS) se
utilizaron secuencias consenso por regiones de origen porcino; para los segmentos 3(PA) y
7(MP) se emplearon secuencias consenso de influenza aviar. En el caso del segmento
2(PB1), el andlisis se efectud con el uso de secuencias de influenza de origen humano. En
la Tabla 3 se muestra el porcentaje de similitud entre las secuencias incluidas en nuestro
estudio y las secuencias consenso de influenza porcina, aviar y humana para cada uno de
los segmentos génicos del virus; asi como la similitud por region geografica. Una vez que
identificamos las secuencias por regioén geografica con mayor similitud con las secuencias
locales, se analizaron con la estrategia Bootscan de ventana desplazante para evaluar la
existencia de eventos de recombinacion (Figura 2). Este andlisis reveld para el segmento
1(PB2) la existencia de un evento de recombinacion entre las bases 876-1124 en el cual se
identifico una mayor similitud entre las secuencias de influenza A(HIN1) 2009 con
secuencias porcinas provenientes de Asia, mientras que el resto de la secuencia mostrd
mayor similitud con secuencias de Norte América. Para el segmento 2(PB1) se observaron
vestigios de recombinacidon en las bases 568 a 726 y de las bases 1704 a 1819 entre
secuencias de Asia y Norte América asi como de Asia y Oceania respectivamente;
demostrando que entre estas secuencias existid una recombinacion, pero debido a la
acumulacion de mutaciones estos segmentos se han ido alejando paulatinamente a través
del tiempo. Al analizar el segmento 3(PA) se observd la presencia de un evento de
recombinacion en las primeras bases en donde las secuencia de la base 1 a la 277 era mas
similar a secuencias originarias de Europa, mientras que entre las bases 1014 a 1170 se

encontro otro evento de recombinacion en donde la secuencia era mas similar a secuencias



de Oceania, el resto de la secuencia era mas similar a secuencias de Norte América. Para el
segmento 4(HA) se observd la presencia de un evento de recombinaciéon en donde las
primeras 300 bases eran mas similares a secuencias de Europa, mientras que el resto de la
secuencia mostré mayor similitud con cepas norteamericanas. El segmento 5(NP) solo
manifestd vestigios de eventos de recombinacion entre las bases 431 a 484 y 836 a 967
entre secuencias norteamericanas y europeas. Para el segmento 6(NA) se encontré6 mayor
similitud en las primeras 253 bases con secuencias de Oceania y se observo un evento de
recombinacion entre las bases 1330 a 1349 donde la secuencia era mas similar a secuencias
de Sudamérica, asi como vestigios de eventos de recombinacion entre las bases 704 a 820
con mayor similitud a secuencias de Oceania y para las bases 1199 a 1246 con secuencias
de Sudamérica. Al analizar el segmento 7(MP) se encontr6 un evento de recombinacion
entre las bases 196 a 225 en donde esta parte de la secuencia era mas similar a secuencias
de Oceania y en las ultimas 177 bases la similitud era mayor con secuencias de Europa, el
resto de la secuencia tuvo mayor similitud con secuencias de origen asiatico. Finalmente el
segmento 8(NS) no reveld ningun evento de recombinacion.

Los resultados al determinar el mejor modelo evolutivo de acuerdo con el nivel de Akaike
Information Criteria (AIC) indican que para las proteinas PB2, PB1, PA, HA, NA, Ml y
M2 fue Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (PB2 AIC=7742.22 PB1 AIC=7012.52, PA
AIC=7012.52, HA AIC=6635.83, NA AIC= 4919.87, Ml AIC=2379.96 y M2
AIC=948.39), para las proteinas NP y NS2 fue Tamura-Nei (TrN) (NP AIC=4901.85, NS2
AIC=1158.08) y para la proteina NS1 fue General Time Reversible (GTR) (NS1 AIC =
2134.81).

El calculo del MRCA indic6 que la proteina con el MRCA mads antiguo fue M1 y la

proteina de mads reciente aparicion fue NS2. Las tasas de mutacion global encontradas



concuerdan con estos resultados, pues la tasa de mutacion global mas baja es la de la
proteina de menor tiempo de evolucion (NS2), en cambio la tasa de mutacion global mas
alta es la de la proteina con mayor tiempo de evolucién (M1). Los resultados del analisis
del MRCA vy la tasa de mutacion global de cada proteina se muestran en la Tabla 4. Los
datos obtenidos del analisis de la incidencia de mutaciones por posicion coddnica de todas
las proteinas a excepcion de NS1 nos indicaron que la tercera posicion tiene una tasa de
mutacion superior a la de la primera y segunda posicion, lo que es indicativo del
mecanismo de conservacion de las proteinas. La proteina NS1 mostré la misma tasa de
mutacion en cada una de las posiciones codonicas, lo que es consistente con la hipdtesis de
acumulacion neutra de mutaciones.

Los arboles filogenéticos generados fueron arboles de cladas de maxima credibilidad, en
donde la raiz del arbol es el MRCA vy las distancias evolutivas del eje horizontal se indican
en dias. Como podemos observar las secuencias locales se encuentran ubicadas en la parte
superior de los arboles puesto que son los aislados mas recientes. En la Figura 3
observamos los arboles correspondientes a las secuencias nucleotidicas que codifican para
las proteinas de mayor longitud virus, en donde se puede visualizar que el gen que codifica
para la proteina PA tiene mayor tiempo de evolucion (aproximadamente dos meses), en
relacion con PB2, PB1 y NP. En la figura 4 se observan los arboles correspondientes a las
secuencias nucleotidicas que codifican para los antigenos de superficie, NA y HA. En la
Figura 5 se observan los arboles correspondientes a las secuencias nucleotidicas que
codifican para las proteinas de menor longitud del virus, las proteinas que se leen con
marcos de lectura alternativos; puede observarse que las proteinas M2, NS1 y NS2 tienen
un menor tiempo de evolucién en comparacion con la proteina M1 (aproximadamente ocho

meses). Los arboles nos muestran que la mayoria de las proteinas, a excepcion de M1,



tuvieron al momento del brote inicial una gran explosion de diversidad genética, misma que
con el paso del tiempo ha ido evolucionando hacia la conservacion de proteinas. En cambio
la proteina M1 aun permanece en la fase de expansion.

Al analizar las secuencias del segmento 6(NA) no se encontr6 la presencia de mutaciones
en la posicién 274 ni en la 119, que confieren resistencia a oseltamivir. Tampoco se

encontrd la mutacion en la posicion 151 que confiere resistencia a zanamivir.

DISCUSION

El estado de San Luis Potosi es el tercer estado de la republica Mexicana con el mayor
nimero de casos confirmados por influenza A (HIN1) pandémica. Del total de casos
confirmados, San Luis Potosi contribuyé con el 6% de los infectados de todo el pais (SSA,
2010). Los datos obtenidos en este estudio solo representan una pequefia parte de las
infecciones por influenza A (HIN1) pandémica durante el periodo del 1° de marzo de 2009
y el 9 de abril de 2010 en México. Sin embargo, nuestros resultados muestran el desarrollo
de las dos primeras oleadas de influenza pandémica en nuestra region. Asimismo, el
muestreo continuo nos permitié contar con muestras representativas del primer afio de la
pandemia.

Uno de los objetivos que nos planteamos fue el de visualizar el origen geografico de
nuestras secuencias; esto debido a que México (principalmente el estado de San Luis
Potosi) fue uno de los primeros paises en reportar la diseminacion del virus. Existen varios
estudios previos que realizaron un analisis con ventanas temporales mas cortas. El origen
de los segmentos de influenza A (HIN1) pandémica segun varios autores, proviene
principalmente de influenza porcina tanto de Norte América como de Asia y Europa

(Babakir-Mina et al., 2009; Chang et al., 2009; Dawood et al., 2009; Garten et al., 2009).



Estos datos corroboran con lo obtenido en los segmentos 1(PB2), 4(HA), 5(NP), y 8(NS).
Smith et al., 2009b realizaron un estudio mas a fondo sobre la caracterizacion gendémica
temprana del virus de influenza A(HIN1) pandémico en donde refieren que el origen de los
segmentos 1(PB2), 3(PA), 6(NA) y 7(MP) proviene de influenza aviar; de los segmentos
4(HA), 5(NP) y 8(NS) proviene de influenza porcina; asi como el segmento 2(PB1) tiene su
origen en cepas de influenza humana. Los datos que obtuvimos en este estudio corroboran
lo reportado en los estudios antes mencionados para todos los segmentos excepto el
segmento 1(PB2) que refirid6 mayor similitud con secuencias porcinas.

De manera interesante estudios ulteriores han pretendido inferir las fechas del MRCA
debido a que este dato estima la fecha mas probable en que el ancestro putativo circulo, en
este caso, del cual derivan los virus que causaron el brote de la pandemia. Un estudio
previo reportd que las fechas oscilan entre el 27 de marzo del 2008 y el 24 de octubre del
2008 (Smith et al., 2009b). Asi como en otro estudio determinaron para el segmento 6(NA)
que la fecha de aparicion del MRCA fue el 17 de agosto del 2008 (Goni et al., 2009). Se
observa una clara diferencia entre las fechas reportadas por estos autores y las nuestras.
Esto puede deberse a que nuestro estudio incluye secuencias que abarcan desde el 30 de
marzo del 2009 hasta el 31 de marzo del 2010; en cambio los estudios previos tienen
ventanas temporales mucho mas cortas. Puesto que las mutaciones ocurren al azar, la
estimacion del tiempo del MRCA no es un nimero exacto, sino mas bien una distribucion
de probabilidad, a medida que mas informacidén se compara, la estimacién se vuelve mas
refinada, es por eso que las fechas obtenidas del MRCA en nuestro estudio son mucho mas
confiables que las reportadas anteriormente.

Es de gran importancia mencionar como ha evolucionado el virus a lo largo del afio en que

ha circulado por todo el mundo. Un marcador claro de evolucion es la tasa de mutacion



global, en las que podemos observar que las tasas de mutacién obtenidas son menores a las
reportadas previamente (Goni et al., 2009; Smith et al., 2009a; Smith et al., 2009b). Esto se
puede deber a que en un inicio hay un surgimiento de distintas variantes del virus, lo cual
permite explorar diferentes combinaciones de cepas, para que finalmente preponderé la mas
resistente y que posiblemente sea la que encontremos en etapas tardias. Adicionalmente, los
resultados obtenidos de los arboles filogenéticos de cladas de maxima credibilidad, apoyan
la nocion de que la mayoria de las proteinas tienden a la conservacion, después de haber
pasado por un periodo de expansidon, que muy probablemente es cuando los estudios
previos realizaron su analisis.

Es de alta importancia mencionar el uso de los antivirales, el impacto de estos sobre la
presion selectiva del virus y la manera en que la incrementan. Para personas de alto riesgo
el acceso a estos medicamentos constituye un beneficio significativo; sin embargo el uso
indiscriminado de los mismos a largo plazo puede resultar en el desarrollo de mutaciones
que hacen al virus resistente a estos antivirales. Las mutaciones asociadas a farmacos
antivirales mas importantes que han sido reportadas, se localizan en la posicion 119 y 274
en el segmento 6(NA), que confieren resistencia a oseltamivir y en la posicion 151 que
confiere resistencia a zanamivir. Harvala et al., 2010 recientemente reportaron cepas de
influenza A(HIN1) pandémica resistentes a oseltamivir. Ademas la OMS reportd el 11 de
agosto del 2010, la existencia de 120 cepas virales resistentes a oseltamivir (WHO, 2010).
Ninguna de estas mutaciones fue encontrada en las secuencias generadas en este estudio
para el segmento 6(NA). Esto indica, aunque de forma limitada dado el pequefio nimero de
muestras estudiadas, la ausencia de resistencia a los inhibidores de NA entre las cepas mas

comunmente aisladas en nuestra regiéon, mas no constituye evidencia de la inexistencia de



las mismas. Lo que nos refiere un punto importante para continuar con esta linea de
investigacion e indagar mas en el tema.

Una de las principales caracteristicas de los influenzavirus A es que las cepas circulantes en
una temporada sean iguales o muy parecidas entre si. Puesto que influenza A (HINI)
pandémica es un virus de linaje relativamente nuevo, el comportamiento observado ha sido
el esperado. Es decir, el virus tiende a la conservacion después de venir de una serie de
cambios que provocaron que el virus saltara de hospedero a hospedero. Esto se ratifica con
los datos obtenidos de la relacion dN/dS, en donde para la mayoria de las proteinas dio una
significancia estadistica para la teoria de seleccion purificante. Otra probable explicacion es
que solo hemos evaluado un afio en el que el virus ha circulado.

Se sabe que las mutaciones puntuales acumuladas debido a la presion selectiva que se
encuentran en los influenzavirus son la principal causa de diversidad de estos virus
(Khiabanian, Trifonov, and Rabadan, 2009; Rambaut et al., 2008). Sin embargo He et al.,
2009 recientemente reportaron para el segmento 1(PB2) de influenza HON2 de pollos una
recombinacion. En donde las primeras 1066 bases eran mas similares a cepas del subtipo
HO9N2 de patos y el resto de la secuencia era mas similar al subtipo HIN2 de pollos. Ellos
proponen que la recombinacion puede jugar un papel importante en la evolucion del virus y
en la generacion de una diversidad mayor en influenzavirus aviar. Dentro de la literatura no
existen reportes para México o el mundo de eventos de recombinacion entre cepas de
distintos hospederos o de cepas de influenzavirus humanos. Es por eso que los resultados
del andlisis de similitud son de extrema relevancia ya que permiten establecer bases y
evidencias de la recombinacion de cepas entre diferentes hospederos de diversas regiones

del mundo. Este mecanismo nos da una clara evidencia de que puede jugar un papel



relevante en la generacion de nuevas variantes de influenza asi como de la evolucion del
virus mismo.

En resumen nuestros resultados sugieren que el MRCA para cada una de las proteinas que
codifica el virus de influenza A (HIN1) pandémica es més reciente que el reportado por
estudios previos en donde el andlisis se realiz6 cuando comenzaba a circular el virus. La
tasa de mutacion global encontrada es menor a lo anteriormente descrito debido a que el
genoma del virus va encaminado a mantener conservadas las estructuras de la proteinas asi
como la funcionalidad de las mismas. Entre las cepas estudiadas no encontramos la
presencia de mutaciones que confieran resistencia a oseltamivir. La recombinacion de los
segmentos de influenzavirus con origen de diversas regiones y hospederos es una posible
manera en la que se pueda explicar la gran diversidad que existe en este virus y no solo el
re-arreglo génico que se da por el intercambio de segmentos génicos completos entre cepas
de diferente origen. La vigilancia epidemioldgica a nivel genético es importante puesto que
la aparicion de cepas que tengan las mutaciones que resultan en resistencia a los antivirales
puede conducir a la expansion de dichas cepas durante la siguiente temporada en la que el
virus circule.

Es muy interesante poder comparar estudios ulteriores en donde el virus comenzaba a
circular contra estudios en donde el virus se encuentra entrando en un periodo post-
pandémico. Pues esto demuestra el proceso evolutivo en donde un virus nuevo se ve
envuelto, tratando de perpetuarse. En donde al principio de la pandemia se origind un
numero elevado de experimentos bioldgicos destinados a generar mucha diversidad con la
posibilidad de que alguna de las cepas lograra colonizar a un hospedero y convertirse en

una cepa bioldgicamente exitosa.
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TABLAS

Tabla 1. Oligonucleodtidos de segmentos completos utilizados para la amplificacion gendémica completa de
cada uno de los segmentos de influenza A (HIN1) pandémica.

Tamafio
Segmento Nombre Secuencia § amplicén Tm (°C) Referencia
(bp)
SwPB2-F 5'-ATG-GAG-AGA-ATA-AAA-GAA-C-3’
1 (PB2) SwPB2-R 5'-TAA-TTG-ATG-GCC-ATC-C-3’ 2279 o8
SwPB1-F 5-ATG-GAT-GTC-AAT-CCG-A-3
2 (PB1) SwPB1-R 5'-TAT-TTT-TGC-CGT-CTG-AG-3 2273 36
SwPA-F 5’-ATG-GAA-GAC-TTT-GTG-C-3"
3(PA) SwPA-R 5’-CTA-CTT-CAG-TGC-AT-GTG-3 2151 >0
4 (HA) SwHA-F 5'-ATG-AAG-GCA-ATA-CTA-GTA-G-3 1696
SwHA-R 5"-CATATTCTACACTGTAGAGAC-3’ .
SwNP-F 5-ATG-GCG-TCT-CAA-GG-3 (Garcia-Sepulveda, 2009)
3 (NP) SwNP-R 5"-TCA-ACT-GTC-ATA-CTC-CTC-3 1496
SwNA-F 5'-ATG-AAT-CCA-AAC-CAA-AAG-3
6 (NA) SwNA-R 5"-TTA-CTT-GTC-AAT-GGT-AAA-TG-3 1409 36
7 (MP) SwMP-F 5'-TAACCGAGGTCGAAA-3’ 970
SwMP-R 5"-TAC-TCT-AGC-TCT-ATG-TTG-A-3
8 (NS) SwNS-F 5’-ATG-GAC-TCC-AAC-ACC-3’ 390
SwNS-R 5'-TTA-AAT-AAG-CTG-AAA-CGA-G-3

§ Nota: Las secuencias del oligonucleotido antisentido indicadas son el complemento-reverso de las
secuencias presentes en los alineamientos




Tabla 2. Oligonucleotidos para secuenciacion genoémica utilizados para la caracterizacion gendmica por fragmentos.
Segmento Nombre Secuencia § ::::(E;[%I:’)?l (Ig‘) Iz/l[fl\c/[l)z Referencia
SwPB2-F1 5'-AAA-GAA-CTG-AGA-GAT-CTA-3 o4 w0 | as
SwPB2-R1 5'-CCA-CTT-CAT-TTG-GGA-A-3’
SwPB2-F2 5"-AGG-TTG-AAA-CAT-GGT-ACC-3’ 40
| B2y | SMPBZR2 5"-GCT-CTT-CTC-CCA-ACC-A-3’
SwPB2-F3 5"-GCT-AAC-GGG-CAA-CCT-3’ ¢80 s | 20
SwPB2-R3 5"-CAC-ATT-CAC-AGTC-AAT-GAG-G-3’
SwPB2-F4 5"-CCT-AAG-GCA-ACC-AGA-AGC-3’ 491
SwPB2-R4 5"-TGG-CTG-TCA-GTA-AGT-ATG-CTA-G-3’
SwPBI-F1 5"-ATG-GAT-GTC-AAT-CCG-ACT-C-3’ -
SwPB1-R1 5"-CTA-TTG-TTC-TTT-GCG-TGA-CC-3’
SwPB1-F2 5'-AGG-AAG-GCT-AAT-AGA-TTT-CTT-A-3’ 639
2Bl |_SWPBLR2 5'-AGC-ATT-TCT-GCT-GGT-AT-3’ 53 o
SwPB1-F3 5"-GAG-TGG-TTC-AGA-AAC-ATC-3’ 138
SwPB1-R3 5'-TAA-CTC-AAA-TGA-TCT-TCT-CGT-3’
SwPB1-F4 5'-CAG-ATG-GCT-CTT-CAA-TTG-T-3’ 639
SwPB1-R4 5"-TTT-TTG-CCG-TCT-GAG-TTC-3’
(Godoy-Lozano, 2009)
SwPA-F1 5'-GGA-AGA-CTT-TGT-GCG-AC-3’ 03
SwPA-R1 5'-TCC-ATC-TAC-ATA-GGC-TCT-AAA-3’
SwPA-F2 5"-CAG-TAG-GAG-TCT-ATG-GGA-T-3’ 607
3 o) SwPA-R2 5"-TTT-GCA-GTC-ATC-AAA-GTC-TA-3’ s s
SwPA-F3 5"-TTG-GAA-GCA-GGT-GCT-3’ 700
SwPA-R3 5"-GGT-TCC-ATT-GGT-TCT-CAC-3’
SwPA-F4 5"-TGA-TGT-GGT-GAA-CTT-TGT-AAG-3’ €00
SwPA-R4 5"-AGT-GCA-TGT-GTG-AGG-A-3’
SwHA-FI 5"-CCG-CAA-ATG-CAG-ACA-CAT-3’ s10
SwHA-RI 5"-TTA-ATG-TAG-GAT-TTG-CTG-A-3’
SwHA-F2 5"-GGC-CCA-ATC-ATG-ACT-CGA-3’ so1
4 A SwHA-R2 5"-AGG-CTG-GTG-TTT-ATA-GCA-CC-3’ s s
SwHA-F3 5'-CCG-AGA-TAT-GCA-TTC-GC-3’ 636
SwHA-R3 5"-CGT-TTC-CAA-TTT-CCT-TGG-C-3’
SwHA-F4 5"-TTG-ATG-ATG-GTT-TCC-T-3’ .
SwHA-R4 5"-TTA-GAG-CAC-ATC-CAG-AAA-3’
NPCDC-F1 [ 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-CAG-GGT-AGA-TAA-TCA-CTC-AC-3’ son -
NPCDC-R1 | 5-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-AGA-GCA-CAT-YCT-GGG-ATC-CAT-3’
NPCDC-F3 | 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-TGG-CAT-TCH-AAT-TTR-AAT-GAT-3
S(NP) [ NPCDC-R3 5'-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-CTG-RCT-CTT-GTG-TGC-DGG-3" 20 >0
NPCDC-F5 [ 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-TTC-TGA-GRG-GRT-CAG-TTG-CTC-3
NPCDC-RS 5’—CAG—GAA—ACA-GCT-ATG-ACC-AST-AGA-AAC-AAG-GGT-ATT-TTT-C- 732 50 L5 (CDC. 2009)
NSCDC-F1 | 5 -TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-AGC-AAA-AGC-AGG-GTG-ACA-AAG-
ACA-3 492 2.0
ss) | NSCDC-RI 5"-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-TCG-GTG-AAA-GCC-CTT-A-3’
NSCDC-F2 | 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-TGA-GGC-WYT-TAA-AAT-GAC-CA-3’
NSCDC.R2 5’-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC%—\/}%T-AGA-AAC-AAG-GGT-GTT-TTT- 682 3.0

§ Nota: Las secuencias del oligonucleotido antisentido indicadas son el complemento-reverso de las

secuencias presentes en los alineamientos



Tabla 3. Comparacion de los porcentajes de similitud entre las secuencias
nucleotidicas locales y las derivadas de otros hospederos y/o con otro origen
geografico .

Segmento Hospedero Similitud (%) § Origen geografico Similitud (%) §

Asia 92.6-87.0
Norte América 88.0-78.3

1(PB2) Porcinos 92.2-87.6
Europa 82.5-77.7
Norte América 95.9-88.5
Oceania 94.2-87.4
Asia 94.1-85.1
Europa 93.2-85.6

2(PB1) Humanos 95.6-93.5
Sudamérica 92.9-82.8
Africa 92.5-80.1
Oceania 94.5-89.3
Norte América 94.0-90.4
Asia 92.8-86.8
Europa 92.8-86.5

3(PA) Aves 94.2-88.0 -

Africa 89.3-83.5
Sudamérica 88.0-76.8
Norte América 92.2-89.6
Asia 85.5-83.7
4(HA) Porcinos 84.2-92.7 Europa 76.3-62.1
Norte América 95.5-92.6
Asia 89.0-87.5
S5(NP) Porcinos 92.6-96.1 Europa 86.9-73.9
Asia 88.7-80.1
Europa 88.0-79.1
Oceania 87.4-81.9
6(NA) Aves 70.7-44.1 Norte América 86.6-73.2
Sudamérica 85.0-72.4
Africa 84.8-78.7
Asia 93.6-89.8
Oceania 92.2-89.0
Europa 91.4-89.3

7(MP) Aves 92.4-88.9
Norte América 90.6-87.2
Africa 89.1-84.7
Sudamérica 88.7-84.1
Norte América 94.5-91.8
8(NS) Porcinos 94.2-91.6 Asia 91.9-87.5
Europa 84.8-72.6

§ Valor maximo y minimo de similitud porcentual obtenido con SimPlot.




Tabla 4. Estimacion del ancestro comin mas reciente (MRCA) para cada fragmento
genoémico de las cepas de la influenza pandémicas mexicanas basado en el analisis
coalescente de inferencia Bayesiana.

Segmento Proteina Fecha estimada del MRCA Tasa de mutacién x 107(s/s/a) §
1 PB2 11 ENE 2009 (6 OCT 2008- 18 MAR 2009) 6.32 (3.99-8.87)
2 PB1 16 DIC 2008 (3 SEP 2008- 5 MAR 2009) 5.31(3.17-7.70)
3 PA 2 NOV 2008 (28 MAY 2008 - 28 FEB 09) 4.22 (2.24-6.33)
4 HA 30 ENE 2009 ( 19 NOV 2008 — 18 MAR 09) 17.6 (11.9-23.6)
5 NP 20 DIC 2008 (10 SEP 08 — 6 MAR 2009) 6.53 (3.83-9.28)
6 NA 19 OCT 2008 (13 JUN 2008 — 20 FEB 2009) 6.30 (3.13-10.0)
7 Ml 8 JUL 2008 (27 MAR 2007 — 24 MAR 2009) 5.09 (1.22-9.62)
7 M2 16 MAR 2009 (20 MAR 2009 — 3 ABR 2009) 49.5 (19.0-87.3)
8 NS1 21 FEB 2009 (12 DIC 08 — 30 MAR 2009) 17.7 (6.12-33.1)
8 NS2 22 MAR 2009 (25 MAR 2009 — 30 MAR 2009) 58.5 (25.5-93.6)

Nota: Los resultados en paréntesis corresponden al IC 95%.
§ Substituciones nucleotidicas por sitio por afio.
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PIE DE FIGURAS

Figura 1. Numero semanal de muestras evaluadas para la deteccion de influenza pandémica A
(HINT) 2009; sistema de vigilancia de virus respiratorios del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” y Facultad de Medicina, UASLP entre el 1° de marzo de 2009 y el 9 de abril
de 2010. Las flechas indican las semanas en que se obtuvieron las muestras incluidas en el
analisis gendmico. Se incluyd una muestra de cada una de las semanas sefialadas a excepcion
de las semanas 17, 44 y 45 en las cuales se incluyeron 3, 4 y 2 muestras, respectivamente.
Figura 2. Analisis de recombinacion por Bootscan en donde la posicion nucleotidica se
encuentra en el eje de las abscisas y el porcentaje de permutacion en las ordenadas.

Figura 3. Arboles filogenéticos de cladas de méaxima credibilidad para las proteinas PB2, PBI,
PA y NP. Las distancias evolutivas se muestran en dias y la raiz del arbol corresponde al
MRCA. Las muestras analizadas en este estudio se muestran en rojo mientras que el resto se
muestran en negro.

Figura 4. Arboles filogenéticos de cladas de maxima credibilidad de las proteinas HA y NA.
Las distancias evolutivas se muestran en dias y la raiz del arbol corresponde al MRCA. Las
muestras analizadas en este estudio se muestran en rojo mientras que el resto se muestran en
negro.

Figura 5. Arboles filogenéticos de cladas de maxima credibilidad de las proteinas M1, M2,
NS1 y NS2. Las distancias evolutivas se muestran en dias y la raiz del arbol corresponde al
MRCA. Las muestras analizadas en este estudio se muestran en rojo mientras que el resto se

muestran en negro.



