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°C Grados centigrados

Ug Microgramos
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mM Milimoles

ng Nanogramos

nt Nucleotido
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pb Pares de bases
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
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OMS Organizacion Mundial de la Salud
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SSA Secretaria de Salud

TdT Transferasa de Desoxinucleotidos
Terminales
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4. RESUMEN

El virus de la influenza A sufre constantes mutaciones que introducen nuevas variables
génicas capaces de provocar brotes epidémicos o pandemias ocasionando un problema
de salud publica. La vigilancia del virus de la influenza es fundamental para la mejora
del manejo de la enfermedad y es especialmente importante para la deteccion temprana
que permita identificar rapidamente la propagacion de brotes, deteccién de nuevas
variantes del virus de la influenza, o emergencia de nuevos patrones de resistencia.

Debido a lo anterior, el objetivo de esta tesis es determinar la presencia de
diferentes tipos y subtipos del virus de la influenza AH1N1 asi como co-infecciones con
patdégenos asociados a enfermedades respiratorias para contribuir a la vigilancia sobre
epidemiologia molecular del virus influenza AH1N1 en la Republica Mexicana. Para
ello, en esta investigacion se detectaron e identificaron de forma simultanea y efectiva
los diferentes tipos y subtipos de influenza asi como su co-infeccidn con otros patdgenos
asociados a enfermedades respiratorias en muestras provenientes de los estados de
Nuevo Ledn y Oaxaca, México, usando el ensayo de microarreglos basado en la re-
secuenciacion (RMP-Flu-3.1). La metodologia consistié en la extraccion de los acidos
nucléicos totales de las muestras colectadas y la transcripcion inversa para convertir los
RNAs virales a DNAcs. Posteriormente, los DNAcs, se amplificaron por medio de
PCR multiplex, se fragmentaron, se marcaron con biotina y se hibridaron en el
microarreglo RPM-Flu 3.1, el cual fue lavado, fijado y escaneado para el anélisis de las
secuencias nucleotidicas identificadas. Los resultados de las secuencias nucleotidicas
obtenidas con el microarreglo RPM-Flu 3.1 detectaron 70 muestras positivas para
influenza AH1N1 pandémica, dos para influenza AH1N1 estacional, tres para influenza
AH3N2 estacional y tres para influenza B, siendo el subtipo de influenza AH1N1
pandémica el mayormente identificado tanto en las poblaciones de Nuevo Leon como en
Oaxaca, México. Asi mismo, se determino la infeccidbn simultanea de patdgenos
asociados a enfermedades respiratorias con el virus de influenza AHIN1 pandémica
identificando a las bacterias del genero Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas,
Neisseria, Staphylococcus, Klebsiella y Moraxella y a los virus Rinovirus, Coronavirus
y Coxackie siendo el estado de Oaxaca, Mexico el que presento en las muestras una
mayor proporcion de co-infeccion. Los generos bacterianos que presentaron mayor
asociacién con el virus de influenza AHIN1 pandémica fueron Streptococcus,
Haemophilus, Pseudomonas y Neisseria. Se encontrd una correlacion positiva entre el
virus de influenza AH1N1 pandémica y la bacteria Neisseria meningitidis y correlacién
negativa entre el virus de influenza AHIN1 pandémica y Moraxella, Rinovirus y
Parainfluenza.

Los resultados obtenidos en esta investigacion abren la posibilidad de detectar la
aparicion de nuevos re-arreglos especificos al gen de matriz, neuraminidasa y
hemaglutinina del virus de influenza AHIN1 pandémica en pacientes de los estados de
Nuevo Ledn y Oaxaca, México. También permitiran determinar los patdgenos asociados
a los virus de influenza B, AH3N2 estacional y AH1N1 estacional en un mayor nimero
de casos.

15



ABSTRACT

Influenza A virus suffers constant mutations that introduce new genetic variants that can
cause epidemic outbreaks or pandemics causing a public health problem. Surveillance of
influenza A virus is essential for improving the management of the disease and is
especially important for early detection to quickly identify outbreaks, detection of new
variants of influenza virus, or emergence of new patterns of resistance.

The objective of this thesis is to determine the presence of different types and
subtypes of influenza virus and co-infections with pathogens associated with respiratory
diseases to help monitor the molecular epidemiology of the influenza virus in Mexico.
In this investigation, we detected and identified simultaneously and effectively the
different types and subtypes of influenza virus and its co-infections with other pathogens
associated with respiratory diseases in samples from the states of Nuevo Leon and
Oaxaca, Mexico, using a microarray assay based on re-sequencing (RMP-Flu 3.1). The
methodology included the extraction of total nucleic acids of the collected samples and
reverse transcription to convert the viral RNAs to cDNA. Subsequently, the cDNA were
amplified by multiplex PCR, fragmented, labeled with biotin and hybridized to the
microarray RPM-Flu 3.1, which was washed, fixed and scanned for the analysis of the
nucleotide sequences. The results of the nucleotide sequences obtained with the
microarray RPM-Flu 3.1 detected 70 positive samples for influenza AH1N1pandemic,
two for seasonal influenza AH1N1, three for seasonal influenza AH3N2, and three for
influenza B being influenza AHIN1 pandemic the most identified subtype in Nuevo
Leon and Oaxaca, Mexico. Furthermore, we investigated the simultaneous infection of
pathogens associated with respiratory diseases with influenza AHIN1 pandemic
identifing bacteria of the genre Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas,
Staphylococcus, Neisseria, Klebsiella, Moraxella, Rhinovirus, Coronavirus, and
Coxackie virus being the state of Oaxaca, Mexico which presented a higher proportion
of co-infections in the samples. Bacteria genre that presented greater association with
influenza AH1N1 pandemic virus were Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas, and
Neisseria. We found a positive correlation between influenza AH1IN1 pandemic virus
and the bacteria Neisseria meningitidis and negative correlations between influenza
AH1N1 pandemic virus and Moraxella, Rhinovirus, and Parainfluenza.

Results obtained in this thesis open the possibility to detect new arrangements
specific to the matrix, neuraminidase, and hemagglutinin gene of influenza AH1IN1
pandemic virus in patients from the states of Nuevo Leon and Oaxaca, Mexico and the
possibility to determine pathogens associated with Influenza B, seasonal AHIN1, and
seasonal AH3N2 in a larger number of cases.
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5. INTRODUCCION

La influenza epidémica es responsable de morbilidad y mortalidad significativa y tiene
un serio impacto social y econémico en todo el mundo (WHO, 2005). Cada afio el virus
de la influenza tipo A causa de 3 a 5 millones de infecciones graves en humanos, y 0.25
a 0.5 millones de personas mueren por gripe en todo el mundo (OMS EB111/10). El
virus de la gripe evade la inmunidad del huésped debido a la acumulacion de mutaciones
puntuales (de deriva) en la superficie de las principales glicoproteinas, la hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA), o por redistribucion de los segmentos de diferentes virus
que co-infectan la misma célula, y que conducen a una cepa nueva con HA 'y NA que no
se mostraban en la poblacion anteriormente. Este proceso es llamado salto génico y
puede ser el resultado de un evento de re asociacion del virus influenza A humano y
aviar (o humano/aviar/porcino).

La influenza es una enfermedad altamente contagiosa que sufre una serie de
mutaciones puntuales conocidas como deriva genética o intercambio de segmentos
génicos con otros tipos de virus de influenza de diferentes hospederos naturales, tales
como las aves y cerdos. Estos cambios suceden principalmente en las proteinas de
hemaglutinina y neuraminidasa, y traen como consecuencia la aparicién de nuevos
subtipos virales. Las mutaciones antigénicas emergen y son seleccionadas como “el
virus predominante” que son diferentes del virus antecedente, el cual es un virus nuevo
para el resto de la poblacion y en algunos casos da origen a nuevas pandemias.

Al menos cuatro pandemias de influenza ocurrieron en el siglo XIX y tres en el
siglo XX. La pandemia de "influenza espafiola” en 1918-1919 caus6 un nudmero
estimado de 21 millones de muertes alrededor del mundo. Esta pandemia permitié la
introduccion de la influenza A subtipo HIN1. Otras pandemias fueron las provocadas
por gripe asiatica en 1957 (H2N2) y la gripe de Hong Kong en 1968 (H3N2). Se cree
que estos virus surgieron a través de interacciones del virus humano con otras cepas
presentes en las aves que actlian como reservorios, o por introduccion directa de la cepa
aviar en la poblacion humana, que se sugiere para la pandemia de 1918 (Adam et al.,
2009). En la actualidad s6lo dos de los 16 posibles Subtipos de HA (H1 y H3), y dos de
los nueve posibles Subtipos de NA (N1 y N2) circulan en la poblacion humana
(Bragstad, 2008).

Los brotes de influenza son verdaderos problemas de salud publica con un alto indice de
mortalidad, ademas que provocan grandes pérdidas a la economia y desquicia la vida
social. En nuestro pais, la Secretaria de Salud reportd durante la pandemia de influenza
un total de 72,548 casos confirmados y 1,316 defunciones el 9 de Noviembre del 2009.
Las entidades federativas mas afectadas fueron el Distrito Federal con 6,765 casos,
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Chiapas con 3,607 casos, Estado de México con 3,415 casos y Nuevo Leo6n con 3,383
casos. Debido a todos estos factores es importante establecer programas de vigilancia
epidemiologica que permitan detectar los tipos y subtipos de virus de influenza
circulantes asi como los virus emergentes. Para que estos programas de vigilancia sean
exitosos, se requiere implementar nuevas técnicas y herramientas de vanguardia que nos
permitan un resultado inmediato para el manejo adecuado de la enfermedad.
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6. ANTECEDENTES

6.1 Infecciones respiratorias agudas

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA) son un variado grupo de enfermedades
causadas por agentes que afectan diversas zonas de las vias respiratorias. Entre los
signos y sintomas de las IRA estan tos de menos de 15 dias de duracion, dificultad para
respirar, estridor, dolor o enrojecimiento faringeo, otalgia, otorrea, rinorrea, y
obstruccion nasal. Entre las IRA se encuentran aquellas infecciones leves como
resfriadoo o catarro, faringitis, amigdalitis, bronquitis, otitis, o enfermedades graves
como la neumonia.

Las Infecciones Respiratorias Agudas son causadas tanto por agentes bacterianos como
virales. Entre las bacterias que causan estas infecciones estan  Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae y Streptococcus B hemoliticus. Los agentes
virales mas comunes son el virus Sincitial Respiratorio (RSV), parainfluenza, influenza
y coxsackie, entre otros. Las infecciones respiratorias por virus comuinmente
desencadenan condiciones serias que pueden resultar en la hospitalizacion de aquellos
pacientes que ademas padecen una condicién cronica. Un estudio reciente revelo que de
forma general, han incrementado las tasas de hospitalizacion y los ingresos por
infecciones agudas del tracto respiratorio inferior desde 1980. (Sanchez Tarrago, 1996).
Segun este estudio el 93% de los pacientes mayores de 5 afios hospitalizados tenian un
estado subyacente crénico, cominmente una enfermedad pulmonar cronica en la que la
influenza, parainfluenza y RSV fueron los responsables del 75% de todas las
infecciones por virus. La influenza epidémica es responsable de morbilidad y mortalidad
significativa con un serio impacto social y econémico a través del mundo (WHO, 2005).
Cada afio el virus de la influenza tipo A causa de tres a cinco millones infecciones
graves en humanos y 0.25 a 0.5 millones de personas mueren por influenza en todo el
mundo (WHO, 2005).

6.2 Virus de influenza

Los virus de influenza A, B y C representan tres de los cinco géneros de la familia
Orthomyxoviridae, sus genomas son RNAs segmentados de cadena negativa. La
secuenciacion ha confirmado que estos virus comparten un ancestro genético coman.
Estos virus tienen una nomenclatura estandar que incluye: tipo de virus, especie de
donde fue aislado, localizacién del lugar de aislamiento, niUmero de aislado y afio de
aislamiento. Unicamente los virus de influenza A son caracterizados adicionalmente por
el subtipo de sus glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA). Muchos subtipos genéticos distintos de influenza A han sido encontrados en
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circulacion (16 para HA y 9 para NA; Bouvier y Palese 2008). Cada uno de estos
subtipos pueden ser aislados de aves acuéticas, sugiriendo que las especies aviares son
los hospederos naturales de los virus influenza. De éstos virus solo los subtipos HIN1,
H2N2, H3N2, H5N1, H7N7 y HIN2 han sido aislados de humanos y solo los subtipos
de tres HA (H1,H2 y H3) y de dos NA (N1 y N2) han causado epidemias en humanos
(Cheung y Poon 2007). Los virus de influenza A, B y C pueden ser distinguidos en la
base de sus diferencias antigénicas entre sus nucleoproteinas (NP) y proteinas de matriz
(M). Ambos virus influenza A y B contienen 8 segmentos genomicos de RNA, mientras
que el virus de influenza C contiene solo 7 segmentos gendmicos de RNA. Todos estos
virus pueden infectar naturalmente al hombre, sin embargo solo el virus de la influenza
A ha sido responsable de todas las pandemias
(Bouvier y Palesse 2008; Suzuki 2005).

6.3 Estructura del virus

El virus de influenza A es un virus envuelto. La envoltura lipidica, derivada de la célula
hospedera, contiene tres proteinas, la hemaglutinina (HA), la neuraminidasa, y la
proteina de canal iGnico M2, tal como se observa en la figural. Las proteinas HA 'y NA
son relativamente abundantes, mientras que la proteina M2 presenta pocas copias. Por
debajo de la envoltura esta la proteina de matriz M1, dentro de esta estructura se
encuentran 8 complejos de ribonucleoproteinas (RNPS) compuestas cada una de un
segmento de RNA viral (RNAv) asociado con la nucleoproteina viral (NP). EI RNAv
exhibe una complementariedad inversa en sus extremos 3’ y 5’ por lo cual pueden
formar una estructura parcialmente apareada. La polimerasa viral, que consiste de
consiste de tres proteinas virales, PA, PB1 y PB2, esta asociada a la estructura de la
proteina de Matriz (M1). También estan presentes en esta particula pequefias cantidades
de la proteina de exportacion nuclear NS2 o NEP (Basler, 2007).
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Figura 1. Estructura del virus de influenza. El virus de influenza contiene una bicapa lipidica y de
7 a 8 fragmentos de RNAviral. EI genoma del tipo A codifica para las proteinas Hemaglutinina y
Neuraminidasa. Tomada de Rivera Garcia, 2009

6.4 Estructura del genoma

Los 8 segmentos de los virus influenza Ay B (y los 7 segmentos del virus de
influenza C) son numerados segun su longitud, en orden decreciente. Los segmentos 1,
3, 4 y 5 de influenza A y B codifican una proteina por segmento: proteinas PB2, PA,
HA, y NP, respectivamente. Todos los virus de la influenza codifican la subunidad PB1
de la polimerasa en el segmento 2. En algunas cepas de influenza A, este segmento
también codifica para la proteina accesoria PB1-F2, una pequefia proteina de 87-
aminoacidos con actividad pro-apoptotica.

El segmento 6 del virus de influenza A codifica sélo para la proteina NA, mientras
que el mismo segmento en el virus de la influenza B codifica para NA y para la proteina
de matriz NB. La proteina NB es una parte integral de membrana correspondiente a la
proteina M2 de influenza A. EI segmento 7 de los virus de influenza A y B codifica para
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la proteina de matriz M1. En el genoma de influenza A, la proteina M2 es también
expresada del segmento 7 por un “splicing” alternativo, mientras que para influenza B
codifica su proteina de membrana BM2 en un marco de lectura alternativo.

Finalmente, para los virus A y B, el segmento 8 codifica para la proteina NS1
(antagonista de interferon) y por splicing del RNAm la NEP/NS2, la cual esta
involucrada en la exportacion de las ribonucleoproteinas virales del nucleo de la célula
hospedera. La organizacion gendmica del virus de influenza C, con siete segmentos, es
similar a la organizacion de los virus A y B, con la excepcién que la proteina HEF
reemplaza las proteinas HA y NA (Bouvier y Palesse, 2008).

Un genoma segmentado permite el cambio antigénico por re-asociacion de
segmentos de diferentes subtipos. Esta re-asociacion de segmentos puede suceder en
células infectadas con diferentes tipos de virus humanos y animalesy el virus resultante
podria codificar propiedades antigénicas completamente nuevas para las cuales la
poblacién humana no tendria inmunidad preexistente. Una pandemia de influenza surge
cuando se genera un virus con cambio antigénico para el cual los humanos no tienen
memoria inmunoldgica (Bouvier y Palesse, 2008).

6.5 Ciclo de replicacion del virus influenza

—_
-

IFN-mediated 4
entiviral response
Post-translational

procesiing

g Receptor containing
R / @-23-5A or 0-2,6-SA 3 Vel
.

Packaging

Y
Endocy’to:i:/ Q\ ~ ' s Tranzlation

Apoptosis
mRNA

— — }
Low pH l=l — = ---@.; {-VRNA T — NEP

(-lavRNA ML

{+)oRNA s

Fusion and Nucleus
uncoating
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virus de influenza A, la HA viral se une al acido sialico en la superficie de la célula hospedera y el virus
entra a la célula por medio de una endocitosis mediada por receptor. El pH acido del endosoma abre los
canales ionicos M2, resultando en una acidificacion del interior del virus, un proceso que es necesario para
la liberacion de las ribonucleoproteinas (RNP) al citoplasma. Las RNP son translocadas al nicleo donde la
polimerasa de RNA dependiente de RNA transcribe y replica el RNA viral de sentido negativo ((-)RNAV)
formando tres tipos de moléculas de RNA: RNA complementario de sentido positivo ((+)RNACc), el cual
utiliza como templado para sintetizar mas RNA viral; RNA pequefio viral de sentido negativo (sSvRNAS)
los cuales regulan el cambio de transcripcion a replicacion; y los RNAms, que son exportados al
citoplasma para su transduccion. Proteinas virales que son necesarias para la replicacién y transcripcion
son translocadas al ndcleo mientras que las proteinas estructurales (HA, NA y M2) son llevadas a la
membrana celular. Las RNP son entonces exportadas al citoplasma y llevadas a la membrana celular con
ayuda de la proteina M1 y NEP para el ensamblaje. La salida del virus de influenza A de la celula
hospedera es mediada por la actividad sialidasa de la NA, que destruye el acido sidlico de las
glicoproteinas celulares.

Tomada de Medina y Garcia-Sastre, 2011
6.5.1 Adsorcion viral

Los virus influenza reconocen el acido N-acetylneuraminico (sialico) en la superficie de
la célula hospedera. Los acidos sialicos son monosacaridos acidos de nueve carbonos
comunmente encontrados en el extremo terminal de muchos glicoconjugados que son
ubicuos en muchos tipos de células y en muchas especies animales. El carbdn-2 terminal
del acido sialico puede unirse a el carbon-3 o el carbén-6 de galactosa, estas diferentes
uniones resultan en configuraciones estéricas Unicas del acido sialico terminal. La
fraccion de acido sidlico es reconocida y unida por los “spikes” en la superficie de los
virus influenza, los cuales tienen una especificidad preferencial para uniones -2,3- o
uniones -2,6-. En las células epiteliales de traquea de humanos las uniones -2,6-
predominan; en el epitelio del intestino de patos son mas comunes las uniones -2,3-. El
acido sidlico con uniones terminales -2,3- esta también presente en el epitelio
respiratorio humano, pero en menor abundancia. Consecuentemente, los humanos y
otros primates pueden ser infectados por virus de influenza aviar, aunque con menos
eficiencia que con otras cepas humanas. La expresion diferencial de acido sialico en el
tracto respiratorio de los mamiferos puede explicar la baja infectividad y alta
patogenicidad de algunas cepas de virus aviar. En humanos, las proteinas de acido
sidlico con uniones -2,3- suelen ser menos abundantes y mas prevalentes en tracto
respiratorio bajo (bronquiolos y alveolos). Los pulmones no son accesibles a particulas
virales transportadas por aire como es el tracto respiratorio alto (nasofaringe, senos
paranasales, traquea, y bronquios). Por lo tanto, la infeccibn con virus aviar es
relativamente rara en humanos, sin embargo cuando una cepa aviar infecta el pulmon
humano resulta en una neumonia severa con grados de fatalidad que exceden el 60%.

Durante la replicacion viral, la proteina HA es cortada por serin-proteasas en
HALl y HA2; esta modificacion post-traduccional es necesaria para la infectividad del
virus. Se cree que la HA2 media la fusion de la envoltura del virus con la membrana
celular. La HAL contiene el receptor y los sitios antigénicos variables. Las mutaciones
en multiples sitios antigénicos resultan en una cepa viral que no sera efectivamente
neutralizada por anticuerpos del hospedero, lo que lo hace susceptible a infecciones
(White, 1990).
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6.5.2 Entrada del virus

Una vez que de la proteina HA del virus influenza se une al acido sialico el virus es
endocitado. La acidificacion del compartimento endosomal es crucial para que el virus
pueda liberarse de su envoltura por dos caminos. Primero, el bajo pH conduce a un
cambio conformacional en la HA, exponiendo un péptido de fusién que media la fusion
de la envoltura con la membrana endosomal, de esta manera abre un poro a través del
cual las RNPs son liberadas en el citoplasma celular. Segundo, los iones de hidrégeno
desde el endosoma son bombeados dentro de la particula viral via la proteina de canal
ionico M2. La proteina M2 es el blanco de las amantadinas, drogas anti-influenza que
bloquean la actividad del canal i6nico y previenen la liberacion de la envoltura. La
acidificacion interna del virion de influenza disgrega las interacciones proteina-proteina
internas, permitiendo que las RNPs sean liberadas al citoplasma (White 1990).

6.5.3 Sintesis de RNA viral

Una vez liberadas del virion, las RNPs son transportadas al nucleo celular por medio de
sefales de localizacion nuclear de proteinas virales, las cuales dirigen proteinas celulares
para importar las RNPs. EI ndcleo es la localizacién de toda la sintesis de RNA viral,
tanto de los RNA mensajeros poliadenilados y con capuchdn (cap) que actian como
templado para la traduccion de proteinas virales en la célula hospedera como de de los
segmentos de RNA que forman el genoma de la progenie viral. La RNA polimerasa viral
usa el RNA viral de sentido negativo como templado para la sintesis de dos especies de
RNA positivo: RNA mensajeros y RNA complementario (RNAC), intermediario. Los
RNAs positivos sintetizados son utilizados en la transcripcion subsecuente de las
nuevas copias de RNA genomico viral (RNAV). El tallo de Poli(A) de los RNA del virus
influenza esté codificado en el RNAv como una fraccion de 5 a 7 residuos de uracilo. El
“capping” de los RNA mensajeros ocurre de una manera Unica en la cual las proteinas
PB1 y PB2 roban los primers capeados de los transcritos pre-RNAm del hospedero para
iniciar la sintesis del RNAm viral, este proceso es llamado “secuestro del capuchon”. La
transcripcion da lugar a 8 transcritos primarios (7 en caso de influenza tipo C). Dos de
estos segmentos dan lugar a un transcrito primario que puede tener un procesamiento
alternativo de su RNAm, dando como resultado dos transcritos alternativos. EI segmento
M da lugar a dos RNAms alternativos que codifican para la proteina M1 y la proteina
M2.

Los RNAm virales son transportados y traducidos igual que los mensajeros
celulares, sin embargo la exportacion nuclear de los segmentos de RNAv es mediada por
las proteinas M1 y NEP/NS2. La proteina M1 interactia con los RNAv y las NP
formando con estos dos componentes el complejo RNP, M1 se asocia con la proteina
NEP de exportacion nuclear, la cual media la exportacion nuclear de M1-RNP al
citoplasma via las nucleoporinas (Bouvier y Palesse, 2008).
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6.5.4 Sintesis de proteinas virales

Las proteinas de envoltura HA, NA, y M2 son sintetizadas por los RNAm virales en los

ribosomas unidos a la membrana de reticulo endoplasmico, donde son plegadas y
transportadas al aparato de golgi para modificaciones post-traduccionales. Las tres
proteinas tienen sefiales apicales que las dirigen hacia la membrana celular para el
ensamble del viridn. Se cree que M1 que juega un papel en conducir el complejo RNP-
NEP en contacto con las proteinas de envoltura para el embalaje con la membrana del
hospedero (Bouvier y Palesse, 2008).

6.5.5 Morfogénesis del virus

Los virus influenza no son completamente infecciosos a menos que los viriones
contengan un genoma completo de 8 segmentos (7 para influenza C). El
empaquetamiento de los RNAv no es un proceso aleatorio en el cual los segmentos se
incorporan al azar y solo aquellos con el genoma completo son infecciosos. Nuevas
evidencias sugieren que es un proceso selectivo en el cual sefiales discretas de
empaquetamiento de todos los segmentos de RNAv aseguran que un genoma completo
sea incorporado en la mayoria de las particulas virales (Bouvier y Palesse, 2008).

6.5.6 Salida de la progenie viral

El brote de los virus influenza ocurre en la membrana celular y probablemente inicia con
la acumulacion de proteina de matriz M1 en el bicapa lipidica del lado del citoplasma.
Los “spikes” de HA se unen por el acido sialico en la membrana celular, hasta que las
particulas virales son activamente liberadas por la actividad sialidasa de la proteina NA.

La NA es un tetramero en forma de hongo anclado a la envoltura viral por un
dominio transmembranal y posee actividad destructora del receptor. Los residuos de
acido sialico cortados de las glicoproteinas de la superficie celular y gangliosidos liberan
la progenie viral de la célula hospedera. La NA también remueve residuos de acido
sidlico de la misma envoltura viral con lo que previene agregacion de particulas virales.
La NA también ayuda a la infectividad por rompimiento de la mucina en secreciones del
tracto respiratorio y permite al virus penetrar a través del epitelio respiratorio (Bouvier y
Palesse, 2008).

6.6 Generacién de nuevos virus

Los virus de influenza experimentan un proceso de evolucion continua mediada por
mutaciones que les permiten adaptarse al hospedero y a las condiciones del ambiente, lo
cual se conoce como presion selectiva o evolucion obligada. Estas mutaciones—
sustituciones de nucledtidos, inserciones, y deleciones de tripletes—son causadas
principalmente por errores de la enzima polimerasa de RNA durante la transcripcion, y
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ocurren en cada uno de los 8 segmentos gendmicos del virus. Las mutaciones se van
acumulando en cada ciclo de transcripcion y generan variantes de estructura o funcion
de las proteinas que expresan.

Las mutaciones que se acumulan en los virus en aves doméesticas y mamiferos originan
cambios en los aminoécidos y generan alteraciones importantes en su comportamiento
biologico. Estas alteraciones es lo que les permiten infectar especies diferentes,
seleccionar poblaciones que no sean reconocidas por la respuesta inmune, generar
familias resistentes a agentes antivirales, o cambiar su tropismo celular, con lo que
modifican su patogenia (Noda et al., 2006; Garcia-Garcia, 2006).

Podemos agrupar las variaciones antigénicas que se producen en este tipo de
virus en dos tipos:

6.6.1.- Variacion genética: Debido a los reordenamientos en el genoma de los virus de
la influenza A una célula puede estar infectada simultdneamente por dos virus
diferentes. Los viriones descendientes pueden contener mezclas de los genes de los
virus paternales. Afiadiendo a esta propiedad la habilidad del virus de influenza A para
infectar animales que viven cercanos a los humanos, se propicia una situacion en la cual
infecciones dobles con virus humano y no humano originan un resultado impredecible
de nuevas cepas con composiciones genéticas muy diferentes. Este reordenamiento de
cepas puede darse también entre dos cepas de origen humano. Si estos cambios se dan
en los genes que codifican para la HA, NA, o ambas, la cepa resultante del
reordenamiento tendra una ventaja selectiva frente al sistema inmune de la poblacion.
De esta forma el cambio genético puede causar epidemias de influenza A (Steinhauer y
Skehel, 2002; Garcia-Garcia, 2006).

6.6.2.- Variacion antigénica: Los virus de RNA, como el virus de la influenza, tienden
a tener tasas de mutacion 10,000 veces mayor que los de. Estas mutaciones también
pueden llegar a dar cambios en el material genético y desde aqui producir cambios en los
polipéptidos viricos, los cuales sufren dos a tres sustituciones de aminoacidos cada afio.
La capacidad de las cepas de propagarse en la comunidad depende de si se ven afectados
los antigenos de HA y NA.; pero Yya que los cambios cambios antigénicos son menos
pronunciados en el cambio antigénico estas cepas tienden a causar brotes localizados
mas que grandes epidemias (Hollenbeck, 2005; Noda et al., 2006).

6.7 Especificidad del hospedero y saltos inter-especie

Hay muchos factores que determinan si una especie puede actuar como anfitriona de una
infeccién. El factor mas evidente es el contacto prolongado entre el hospedero y el
patogeno de la infeccion a ocurrir. Esto hace que algunas especies tengan mas
probabilidad de infectarse que otras. El reservorio natural de los virus de la influenza son
las aves acuaticas en las cuales los virus parecen haber alcanzado un nivel 6ptimo de la
adaptacion al anfitrion. La transmision entre las aves ocurre directa o indirectamente a
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través de aerosoles, contaminacién fecal del agua, de los alimentos, o de otros
materiales. El espectro de la infeccién en pajaros se extiende desde la infeccion
asintomatica, la enfermedad respiratoria leve, a una enfermedad severa y rapidamente
fatal, lo que conlleva a la muerte del animal. Los virus aviares de la influenza capaces de
causar brotes de enfermedad severa en pollos o pavos se clasifican como altamente
patdgenos y se restringen actualmente a los subtipos H5 y H7. Las infecciones de las
aves de corral por influenza aviar altamente patdgenase caracterizn por la infeccion
diseminada, la produccién disminuida de huevo, molestias respiratorias, lagrimeo
abundante, edema de cabeza, diarrea, sintomas neuroldgicos, y muerte (Anders, 2006; de
Jong y Hien, 2006).

La preferencia por una especie de anfitribn en particular se determina por la unién
precisa entre proteinas HA y los receptores que contienen acido sidlico. La HA se une a
receptores que contienen &acidos sialicos en su extremo terminal, es ahi donde la unién
precisa entre proteina y receptor determina la preferencia por una especie de huésped en
particular. Un interruptor es la especificidad del receptor de los acidos sialicos
conectados con galactosa En aves el enlace es 02-3 mientras que en mamiferos es de a2-
6. Esta diferencia o impide que los virus de la influenza A crucen la barrera de la especie
y se adapten a un nuevo anfitrion. Estudios realizados con HA han demostrado que unas
pocas sustituciones de aminoacidos son suficientes para generar cambios en la afinidad
del dominio de la proteina hacia su receptor. Ademas se ha encontrado que ligeras
modificaciones en la estructura secundaria de la proteina puede exponer ciertos residuos
que sirven de union al receptor de una manera mas directa que otras conformaciones
(Hilleman, 2002).

La influenza frecuentemente causa enfermedades respiratorias en los cerdos. Los
cerdos tienen subtipos especificos de estos virus, pero también son susceptibles a cepas
humanas y aviares. Esto se debe en parte a la presencia de ambos tipos de enlaces, a2-3
y a2-6, vinculados a acido sialico en el epitelio respiratorio. Los seres humanos pueden
verse afectados por las cepas transmitidas por los cerdos. Los cerdos son reservorios del
virus, Yy un vehiculo para que las cepas de virus puedan tengan recombinaciones que
pudiesen dar origen a la creacion de un subtipo de alta patogenicidad capaz de infectar
tanto al hombre como a otros animales (Anders, 2006; de Jong y Hien, 2006).

6.8 Influenza pandémica e influenza estacional

En los periodos entre las pandemias, las cepas de virus de la influenza que circulan
principalmente en los seres humanos causan enfermedades respiratorias al infectar el
epitelio de revestimiento de las vias respiratorias y se propagan por las secreciones
respiratorias. Actualmente en la poblacion humana circulan los subtipos H3N2 y HIN1.
Las epidemias de influenza se producen principalmente en la temporada de invierno, de
octubre a abril en el hemisferio norte y de mayo a septiembre en el hemisferio sur. En
regiones tropicales, esta enfermedad puede ocurrir durante todo el afio. La mayoria de
las veces la infeccion por el virus es auto limitante, con una repentina aparicion de fiebre
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alta, malestar, tos, y dolor de cabeza y muscular. Los sintomas prevalecen durante un
méaximo de dos semanas y requiere un promedio de 3— dias de reposo en cama. La
enfermedad puede ser grave y a veces mortal en nifios pequefios, ancianos, pacientes
inmunosuprimidos, y las personas con enfermedades subyacentes, tales una enfermedad
cardiaca o asma (Anders, 2006). Debido a su alta incidencia, el virus tiene un enorme
impacto sobre las economias de todo el mundo, dependiendo de la gravedad de la
epidemia. En los climas templados se infecta entre el 2% y el 15% de la poblacion.

Cuando un subtipo de virus de influenza A, al que la poblacion humana no ha
experimentado sido expuesta y, por tanto, no tiene inmunidad, empieza a extenderse, la
propagacion puede ser rapida y causar brotes simultaneos en todo el mundo, que dan
lugar a una pandemia. Las pandemias en los seres humanos causadas por virus de la
influenza A se producen a intervalos irregulares. La gravedad de la pandemia varia con
el subtipo y esta cepa puede comportarse de manera diferente a la epidemia estacional.
Por ejemplo, la cepa que causo la gripe espafiola fue responsable de altas tasas de
mortalidad en los individuos jévenes y sanos, y la difusion fue durante los meses de
verano (Fanning et al., 2002; Pinon, 2005; Anders, 2006).

6.9 Pandemias de influenza A

Durante los afios 1918-1920 ocurrio uno de los méas devastadores brotes de enfermedad
en la historia de la humanidad. EI brote, conocido como la “gripe espafiola”, causé la
muerte de 20 a 40 millones de personas alrededor del mundo, lo que representd el de
2.5% al 5% de la poblacion global, y se calcula que infectd al menos al 20% de la
poblacion mundial. Los primeros casos clinicos documentados fueron encontrados en los
Estados Unidos, y una teoria alternativa afirma que los reclutas llevaron con la
enfermedad a Europa al viajar hacia la Primera Guerra Mundial. Mediante el analisis de
los restos exhumados de un individuo enterrado en el artico, donde se habia congelado
en permafrost desde el brote de 1918, fueron capaces de recuperar RNA suficiente para
determinar el subtipo causante de la pandemia espafiola, el virus AHIN1.

Las otras pandemias, aunque menos devastadoras que la gripa espafiola, causaron
alta morbilidad y provocaron la muerte de seis millones de personasen todo el mundo.
La segunda de estas pandemias, la denominada gripe asiatica, ocurrié durante 1957-
1958, y fue causada por el subtipo AH2N2. Entre 1968 y 1970, el subtipo AH3N2 causo
una pandemia conocida como “gripe de Hong Kong”. Entre 1977 y 1978 una leve
pandemia del subtipo AH1N1, que afectd principalmente a los jovenes. Esta cepa es la
que actualmente co-circula en las poblaciones humanas junto con el subtipo H3N2 de
Hong Kong de la pandemia de 1968.

Basandonos en éstos patrones, se puede esperar que las pandemias ocurran en
promedio de tres a cuatro veces cada siglo, pero aun no hay forma de predecir cuando
aparecera la proxima.
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El primer brote documentado de influenza aviar en una poblacion de aves
silvestres fue en 1961, cuando un en el charran comdn provoco 1600 muertes de aves en
el sur de Africa. Este brote sugirié que las aves silvestres son un posible reservorio del
virus. El peor brote de influenza A aviar patogénica en los tiempos modernos es el que
actualmente asola a los paises asiaticos y algunos paises de Africa. El brote de julio del
2006 condujo a la muerte o el sacrificio de mas de 100 millones de aves y ha ocasionado
la infeccidn de 387 personas de las cuales 245 han muerto en15 paises.

6.10 Pandemia de influenza AH1N1 en el 2009

El reporte del 11 de noviembre del 2009 de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO)
informd que en todo el mundo més de 199 paises han confirmado casos de influenza
H1N1 en la pandemia 2009 que desafortunadamente ha causado més de 6000 muertes.
Como muchos paises han dejado de contar los casos individuales, el recuento de casos es
probable que sea significativamente menor que el nimero real de casos que han
ocurrido.

Actualmente, la transmision de la influenza sigue siendo reportada en América del
Norte sin pruebas de un pico en la actividad. EI 42% de las muestras respiratorias fueron
positivos para la influenza A 'y el 100% corresponde al subtipo HIN1. En Europa y Asia
Central y Occidental, la actividad de la pandemia de influenza fue detectada en muchos
paises, sefialando un inusual comienzo temprano de la temporada de la influenza de
invierno. Actualmente, de acuerdo a los datos reportados en la WHO se presenta
evidencia de una creciente y activa transmision del virus de la influenza pandémica a
través de Europa con inclusién de Ucrania y Bielorrusia y el este de Rusia (WHO
informe 73, 2009).

En México, la Secretaria de Salud reporto el 19 de Julio del 2010 un total de
72,548 casos confirmados y 1,316 defunciones siendo las entidades federativas mas
afectadas el Distrito Federal con 6,765 casos, Chiapas con 3,607 casos, Estado de
México con 3,415 casos y Nuevo Ledn con 3,383 casos.

6.11 Co-infeccion del virus de influenza con otros patdgenos asociados a
enfermedades respiratorias.

La influenza estacional y la influenza pandémica frecuentemente se complican por
infecciones bacterianas. La co-infeccion bacteriana ha sido encontrada en alrededor del
30% de todos los casos con influenza estacional y los patdégenos mas frecuente
reportados incluyen Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae (Torres et al., 2012)

La co-infeccion bacteriana es un importante contribuidor a la morbilidad y a la
mortalidad. La neumonia bacteriana que complica la infeccion por influenza fue una de
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las principales causas de muerte durante la pandemia de influenza espafiola de 1918 y
durante periodos de actividad de la influenza estacional en los periodos inter-
pandemicos. Durante la pandemia de 1918-1919 las bacterias que fueron encontradas
frecuentemente del esputo, pulmones y sangre de pacientes con neumonia, Vivos 0
muertos, eran bacterias colonizadoras de las vias respiratorias superiores de personas
sanas (Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes,y/o
Staphylococcus aureu ;Brundage y Shanks2008).

La co-infeccion bacteriana fue reportada frecuentemente en casos letales durante la
influenza AH1N1 pandémica del 2009, siendo S. pneumoniae el patégeno mas
frecuentemente identificado. Estudios en poblaciones especificas (pacientes criticamente
enfermos) demostraron la presencia de co-infeccion bacteriana en el rango de 18% a
33% de los pacientes con influenza AHIN1 que presentaron neumonia viral (Torres,
2012).

6.12 Vigilancia epidemiologica y técnicas diagnosticas

Las enfermedades respiratorias febriles humanas son un problema de salud que
representa una carga economica anual importante para todo el mundo. Existe una gran
diversidad de agentes patdégenos que causan este tipo de enfermedades, desde las
bacterias como Haemophilus influenzae al virus respiratorio sincitial o los virus que
cambian genéticamente en un tiempo relativamente corto, tales como los Rinovirus
humanos (HRV) (Malhotra et al., 2003; Kimura et al., 2000), que hacen mas dificil el
diagnostico diferencial. Los brotes recientes de gripe aviar y la pandemia de influenza
humana que se manifiesta en este momento ponen al descubierto la necesidad de un
programa constante de vigilancia epidemiologica. (Sebastian et al., 2009).

La vigilancia mundial de la influenza es fundamental para la mejora del manejo
de la enfermedad, y es especialmente importante para la deteccion temprana que permita
identificar rapidamente la propagacion de brotes e intervenir rapidamente,
potencialmente reduciendo los efectos de una epidemia.

La vigilancia epidemioldgica requiere de técnicas rapidas, que sean de bajo
costo y tengan una buena capacidad de analisis. Uno de los métodos tradicionales para la
deteccién del virus de la influenza es el cultivo viral acompafiado de la tipificacion
seroldgica del HA. Sin embargo, éste es un método lento, que tarda 7 dias en arrojar
resultados concretos.

La pandemia de la influenza tipo AHIN1 ha permitido el desarrollo de una gran
cantidad de pruebas seroldgicas rapidas también denominadas pruebas de escritorio, que
indican la presencia del virus sin embargo no tienen la sensibilidad y ni la especificidad
de las pruebas moleculares (Likitnukul 2009; Vasoo 2009). La reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real (qPCR) se utiliza habitualmente para la deteccion rapida del
virus de la gripe aviar (AlIV) en muestras clinicas, pero las sustancias inhibidoras
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presentes en algunas muestras clinicas, puede reducir o bloquear la amplificacion por
PCR (Das, 2009).

Hoy en dia se utilizan una gran cantidad de técnicas diagndsticas de nueva generacion
como son varias tecnologias como el sistema Masscode ™ multiplex mediante gPCR
(Lin 2009), Luminex ® xMAP ™ (Lin 2009; Wang 2008) y microarreglos de
oligonucledtidos que ofrecen alternativas rapidas y sensibles que actualmente estan en
desarrollo como plataformas de diagndstico muy eficientes que son capaces de detectar e
identificar simultaneamente un gran nimero de diversos patdgenos respiratorios virales
y bacterianos. Sin embargo, el alto grado de mutabilidad del virus de la gripe representa
un desafio en el disefio de éstas nuevas metodologias. Estas deben proporcionar
informacién para una amplia gama de cepas de virus y linajes.

6.13 Uso de microarreglos

A finales de los afios 80, la tecnologia que desembocaria en la plataforma GeneChip fue
desarrollada por cuatro cientificos, en Affymetrix: Stephen Fodor, Michael Pirrung,
Leighton Read y Lubert Stryer. El proyecto original estaba destinado a la construccion
de peptidos sobre chips, pero desemboco en la capacidad para construir secuencias de
DNA sobre chips. La aplicacion practica de esta idea se llevo acabo por la empresa
Affymetrix que comenzo a actuar como una compaiiia independiente en el afio 1993.

Los microarreglos por lo tanto, surgieron de la combinacion de las técnicas
microelectronicas y el empleo de materiales bioldgicos. Se basan en la ultra
miniaturizacion y paralelismo implicito y se concretan en chips de material biologico de
alta densidad de integracion validos para realizar distintos tipos de estudios repetitivos
con muestras bioldgicas simples.

Un microarreglo de DNA es una superficie sélida a la cual se unen y en un orden
predefinido, una serie de fragmentos de DNA. Las superficies empleadas para fijar el
DNA son muy variables y pueden ser vidrio, plastico e incluso chips de silicio. Los
arreglos de DNA son utilizados para averiguar la expresién de genes, monitoreando los
niveles de miles de ellos de forma simultanea, los métodos para medir la expresion de
genes que antecedieron a los microarreglos, fueron el Southern Blot, que transfiere las
muestras de DNA a una membrana, el Northern Blotting que transfiere RNA y la gPCR.

Los microarreglos basados en la hibridacién utilizan moléculas de acidos nucleicos
(DNA, DNACcs u oligonucleétidos) que funcionan como sondas y se hibridan con acidos
nucleicos completamente provenientes de la muestra en estudio, los cuales han sido
marcados por diferentes métodos. Generalmente, los blancos se generan a partir de acido
ribonucleico mensajero (RNAmM) de la célula o tejido de interés que se convierte en
DNAc. Se necesitan en promedio 1 a 2 microgramos de RNAm o 10 microgramos de
RNA para usarlos en el microarreglo. Los blancos estan marcados con material
fluorescente (Cy3, Cy5 o Biotina) que luego puede ser detectado mediante foto imagen o
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escaner de fluorescencia. Posterior a la hibridacion se debe hacer la lectura, La marca
fluorescente de los residuos se hace evidente mediante laser, cAmara y microscopio que
crean una iméagen digital del microarreglo. Estos datos se llevan al computador y un
programa analiza la emision de colores. Cada hibridacion detectada como un punto en el
microarreglo se asocia con un gen particular.

6.14 Ventajas de los microarreglos RPM

La tecnologia de microarreglos es similar a los procedimientos de PCR en complejidad,
pero presenta la ventaja de ser muy rapida, pues puede ser realizada en 24 horas y
requiere poco personal técnico para su realizacion.

Los resultados obtenidos proporcionan informacion sobre las secuencias
nucleotidicas de los patdgenos y no genera falsos positivos. El analisis de las variaciones
nucleotidicas de los virus y patdgenos en general, asi como de las mutaciones
especificas contribuyen a predecir la patogenicidad y la farmaco-resistencia de los
patogenos analizados.

El microarreglo RPM contiene un gran namero de moléculas de DNA ordenadas
sobre un sustrato solido de manera que forma una matriz de secuencias en dos
dimensiones. Estos oligonucledtidos llamadas “sondas” son secuencias cortas, 0 de
mayor tamafio, DNACcs, o bien productos de PCR de una sola hebra inmovilizados en el
soporte. Los acidos nucléicos de las muestras a analizar se marcan y se incuban sobre el
panel de sondas, donde se uniran a sus secuencias complementarias inmovilizadas en el
soporte del microarreglo, permitiendo la identificacion de los DNAs presentes en la
muestra. Posteriormente, el escaner y las herramientas informaticas permiten interpretar
y analizar las secuencias nucleotidicas obtenidas.

Una buena alternativa es la plataforma de alta densidad con re-secuenciamiento
mediante microarreglos en la version de Microarreglos para Patdgenos Respiratorios 1
(RPM v.1). Esta metodologia ha demostrado tener éxito en identificar una amplia gama
de agentes patdgenos (incluyendo bacterias y los virus de DNA y RNA) en una sola
prueba con una alta sensibilidad y especificidad que presentan mdltiples ventajas con
otras tecnologias usadas (Bouvier y Palese 2008). Ademas, la plataforma v.1 RPM ha
demostrado la capacidad de discriminar entre las cepas conocidas y desconocidas asi
como nuevas variantes de los patdgenos: Esta plataforma permite la deteccion
simultanea y la identificacion diferenciada de todos los subtipos de los genes HA y NA
de la influenza A en un solo microarreglo. Este microarreglo RPM contiene
aproximadamente el 30% (41 063 pb) al estudio de de los alelos 16 HA y 9 de NA de los
virus de la gripe aviar.

La re-secuenciacion de patdégenos con microarreglos (RPM) contiene secuencias
disefiadas y construidas para permitir la cobertura completa de 86 agentes bacterianos y
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virales, incluyendo patdgenos respiratorios y de organismos zoonéticos considerando los
riesgos significativos para la salud humana, por ejemplo, SARS.

6.15 Microarreglo RPM-Flu 3.1 TessArray

El ensayo de microarreglo RPM-Flu 3.1 TessArray detecta e identifica simultaneamente
patdgenos, tanto virales como bacterianos, conocidos y desconocidos del tracto
respiratorio superior.. Esta matriz ofrece una cobertura completa del virus de la gripe,
incluyendo virus de la gripe aviar, identificando género, especie, serotipo, y cepa viral.
Este microarreglo proporciona una deteccion completa de la categoria de la influenza A,
B, y parainfluenza, asi como diversos patdgenos microbianos y virales estrechamente
relacionados con las enfermedades respiratorias como se muestra en la figura 3.

El microarreglo TessArrae RPM-Flu 3.1 ha sido usado anteriormente para la
deteccion y la identificacion de los subtipos AHIN1, AH3N2 AH5N1 y también para la
deteccion e identificacion del tipo B del virus de influenza en instalaciones de
entrenamiento del ejército de los Estados Unidos de América. Se demostro que la
plataforma RPM tiene mayores ventajas que los métodos tradicionales de deteccion de
influenza como el gPCR. La principal ventaja es la identificacion del gen de
neuraminidasa por parte de la plataforma RPM ya que logra distinguir los subtipos antes
mencionados por medio de las 9 diferentes A/HN subcategorias y por medio de 144
combinaciones de variaciones de los subtipos A/HN del virus de influenza (Metzgar et
al., 2010).

Otro estudio demostro la capacidad del microarreglo RPM-Flu 3.1 para detectar y
diferenciar todos los subtipos HA y NA. Los autores caracterizaron 37 virus de influenza
aviar colectadas en el Medio Oriente. Este estudio comparé efectivamente la utilidad de
la plataforma RPM con respecto a la deteccion tradicional del virus de la influenza aviar
(gQPCR).

Veintiun muestras fueron identificadas con el subtipo H5 por todos los métodos
tradicionales. Tres muestras no tuvieron resultados por el microarreglo y fueron
positivas para AH5N1 por gPCR, Dos muestras identificadas para influenza A por el
microarreglo fueron negativas por gPCR. De las restantes 11 muestras, seis fueron
identificadas como otros serotipos del virus de influenza y cinco fueron identificadas
como influenza A por el microarreglo. EI método gPCR demostré solo identificacion de
especie mientras que el microarreglo logré identificar el subtipo del virus de influenza
aviar (AH5N1, AH7N7 o AH10N70; Lin et al., 2009).
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Figura 3. Lista de patdgenos detectados con el microarreglo RPM-Flu 3.1. Estos incluyen
influenza A,B, Parainfluenza, Adenovirus, Coronavirus, Rubeola y una gran cantidad de patégenos
microbianos.

6.15.1 Andlisis de la base de datos RMP-Flu

Los resultados obtenidos de la base de datos de los ensayos de las secuencias generadas
de cada espécimen a través del detector de titulos de Affymetrix CustomSeq-formatted
microarrays y la imagen de datos adquirida del GeneChip Instrument System Scanning
bajo el control del software GeneChipOperating es transcrito por el software analisis de
secuencia GSEQ.
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7. HIPOTESIS

El andlisis de las secuencias nucleotidicas de los virus de la influenza y patégenos
asociados en la poblacion de los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México, permitira
detectar la presencia de diferentes tipos y subtipos del virus y los patdgenos asociados
a enfermedades respiratorias.

8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Determinar la presencia de diferentes tipos y subtipos del virus de la influenza y su co-
infeccidn con patdgenos asociados a enfermedades respiratorias en la poblacion de los
estados de Nuevo Leon y Oaxaca, México.

8.2 Objetivos particulares

1) Estandarizar las condiciones para la deteccion de influenza y patdgenos asociados con
el uso del microarreglo RPM Flu-3.1.

2) Determinar la presencia de diferentes tipos y subtipos del virus de la influenza en la
poblacion de los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México

3) Analizar la infeccion o co-infeccion de patdgenos asociados a enfermedades
respiratorias en muestras con influenza de los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México.
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9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 4. Estrategia experimental. La estrategia consistié en la extraccion de los acidos nucléicos
totales de las muestras colectadas y la transcripcion inversa para convertir los RNAs virales a DNACs.
Posteriormente, se amplificaron por medio de PCR multiplex, se fragmentaron, se marcaron con biotina
y se hibridaron en el microarreglo RPM-Flu que fue lavado, fijado y escaneado para el andlisis de las
secuencias nucleotidicas resultantes.
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Colecta de Muestras

Se obtuvieron 233 muestras de exudados faringeos, de las cuales 88 fueron
proporcionadas por el Laboratorio Estatal de Salud publica de Oaxaca, Oaxaca (LESPO)
y 145 fueron proporcionadas por el Centro de Investigacién Biomédica del Noreste-
IMSS, Monterrey, Nuevo Ledn (CIBNI). Todas las muestras fueron analizadas por el
microarreglo RPM-Flu 3.1 con el procedimiento que se muestra a continuacion:

10.2 Extraccién de acidos nucleicos totales

La extraccion de los acidos nucléicos totales se realizd utilizando el kit de aislamiento de
DNA y RNA MasterPure (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA). A una
alicuota de 450 puL de la muestra clinica se le adicionaron 450 pL de Buffer de lisis 2X
T & Cy 3 pL de proteinasa K (50ug/pL). Se agité por inversion 15 veces y
posteriormente se incub6 a 65 °C por 15 minutos. Durante ese periodo, se realizd
agitacion con vortex cada 5 minutos y se enfrio en hielo por 4 minutos. En seguida, se
adicionaron 450 pL del reactivo de precipitacion de proteinas (MPC) y se agitd en
vortex por 10 segundos. Posteriormente, se centrifugo a 10,000 g por 10 minutos a una
temperatura de 4°C. EIl sobrenadante obtenido se separ6 en dos tubos de 1.5 ml,
obteniendo asi 650 uL en cada uno de ellos.

A continuacién, se agregaron 750 pL de isopropanol y se mezcld por inversion
40 veces. Despues, se centrifugaron ambos tubos a 10,000 g por 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se decantd el sobrenadante y se adicionaron 375 L de etanol al 70%
(v/v) a cada tubo. En seguida, se centrifugo a 10,000 g a temperatura ambiente por un
minuto. Finalmente, se extrajo el etanol cuidadosamente y el precipitado resultante se
solubiliz6 en 35 pL de Buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA).

10.3 Cuantificacion de los Acidos nucléicos totales

Posteriormente, a la extraccion de los acidos nucléicos totales se procedio a realizar la
cuantificacion y la calidad de los acidos nucléicos totales mediante la determinacién de
la relacion 260/280 del RNA utilizando el NanoDrop 2000c.
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10.4 Sintesis de los DNAs complementarios al RNAmM (DNACs)

Después de la extraccion de acidos nucléicos totales, se realizd la sintesis de DNAcs a
partir de los RNA usando la técnica de transcripcion reversa (RT). Se afiadié 4pL de
acido nucleico total purificado a un tubo RPM-Flu 3.1 (proporcionado por TessArray®
RPM-Flu 3.1). Se agitd6 mediante vortex y se centrifugd brevemente. Se incub6 a 65 °C
por 5 minutos en un termociclador Eppendorf Mastercyler y luego se enfrio en hielo por
5 minutos.

En un tubo Eppendorf de 1.5ml se prepard la mezcla de transcripcién reversa como se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de la mezcla de transcripcion reversa

Mezcla de transcripcion reversa 1 muestra
Buffer para cadena sencilla 5X 4ul
DTT 0.1M 2uL
RNaseOUT 40 U/uL 1ulL
RNA polimerasa Superscript 111 200 U/ul 1uL
Volumen Total 8uL

Se transfirieron 8uL de la mezcla de transcripcion reversa al tubo RPM-Flu 3.1 RT, se
mezclaron por pipeteo y se colocaron en el termociclador Eppendorf Mastercycler
programado con el siguiente programa:

25 °C-10minutos
50 °C-50 minutos
85 °C-5 minutos

La muestra resultante RPM-Flu 3.1 RT se coloc6 en hielo para su posterior
amplificacién mediante Multiplex PCR.

10.5 Amplificacion mediante Multiplex PCR

La muestra RPM-Flu 3.1 RT fue amplificada con 4 diferentes cocteles de primers
multiplex, asi que la muestra RPM-Flu 3.1 RT fue dividida en 4 tubos RPM-Flu 3.1
PCR mix (A,B,C y D) con 5 pL en cada uno. En hielo se prepard la mezcla de PCR
Multiplex en un tubo Eppendorf de 1.5ml como se muestra en la Tabla II.

Tabla Il. Preparacion de la mezcla maestra Multiplex PCR

Mezcla maestra Multiplex PCR 1 muestra
Buffer GoTaq Flexi 5X 44uL
MgCI2 25 mM 35.2uL
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DNA polimerasa GoTaq 5U/uL 8.8uL

UDG 0.22 KU /220 pL 4.4pL

VVolumen Total 21uL

Se transfirieron 21pL de la mezcla maestra PCR Multiplex a cada tubo RPM-Flu 3.1
PCR Mix (A,B,C y D).

Se colocaron los 4 tubos RPM-Flu 3.1 PCR Mix en un termociclador Biorad Peltier
DNA Engine Tetrad 2 y se utilizo6 el siguiente programa:

1) 24°C por 10 minutos

2) 94°C por 2 minutos

3) 94°C por 30 segundos

4) 45°C por 30 segundos

5) Incrementar la temperatura 1°C cada ciclo

6) 72°C por 1 minuto y 30 segundos

7) Ir al paso tres 15 veces

8) 94°C por 30 segundos

9) 60°C por 2 minutos

10) Ir al paso siete 23 veces

Se colocaron los productos RPM-Flu 3.1 PCR en hielo (A,B,C y D)

10.6 Purificacion de las muestras de DNAc

La purificacion de las muestras amplificadas se realiz6 utilizando el kit de purificacion
QIAQuick PCR (QIAGEN, Valencia, CA).

A temperatura ambiente se combinaron los cuatro productos RPM-Flu 3.1 PCR en
un solo tubo Eppendorf de 1.5ml y se le adicionaron 1000uL de DNA binding buffer
(PB). Se pipetearon 700uL de la muestra a una columna de purificacion Qiagen
QIAQuick PCR vy se centrifugd por 30 segundos a 13,000 rpm a temperatura ambiente,
la columna se puso en un nuevo tubo de 2ml. Se repitio el paso anterior con lo que resta
de la muestra.

La columna se transfirié a un nuevo tubo de 2ml y se afiadieron 730uL de wash buffer
(PE) a la columna y se centrifugd por 30 segundos a 13,000 rpm a temperatura ambiente.
Se transfirio la columna a un nuevo tubo y se volvio a centrifugar por 30 segundos a
13,000 rpm a temperatura ambiente para remover todos los trazos del wash buffer.

Se volvio a transferir la columna a un nuevo tubo de 1.5ml y se le adicionaron 25uL de
elution buffer (EB). Se dejo reposar la columna por 1 minuto. Se centrifugé la columna
por 30 segundos a 13,000 rpm a temperatura ambiente.

La columna se desechd y el tubo con la mezcla de productos de PCR Multiplex eludido
se colocd en hielo.
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10.7 Fragmentacion y marcaje de la muestra de DNAc

Los reactivos que se utilizaron para la fragmentacion y marcaje de la muestra son parte
del kit de GeneChip Resequencing Assay (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA.)

En un tubo nuevo de 1.5ml se prepard la mezcla de fragmentacion maestra como se
muestra en la Tabla I11.

Tabla I11. Preparacion de la mezcla de fragmentacion maestra

Mezcla de Fragmentacién maestra 1 Muestra
Buffer de Fragmentacion 10X 2.5uL
Reactivo de Fragmentacion 0.1pL
Volumen total 2.6pL

Al tubo que contiene la mezcla de fragmentacion maestra se le adiciond el pool del
producto del PCR Multiplex eludido y se mezclo por pipeteo. Posteriormente, se coloco
la muestra en un termociclador Eppendorf Mastercycler y se uso el programa siguiente:
37 °C-5 minutos

95 °C-10 minutos

El producto resultante de la amplificacion Multiplex fragmentada se coloco en
hielo mientras se prepar6é la mezcla de marcaje. Posteriormente, en un nuevo tubo de
1.5ml se preparo la siguiente mezcla de marcaje como se muestra en la Tabla IV.

Tabla IV. Preparacion de la mezcla de marcaje

Mezcla de marcaje 1 muestra
Buffer TdT Affymetrix 5X 7.2uL
Reactivo de marcaje Affymetrix 1.2uL
TdT Affymetrix TdT 30U/uL 2uL
Volumen Total 10.4pL

Al tubo que contiene el producto Multiplex PCR se le adicionaron 10.4uL de la mezcla
de marcaje. Posteriormente, se colocd el tubo en un termociclador y se uso el siguiente
programa:

37 °C-30 minutos
95 °C-5 minutos

Se coloco el producto resultante marcado Multiplex PCR en hielo minimo 5
minutos antes de agregarle la mezcla de hibridacion.
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10.8 Hibridacion, lavado y escaneado de la muestra

Se incubaron los microarreglos en el horno de hibridacion (Affymetrix GeneChip
Microarray modelo 640) por un minimo de 10-15 minutos a temperatura ambiente.
Mientras que los microarreglos se incubaron, se abrié el programa GCOS en la
computadora y se cred un nuevo documento para cada muestra. Se ingresaron los
cddigos de barra de cada microarreglo ya sea por medio del scanner o tecledndolos y se
apunté que muestra corresponde en cada microarreglo.

En un tubo libre de nucleasas de 1.5ml se prepard la mezcla de hibridacion
maestra descrita en la Tabla V.

Tabla V. Preparacién de la mezcla de hibridacion maestra

Mezcla maestra de Marcaje 1 muestra
Solucion de hibridacion Affymetrix 94.7uL
B2 oligo 130X 1.3uL
Volumen total 96uL

Se le agregaron 96 pL de la mezcla de hibridacion maestra al tubo que contiene
el producto marcado Multiplex PCR y se obtuvo el coctel de hibridacion.
Posteriormente, se colocaron los tubos en un termociclador Eppendorf Mastercycler y se
uso el siguiente programa:

95°C — 5minutos
49°-5 minutos

Se llend el microarreglo RPM-FLU 3.1 con 120uL de la solucion de pre-
hibridacion. Posteriormente, se colocé el microarreglo RPM-FLU 3.1 en el sujetador del
horno de hibridacién modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip
Microarray y se roté a 60 rpm por 10 minutos a 49°C. Después, se le removid la
solucién de pre-hibridacion al microarreglo RPM-FLU 3.1 y se le adicionaron 120uL
del coctel de hibridacion. Se volvio a colocar en el sujetador del horno de hibridacion
modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip Microarray y se rot6 a
60 rpm a 49°C por 16 horas.

Se prepararon 3 tubos de 1.5mL libres de nucleasas; uno transparente y dos ambar y se
pusieron 500uL de solucion Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) a un tubo ambar, 500uL
de solucion de Anticuerpos al tubo transparente y 800 ul del buffer Array holding al
segundo tubo ambar.

Se encendio la estacion de fluidos modelo 450 del sistema de instrumentos de
Affymetrix GeneChip Microarray y en el software GCOS, se seleccion6 el mddulo de la
estacion de lavado y se inicio el prime, que consiste en cargar las mangueras del médulo
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de la estacion de fluidos con los buffers Wash A y Wash B. Se tomd el microarreglo
RPM-FLU 3.1 del horno de hibridacion y se removid el coctel de hibridacion del
microarreglo e inmediatamente después se le agregaron al microarreglo 120uL del
buffer Array holding. Cuando el prime se completd, se seleccioné el protocolo
Midi_DNAarray_WS5_ 450 en el software GCOS y se siguieron las instrucciones en la
pantalla. Estas consisten en resumen en lo siguiente:

Se colocod el microarreglo RPM-FLU 3.1 en el sujetador de cartuchos horno de
hibridacion modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip
Microarray y se selecciond “run” del Menu de la estacion de Fluidos. Mientras el
microarreglo RPM-FLU 3.1 fue lavado, se encendié el escaner ya que tarda
aproximadamente 15 minutos en estar listo. Se coloc6 el microarreglo en el escaner y se
escaned usando el software GCOS. Cuando el escaneado del microarreglo fue
completado, se removié del escaner y se almacené a 4°C. Posteriormente, se obtuvo un
documento .CEL el cual contiene la imagen del microarreglo. Finalmente, se realiz6 un
protocolo de shutdown en el médulo de la estacién de fluidos el cual consiste en cambiar
los frascos que contienen los buffers Wash A 'y Wash B por frascos que contienen agua
destilada para asi realizar el lavado de las mangueras. Una vez terminado el lavado se
apago el mddulo.

10.9 Analisis e interpretacion de resultados

El documento.CEL obtenido con la imagen escaneada del microarreglo se analizé en el
software GSEQ 4.0 y se generé un documento .CHP que contiene tres marcos. EI marco
izquierdo contiene los nombres de las secuencias, el marco superior es una visualizacion
gréfica de una secuencia y el marco inferior es la secuencia de la muestra.

Para la identificacion de los patdgenos presentes en la muestra, se exportaron las
secuencias en formato “FASTA” y fue guardada en el disco duro. La secuencia guardada
fue cargada al software de TessArae TESQ por medio de un portal de cliente en linea.

10.10 Andlisis con TSEQ

Las secuencias fueron enviadas a la pagina de internet de la compafia TessArae
https://www.tessarae.com/username y se envio el documento “FASTA”. Después de que
el analisis TSEQ es completado, se recibié un correo electronico con tres tipos de
documentos por cada microarreglo enviado:

1) Documento “FASTA”; el cual contiene las secuencias de los patogenos
encontrados.

2) La Figura 5 muestra el documento de reporte, que contiene los resultados de los
controles, una vista general de las secuencias detectadas incluyendo nombre de la
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secuencia, puntaje C3, Longitud de la secuencia mas larga y continua y el tipo de
patdgeno.

3) Documento C3 con los resultados de los patdgenos detectados.

Tess/\rray’

Reporte HTML

Chip Name: UANL_SSA_SAMPLE11_130711

_ Bordetella _ Streptococcus
_ Bacillus _ Staphylococcus
_ Chlamydia _ Adenovirus
_ Corynebacterium _ Coronavirus
_ Klebsiella _ Cytomegalovirus
_ Yersinia - v Influenza
_ Francisella _ Measles
_ Legionella _ Metapneumovirus
_ Moraxella _ Parainfluenza
_ Mycobacterium _ RSV
_ Mycoplasma _ Enterovirus
_ Neisseria _ Variola
_ Haemophilus _ Rubella
_ Pseudomonas _Amplification Control
|

Detalles del Chip:

Muestra: UANL_SSA_SAMPLE11 130711

Controles
PASS  Control_A 98.34% of 482 bases (1 miscalled)
PASS  Control_B 98.88% of 446 bases (2 miscalled)
PASS  Control_C 95.76% of 495 bases (0 miscalled)
PASS  Control_D 97.15% of 456 bases (0 miscalled)

Secuencias Detectadas: 3

Name C3Score LCLen E-Value Pathogen
FLUAM(H5N1)MATRIX 49.370 23 2e-50 Influenza

FLUAM(HIN1)  40.773 15 2e-24 Influenza

FLUAM(H3N2) 30.358 10 le-22 Influenza
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DESCRIPCION

Tile Len Called C3 Score SNP LC Len Gl GenBank AC E-Value
FLUAM(H1N1) 789 180 10.773 67 15 290048334
CY055741.1 2e-24 122 Influenza A virus (A/Australia/43/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence
FLUAM(H1N1) 789 180 10.773 67 15 294544608
CY060521.1 2e-24 122 Influenza A virus

(A/Ontario/222656/2009(H1N1)) segment 7 sequence

Figura 5. Ventana amplificada de los resultados obtenidos en el reporte de TessArae. El
reporte en HTML indica los patégenos detectados en rojo y los no detectados en azul. En los detalles del
microarreglo se reportan los cuatro controles de amplificacion, que corresponden a los tubos de Multiplex
PCR A-D. EI reporte también muestra la secuencia que hibrid6 en el microarreglo, el puntaje C3, el LC
Len y el valor de expectativa, ademas de dar la descripcion de la secuencia con la que presenté mayor
similitud.

El software TSEQ evalua el puntaje C3 para cada secuencia detectada, como una medida
métrica de secuencia de DNA detectada en cantidad y calidad. El puntaje C3 es el
numero total de GSEQ-nucledtidos identificados que aparecen en corridas de tres 0 mas
pares de bases consecutivas, expresadas como el porcentaje de la longitud de cada
secuencia detectada. Asi mismo, también se obtienen el LC-Length el cual es la corrida
mas larga de nucledtidos identificada sin que haya presencia de una “n” y el valor de
expectativa E (E-value) el cual es un parametro que describe el namero de hits que uno
puede esperar encontrar por casualidad cuando se busca en una base de datos de un
tamafo determinado. Este valor disminuye exponencialmente a medida que el puntaje
C3 aumenta. Todas las secuencias detectadas son automaticamente sujetas a una
busqueda de alineamiento de bases en la base de datos de la compariia TessArae. Para
gue una secuencia sea reportada como positiva, las secuencias deberan tener un puntaje
C3 mayor a 20, si el puntaje C3 se encuentra entre 10 y 20 se tiene que obtener un valor
de expectativa E (E-value) menor a 1.0E-10 para que la muestra sea considerada como
positiva.

10.11 Analisis Estadisticos

Una vez que se obtuvieron los resultados del analisis de las secuencias nucleotidicas, se
realizaron los analisis de X2, binomiales, Phi2 y de correlacidn entre los casos positivos
para influenza AHIN1 pandémica por gPCR y los patdgenos asociados a enfermedades
respiratorias identificados por el microarreglo RPM-Flu 3.1. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa estadistico SPSS Statistics 17.0.
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11. RESULTADOS

11.1 Estandarizacién del microarreglo RPM-Flu 3.1

Para la estandarizacion y verificacion del uso del microarreglo RPM-Flu 3.1 se
procesaron las vacunas Fluzone® y Fluarix® las cuales contienen los tipos de virus de
influenza AH1N1 estacional, AH3N2 y B, una muestra como control positivo para
influenza AH1N1 pandémica por qPCR, la cual fue proporcionada por la Secretaria de
Salud (SSA), y una muestra control con los tipos de influenza AH1N1 estacional,
AH3N2 y Influenza B, ademas de las bacterias Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Moraxella catharralis, Mycoplasma pneumoniae Yy Streptococcus
pneumoniae (proporcionada por la compariia TessArae).

Las secuencias nucleotidicas obtenidas en la vacuna FLUZONE® mostraron la
presencia de altos porcentajes de similitud para influenza AH1N1 estacional (57.41%)
asi como para AH3N2 estacional (53.63%) y para influenza B (90.94%) como lo
muestra la tabla Vla.

Estos resultados muestran que ésta vacuna contiene las cepas de los virus de
influenza AH1N1 estacional, AH3N2 estacional e influenza B debido a que se lograron
detectar las tres secuencias que codifican para las proteinas de matriz del virus de
influenza A FLUAM (AH1N1), FLUAM (AH3NZ2) y para la proteina de matriz del virus
de influenza B FLUBM. Los resultados mostraron los puntajes C3 para cada secuencia
que hibrido en el microarreglo los cuales todos fueron mayores a 20 confirmando la
positividad de estas tres secuencias en la muestra. Asi mismo se obtuvieron los LC-Len
de cada secuencia identificada, para la FLUAM (AH1N1) su Lc-Len fue de 77, para la
FLUAM (AH3N2) su Lc-Len fue de 56 y para la FLUBM (influenza B) su Lc-Len fue
de 184. Las tres secuencias identificadas presentaron un valor de expectativa E de cero.
Las secuencias que presentaron mayor similitud de la base de datos de la compafiia
TessArae con las secuencias encontradas en la muestra fueron A/X-113 (X-31B-
Texas/36/1991)(H1N1)) segment 7, complete sequence, A/INYMC-X-157B (Puerto
Rico/8/1934-New  York/55/2004)(H3N2)) segment 7, complete sequence y
B/Mississippi/UR06-0446/2007) segment 7, complete sequence.

Tabla Vla.- Estandarizacion del microarreglo RPM-Flu 3.1 utilizando la vacuna
FLUZONE®
Tipo de Secuencia  Puntaje Lc Valor

. e Secuencia Comparada
Virus Identificada C3 Len E
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AIX-113(X-31B-Texas/36/1991)(H1N1))
AHIN1 FLUAM segment 7, complete sequence

) 5741 | 77 0
Estacional | (AH1N1)

A/NYMC X-157B(Puerto Rico/8/1934-
New York/55/2004)(H3N2)) segment 7,

AH3N2 FLUAM 53.63 56 0 complete sequence

(AH3N2)

B/Muississippi/UR06-0446/2007) segment
B FLUBM 90.95 | 184 0 7, complete sequence

La vacuna FLUARIX® mostro la presencia de las secuencias nucleotidicas de
influenza AH1IN1 estacional (73.25%), AH3N2 estacional (74.10%) e influenza B
(93.32%) como lo muestra la Tabla VIb. Estos resultados confirman que esta vacuna al
igual que la FLUZONE® contiene las cepas de los virus de influenza AH1N1 estacional,
AH3N2 estacion e influena B ya que se lograron detectar las secuencias que codifican
para las proteinas de matriz FLUAM (AH1IN1), FLUAM (AH3N2) del virus de
influenza Ay la secuencia que codifica para la proteina de Neuraminidasa FLUBNA-1
de la influenza B. Los puntajes C3 de las tres secuencias fueron mayores a 20
confirmando la positividad de estas secuencias en la muestra. Asi mismo se obtuvieron
los LC-Len de cada secuencia identificada, para la FLUAM (AH1N1) su Lc-Len fue de
81, para la FLUAM (AH3N2) su Lc-Len fue de 51 y para la FLUBNA-1 (influenza B)
su Lc-Len fue de 124. Las tres secuencias identificadas presentaron un valor de
expectativa E de cero. Las secuencias que presentaron mayor similitud de la base de
datos de la compafiia TessArae con las secuencias encontradas en la muestra fueron
A/Puerto Rico/8/1934(H1N1)) segment 7, complete sequence, A/Victoria/1968(H3N2))
segment 7, complete sequence y B/Brisbane/60/2008) segment 6 NB protein (NB) and
neuraminidase (NA) genes, complete cds.

Tabla Vlb.- Estandarizacion del microarreglo RPM-Flu 3.1 utilizando la vacuna
FLUARIX®
Tipo de Secuencia = Puntaje = Lc | Valor

: - Secuencia Comparada
Virus Identificada C3 Len E

A/Puerto Rico/8/1934(H1N1)) segment 7,
AH1IN1 FLUAM complete sequence

Estacional | (AH1IN1)

FLUAM AlVictoria/1968(H3N2)) segment 7,

AH3N2 74.10 51 0 complete sequence
(AH3N2)
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B/Brisbane/60/2008) segment 6 NB
protein (NB) and neuraminidase (NA)

B FLUBNA-1 | 9532 | 124 0 genes, complete cds

De la misma manera, el control proporcionado por TessArae detectd, como se
esperaba, las secuencias nucleotidicas de influenza estacionaria AHIN1 (73.63%),
AH3N3 (72.50%), influenza B (88.94%), Haemophilus influenzae (86.30%), Neisseria
meningitidis (56.83%), Moraxella catharralis (55.25%), Mycoplasma (28.60%) vy
Strepyococcus (91.99%) simultaneamente como lo muestra la Tabla Vic.

Todos los puntajes C3 fueron mayores a 20 indicando la positividad de las
secuencias en la muestra. Los LC-Len variaron desde 13 que fue el mas pequefio hasta
134 que fue el mayor. Todos los valores de expectativa E fueron menores a 1e-10. Asi
mismo, la secuencia del control proporcionado por la SSA fue identificada como
influenza AH1N1 pandémica ya que presentd un puntaje C3 de 45.03, LC- Lende 44 y
un valor de expectativa E de 2e-152, ademas de presentar una mayor similitud con la
secuencia A/New York/ 3235/2009(H1N1)) segment 7, complete sequence (Tabla VIc).

Tabla Vlic.- Estandarizacion del microarreglo RPM-Flu 3.1 utilizando controles positivos
Secuencia = Puntaje = Lc | Valor

Patégeno - Secuencia Comparada
Identificada C3 Len E

AJ/Puerto Rico/8/1934(H1NL1))

AH1IN1 FLUAM segment 7, complete sequence
) 73.63 | 90 0
Estacional (AH1N1)
A/Victoria/1968(H3N2)) segment 7,
AH3N2 FLUAM 72.50 50 0 complete sequence
(AH3N2)
B/Brisbane/60/2008) segment 6 NB
B 88.94 | 134 0 protein (NB) and neuraminidase
FLUBHA-1 (NA) genes, complete cds
Haemophilus 2e- Haemophilus influenzae Rd KW20,
influenzae 170
Neisseria le- Neisseria meningitidis MC58,
— NEMEGYRA = 56.83 | 32 complete genome
meningitides 117
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Moraxella
: PSAEGYRA  55.25
catharralis
Mycoplasma
) MYPNGYRA | 28.60
pneumonia
Streptococcus
: STPNGYRA  91.99
pneumoniae
Influenza
FLUAM
AH1IN1 45.03
o (AH1N1)
pandémica

23

13

62

44

4e-56

6e-81

169

2e-52

Moraxella catarrhalis DNA gyrase
subunit A (gyrA) gene, partial cds

Mycoplasma pneumoniae M129,
complete genome

Streptococcus pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA) gene, complete
cds

A/New York/ 3235/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence

11.2.- Aislamiento de acidos nucléicos de las muestras de influenza provenientes de
los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México

Un total de 233 muestras de influenza AH1IN1 pandémica previamente analizadas por
gPCR fueron proporcionadas por institutos de Salud de México. De las 233 muestras
analizadas, 145 fueron proporcionadas por el Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste-IMSS Monterrey, Nuevo Ledn (CIBNI) y 88 fueron proporcionadas por el
Laboratorio Estatal de Salud publica de Oaxaca, Oaxaca (LESPO). En la Tabla VII, se
muestra que de las 145 muestras provenientes del CIBNI, 110 fueron positivas y 35
resultaron negativas para influenza AH1N1 pandémica cuando fueron analizadas
mediante gPCR. Todas las muestras analizadas provenientes del LESPO fueron
detectadas positivas para influenza AH1N1 pandémica por qPCR.

Tabla VII.- Casos positivos de influenza AH1IN1 pandémica por PCR tiempo real
CIBNI (9, 16, 17, 140-289)
n= 145

Positivos

Negativos

Positivos

Negativos

LESPO (35-114)

n=88

48

110
35

88



Se realiz6 la extraccion de los &cidos nucléicos totales de las 233 muestras y se
obtuvieron las concentraciones (ng/uL) y la calidad de los acidos nucléicos mediante la
determinacion de la relacién 260/280 del RNA utilizando el NanoDrop 2000c. La tabla
VI muestra 18 de los 233 casos analizados con el ID de la muestra y el estado de donde
se obtuvo la muestra. Las concentraciones obtenidas de &cidos nucléicos totales las
cuales varian desde 5.8 hasta 86.7 ng/pL y la relacion 260/280 para cada muestra las
cuales variaron desde 1.20 hasta 1.82.

Tabla VIII.- Concentracion y calidad de los &cidos nucléicos totales

ID muestra (Estado) Concentracién (ng/uL) Relacién 260/280
9 (Nuevo Lebn)* 11.05 1.32
16 (Nuevo Leon)* 11.08 1.52
17 (Nuevo Leon)* 16.20 1.46
44 (Nuevo Ledn) 58.5 1.54
47 (Nuevo Ledn) 12.3 1.52
48 (Nuevo Lebn) 15.8 1.48
129 (Nuevo Ledn) 10.5 1.35
131 (Nuevo Ledn) 8.5 1.61
133 (Nuevo Leon) 86.7 1.41

69 (Oaxaca)* 23.7 1.20
70 (Oaxaca)* 13.2 1.82
78 (Oaxaca)* 10.8 1.42
79 (Oaxaca)* 20.8 1.72
81 (Oaxaca) * 5.8 1.49
95 (Oaxaca) 7.3 1.36
102 (Oaxaca) 30.3 1.64
108 (Oaxaca) 8.9 1.47
114 (Oaxaca)* 13.5 1.28

e Muestras positivas para influenza AH1N1 pandémica por el Microarreglo RPM-
Flu3.1

11.3.- Deteccidn de diferentes tipos y subtipos del virus de la influenza

Todos los &cidos nucléicos obtenidos de las 233 muestras fueron procesados en el
microarreglo RPM-Flu 3.1. Los resultados muestran que 70 fueron confirmadas para
influenza AH1N1 pandémica (Tabla 1Xa), tres para influenza AH3N2 estacional (Tabla
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IXb), tres para influenza B (Tabla 1Xc) y dos para influenza AH1N1 estacional (Tabla
IXd) por el microarreglo RPM-Flu 3.1. Asi mismo las 35 muestras negativas para
influenza AH1N1 pandémica por gPCR también fueron confirmadas negativas con el
microarreglo RPM-Flu 3.1.

Los resultados de las muestras positivas de influenza con el microarreglo RPM-
Flu 3.1 se muestran en la Tabla Xa-d indicando el tipo de influenza encontrado en la
muestra, la identificacion de la muestra (ID muestra), la secuencia nucleotidica que
codifica para el gen de interés con el cual se hibridé en el microarreglo (secuencia
identificada), el puntaje C3 (C3 Score), el LC-Len, el valor de expectativa E (E-value), y
la secuencia de la base de datos de TessArae que presenta la mayor similitud con la
encontrada en la muestra (secuencia comparada).

La tabla 1Xa muestra la deteccién de los 70 casos positivos para influenza
AHIN1 pandémica con el microarreglo RPM-Flu 3.1. Se muestra que el tipo de
influenza encontrado en las 70 muestras fue influenza AH1N1 pandémica, las secuencia
identificadas fueron la secuencia que codifica para el gen de matriz de la influenza
AH1N1 pandémica (FLUAM) en 65 de las 70 muestras y la secuencia que codifica para
el gen de la neuraminidasa de la influenza AH1N1 pandémica (FLUANAL) en 5 de las
75 muestras (69,259, 261, 274, 289), el puntaje C3 el cual en algunas muestra dio mayor
a 20 indicando la presencia del virus mientras que en otras muestras el puntaje C3 dio
entre 10 y 20 pero al observar el valor de expectativa E en todas fue menor de 1e-10. Asi
mismo, también se obtuvieron los LC-Len de todas las muestras que varian desde 14
hasta 59, asi como las secuencias que presentaron mayor similitud de la base de datos de
la compafiia TessArae que en su mayoria fue con las secuencias influenza A virus
(A/Texas/JMS400/2009(H1N1)) segment 7, complete sequence y influenza A virus
(A/Berlin/INS361/2009(H1N1)) segment 7, complete sequence.

Tabla IXa.- Muestras positivas de Influenza AH1N1 pandémica con el microarreglo RPM-
Flu 3.1

Secuencia | Puntaje  LC @ Valor

ID Influenza Identificada c3 Len E Secuencia Comparada
Influenza A virus
9 Influenza | FLUAM(H1 19.3 93 2.00E | (A/Texas/JMS400/2009(H1N1)
AHIN1 | N1)MATRIX ' -50 | ) segment 7, complete sequence
Influenza A virus
16 Influenza FLUAM(H1 13.4 14 5.00E = (A/Berlin/INS361/2009(H1N1)
AHIN1  N1)MATRIX ' -39 | ) segment 7, complete sequence
Influenza A virus
17 Influenza | FLUAM(H1 16.8 93 6.00E = (A/Beijing/741/2009(H1N1))
AHIN1 | N1)MATRIX ' -27 segment 7 sequence
Influenza A virus
35 Influenza FLUAM(H1 133 24 6.00E (A/Texas/JMS365/2009(H1IN1)
AHIN1 N1)MATRIX ' -43 ) segment 7, complete sequence
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37

39

52

62

66

69

70

72

73

74

78

79

81

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AH1N1

Influenza
AH1N1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUANAL(
H1N1)

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

21.7

22.6

14.4

17

19.2

17.4

47.9

15.3

20

40

11.7

13.6

32.8

o1

56

58

32

26

23

30

59

34

40

52

15

32

58

7.00E
-94

8.00E
-72

4.00E
-51

1.00E
-57

2.00E
-57

2.00E
Si{6

6.00E
-171

8.00E
-32

2.00E
-38

8.00E
-145

1.00E
-26

1.00E
-41

1.00E
-127

Influenza A virus
(A/swine/North
Carolina/A01049173/2010(H1
N1)) segment 7 matrix protein
2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds

Influenza A virus
(A/Berlin/INS361/2009(H1N1)
) segment 7, complete sequence

Influenza A virus
(A/Texas/42173957/2009(H1IN
1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Cologne/INS136/2009(H1N
1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Texas/42173957/2009(H1IN
1)) segment 7, complete
sequence

Influenza A virus
(A/Texas/45122538/2009(H1N
1)) segment 6, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Athens/INS420/2010(H1N1
)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Gangwon/1805/2009(H1N1
)) segment 7 sequence
Influenza A virus
(A/Berlin/INS361/2009(H1N1)
) segment 7, complete sequence
Influenza A virus (A/Mexico
City/005/2009(H1N1)) segment
7, complete sequence
Influenza A virus (A/New
York/6257/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Texas/JIMS365/2009(H1N1)
) segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Bonn/INS284/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence



114

140

141

145

180

188

195

196

197

200

202

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AH1N1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

12.8

28.5

35.1

12.2

15.7

13.6

30.1

13.1

121

24

32.4

34

39

38

29

23

39

58

25

18

38

58

52

5.00E
-47

1.00E
-95

2.00E
-128

1.00E
-37

4.00E
-40

5.00E
-44

8.00E
-110

6.00E
-40

1.00E
-32

7.00E
-87

1.00E
-118

Influenza A virus
(A/Mexico/4646/2009(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1
Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00001/2
009(H1N1)) matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds

Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00001/2
009(H1N1)) matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds
Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
/2010(H1N1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus
(A/Denmark/28/2011(H1N1))
segment 7 matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, partial cds
Influenza A virus (A/Czech
Republic/1/2011(H1N1))
segment 7 matrix protein 2
(M2) gene, partial cds; and
matrix protein 1 (M1) gene,
complete cds
Influenza A virus
(A/Athens/INS122/2009(H1N1
)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus (A/Czech
Republic/1/2011(H1N1))
segment 7 matrix protein 2
(M2) gene, partial cds; and
matrix protein 1 (M1) gene,
complete cds

Influenza A virus
(A/swine/England/17394/96

Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00005/2
009(H1N1)) matrix protein
Influenza A virus
(A/Athens/INS122/2009(H1N1
)) segment 7



203

204

205

206

207

208

211

213

214

217

224

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

FLUAM(H1
N1)
MATRIZ

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

12.9

14.6

14.2

135

10.5

10.8

11.3

31.1

56.7

19.4

17.5

53

33

40

S7

27

21

23

29

58

63

56

56

2.00E
-44

2.00E
-44

1.00E
-46

7.00E
-39

8.00E
-28

6.00E
=33

2.00E
-27

6.00E
-120

2.00E
-61

9.00E
-52

Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00001/2
009(H1IN1)) matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds

Influenza A virus
(A/Texas/JIMS365/2009(H1IN1)
) segment 7, complete sequence

Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048

/2010(H1N1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds

Influenza A virus
(A/Warsaw/INS99/2009(mixed

)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus (A/New
York/4761/2009(H1N1))
segment 7

Influenza A virus
(A/Aalborg/INS283/2009(H1N

1)) segment 7, complete
sequence

Influenza A virus
(A/duck/Guangxi/380/2004(H5
N1)) matrix (M) gene, complete

cds

Influenza A virus
(A/Athens/INS122/2009(H1N1

)) segment 7, complete
sequence

Influenza A virus
(A/Denmark/118/2010(H1N1))

segment 7 matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, partial cds

Influenza A virus
(A/Athens/INS122/2009(H1N1
)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Cologne/INS136/2009(HIN
1)) segment 7, complete
sequence



225

226

228

229

230

231

233

234

237

239

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AH1N1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

11

17.6

34.1

18.8

27.3

28.3

14.5

14.7

13.3

14.7

54

20

56

58

58

57

59

38

34

45

43

4.00E
-29

4.00E
-56

2.00E
-123

3.00E
-60

2.00E
L2k

1.00E
-113

3.00E
-45

1.00E
-49

1.00E
-37

6.00E
-51

Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
/2010(H1N1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus (A/New
York/4761/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00008/2
009(H1N1)) matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds
Influenza A virus (A/Czech
Republic/1/2011(H1N1))
segment 7 matrix protein 2
(M2) gene, partial cds; and
matrix protein 1 (M1) gene,
complete cds
Influenza A virus
(A/Cologne/INS136/2009(H1N
1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Cambodia/NHRCC00005/2
009(H1N1)) matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds

Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
/2010(H1IN1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
/2010(H1N1)) segment 7
Influenza A virus
(A/Warsaw/INS99/2009(mixed
)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 M1
Influenza A virus
(A/Cologne/INS136/2009(H1IN
1)) segment 7, complete
sequence



240

243

249

250

252

253

259

260

261

262

264

269

271

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AH1IN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AH1N1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

Influenza
AHIN1

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUANAL(
H1N1)

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUANAL(
H1N1)

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

FLUAM(H1
N1)MATRIX

15.3

19.7

37.5

2313

39.1

17.3

14.8

26.9

13.3

35.9

26.3

19.4

13.9

55

87

56

55

58

41

29

28

58

29

56

39

52

23

3.00E
-56

2.00E
-70

1.00E
-129

3.00E
-85

9.00E
-140

2.00E
-42

2.00E
-71

6.00E
-94

7.00E
-40

6.00E
-131

2.00E
-100

3.00E
-70

1.00E
-49

Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
/2010(H1N1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus
(A/Catalonia/S2068/2009(H1N
1)) segment 7 sequence
Influenza A virus
(A/Ulaanbaatar/190/2011(H1N
1)) neuraminidase (NA) gene,
complete cds
Influenza A virus
(A/Texas/JMS365/2009(H1IN1)
) segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Boston/635/2009(H1N1))
nuclear export protein (NEP)
and nonstructural protein 1
(NS1) genes, complete cds
Influenza A virus
(A/Texas/JIMS365/2009(H1N1)
) segment 7, complete sequence
Influenza A virus (A/New
York/4761/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/California/VVRDL48/2009(H
1N1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Managua/4063.01/2009(H1
N1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/Warsaw/INS315/2009(H1N
1)) segment 8, complete
sequence
Influenza A virus (A/New
York/4761/2009(H1N1))
segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Managua/4063.01/2009(H1
N1)) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus (A/British
Columbia/GFA0401/2009(H1N
1)) segment 7 sequence



Influenza A virus

FLUAM(H1 (A/Athens/INS329/2009(H1IN1

273 "Tlhufﬂzla NI)MATRIX = 17.4 | 56 5'_%%'5 )) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
Influenza  FLUANAL( 2.00E rfa(;rli?((';rloﬁzl);‘zﬂﬂrgﬁ”;nz
274 AH1N1 H1N1) 12.6 27 -71 matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus
(A/Wisconsin/629-
276 'gfL“fli‘lzla N 1L)L|\J/|AAMr(F::§< 186 | 56 000 | DO1140/2009(HIND)) segment
8, complete sequence
Influenza A virus (A/British
279 Influenza FLUAM(H1 2 57 2.00E Columbia/GFA0401/2009(H1N
AHIN1 = N1)MATRIX -86 1)) segment 7 sequence
Influenza A virus
(A/swine/Nebraska/A01049048
282 Influenza FLUNAJ\;I(Hl 16.8 o5 1'_2(7)E /201_0(H1N})) segment 7
AHIN1 MATRIX matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds
Influenza A virus (A/New
283 Influenza FLUAM(H1 117 54 3.00E York/3225/2009(H1N1))
AHIN1 = NI1)MATRIX ' -34 segment 7, complete sequence
Influenza A virus
(A/Athens/INS329/2009(H1N1
284 I,Tﬁleﬁzla I\'jll‘)llﬂ/lp"b\l\./ll_g:; 21.1 38 2'_c7)3E )) segment 7, complete
sequence
Influenza A virus (A/Czech
Republic/1/2011(H1N1))
segment 7 matrix protein 2
289 I,Tluuflglzla FLUANAZL( 138 30 2._(;2E (M2) gene, partial cds; and

H1N1) matrix protein 1 (M1) gene,
complete cds

La tabla IXb muestra la deteccion de los tres casos positivos para influenza
AH3N2 estacional con el microarreglo RPM-Flu 3.1. También muestra que en los tres
casos el tipo de influenza encontrado fue AH3NZ2, la secuencia con la que hibridé la
muestra 179 fue con la secuencia que codifica para el gen de matriz de la influenza
AH3N2 (FLUAM), su puntaje C3 fue de 97.5, su LC-Len fue de 349 y present6 un valor
de expectativa E de cero. La secuencia que presentd mayor similitud de la base de datos
de la compafiia TessArae fue influenza A virus (A/Beijing-Xuanwu/132/2006(H3N2))
segment 7 sequence. La secuencia con la que hibridd la muestra 219 fue con la
secuencia que codifica para el gen de matriz de la influenza AH3N2 (FLUAM), su
puntaje C3 fue de 14.4, su LC-Len fue de 24 y su valor de expectativa E fue de 6e-38.
La secuencia que presenté mayor similitud de la base de datos de la compafiia TessArae
fue influenza A virus (A/Beijing-Xuanwu/132/2006(H3N2)) segment 7 sequence. La

56



secuencia con la que hibrido la muestra 251 fue con la secuencia que codifica para el
gen de neuraminidasa de la influenza AH3N2 (FLUANA2), su puntaje C3 fue de 81.1,
su LC-Len fue de 131 y su valor de expectativa E fue cero. La secuencia que presentd
mayor similitud de la base de datos de la compafiia TessArae fue influenza A virus
(A/Texas/NHRC0001/2011(H3N2)) neuraminidase (NA) gene.

Tabla IXb.- Muestras positivas de Influenza AH3N2 estacional con el microarreglo RPM-

Flu 3.1
ID Tipo de Secuencia | Puntaje  LC @ Valor .
- Secuencia Comparada
muestra = Influenza @ Identificada C3 Len E
Influenza A virus
(A/Beijing-
Influenza | FLUAM(H3
179 97.5 349 0 Xuanwu/132/2006(H3N2))
AH3N2 N2)
segment 7 sequence
Influenza A virus
Influenza | FLUAM(H3 (A/Beijing-
219 14.4 24 6e-38
AH3N2 N2) Xuanwu/132/2006(H3N2))
segment 7 sequence
Influenza A virus
(A/Texas/NHRC0001/2011(
Influenza o
251 — FLUANAZ2 81.1 131 0 H3N2)) neuraminidase (NA)

gene

De la misma manera la tabla IXc muestra la deteccion de los tres casos positivos
para influenza B estacional con el microarreglo RPM-Flu 3.1. Se muestra que en los tres
casos el tipo de influenza encontrado fue la influenza B, la secuencia con la que hibrido
la muestra 184 fue con la secuencia que codifica para el gen de hemaglutinina de la
influenza B (FLUBHA-1), su puntaje C3 fue de 10.2, su LC-Len fue de 34 y su valor de
expectativa E fue 2e-27. La secuencia que presentd mayor similitud de la base de datos
de la compafiia TessArae fue influenza B virus (B/North Carolina/WRAIR1582P/2009)
segment 7 sequence. La secuencia con la que hibridd la muestra 185 fue con la
secuencia que codifica para el gen de matriz de la influenza B (FLUBM), su puntaje C3
fue de 10.9, su LC-Len fue de 25 y su valor de expectativa E fue 9e-35. La secuencia
que presentd mayor similitud de la base de datos de la compafiia TessArae fue influenza
B virus (B/North Carolina/WRAIR1582P/2009) segment 7 sequence. La secuencia con
la que hibridé la muestra 202 fue con la secuencia que codifica para el gen de
hemaglutinina de la influenza B (FLUBHA-1), su puntaje C3 fue de 11.06, su LC-Len
fue de 49 y su valor de expectativa E fue 2e-34. La secuencia que presentd mayor
similitud de la base de datos de la compafila TessArae fue influenza B virus
(B/Mississippi/lUR06-0340/2007) segment 4, complete sequence.
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Tabla I’Xc.- Muestras positivas de Influenza B estacional con el microarreglo RPM-Flu 3.1

ID Tipo de Secuencia | Puntaje LC Valor .
» Secuencia Comparada
muestra  Influenza  Identificada C3 Len E
Influenza B virus (B/North
2.00E- | Carolina/WRAIR1582P/20

27 09) segment 7 sequence

184 Influenza B | FLUBHA-1 10.2 34

Influenza B virus (B/North
9.00E-  Carolina/WRAIR1582P/20
35 09) segment 7 sequence

185 Influenza B FLUBM 10.9

Influenza B virus

i (B/Muississippi/UR06-
202 | InfluenzaB | T-UBAAL 4406 | 49 | 2034 0340/2007) segment 4,
complete sequence

La tabla IXd muestra la deteccion de los dos casos positivos para influenza AH1IN1
estacional con el microarreglo RPM-Flu 3.1 Se muestra que en los dos casos el tipo de
influenza encontrado fue la influenza AH1N1 estacional, la secuencia con la que hibridd
la muestra 218 fue con la secuencia que codifica para el gen de matriz de la influenza
AH1N1 estacional (FLUAM), su puntaje C3 fue de 12.2, su LC-Len fue de 41 y su valor
de expectativa E fue 2e-35. La secuencia que presentd mayor similitud de la base de
datos de la compafiia TessArae fue influenza A Virus (A/swine/Brno/1/1992(H1N1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) gene, partial cds; and matrix protein 1 (M1) gene,
complete cds. La secuencia con la que hibrido la muestra 227 fue con la que codifica
para el gen de matriz de la influenza AH1IN1 estacional (FLUAM), su puntaje C3 fue de
11.6, su LC-Len fue de 23 y su valor de expectativa E fue 3e-32. La secuencia que
presentd mayor similitud de la base de datos de la compafiia TessArae fue influenza A
virus (A/swine/France/WVL13/1995(H1N1)) segment 7 sequence.

Tabla IXd.- Muestras positivas de Influenza AH1N1 estacional con el microarreglo RPM-

Flu 3.1
ID Tipo de Secuencia | Puntaje LC E- _
» Secuencia Comparada
muestra | Influenza Identificada C3 Len  value
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Influenza A Virus
(A/swine/Brno/1/1992(H1

FLUAM(H1 )
Influenza 2.00E- N1)) segment 7 matrix
218 N1)MATRI 12.2 )
AHIN1E X 35 protein 2 (M2) gene
Influenza A virus
FLUAM(H1 (A/swine/France/WVL13/
Influenza 3.00E-
227 N1)MATRI 11.6 23 1995(H1N1)) segment 7
AHIN1E 32
X sequence

11.4.- Deteccidn de la infeccidn y/o co-infeccion de patogenos asociados a influenza.

Por medio del analisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas en el microarreglo
RPM-Flu 3.1 se detectaron los patogenos asociados a enfermedades respiratorias en las
233 muestras analizadas. La tabla Xa muestra que de las 70 muestras positivas para
influenza AHIN1 pandémica con el microarreglo RPM-FLU 3.1, 48 presentaron co-
infecciones con otros patdgenos asociados a enfermedades respiratorias. Se encontré la
presencia del genero Streptococcus en 31 casos, Pseudomonas en 23 casos,
Haemophilus en 18 casos, Neisseria en 9 casos y Staphylococcus, Moraxella,
Coronavirus, Coxackie en un caso. Se obtuvo el puntaje C3 el cual en la mayoria de las
muestras dio mayor a 20 indicando la presencia del patdgeno mientras que en otras
muestras el puntaje C3 dio entre 10 y 20 pero al observar el valor de expectativa E en
todas fue menor de 1le-10. Asi mismo también se obtuvieron los LC-Len de todas las
muestras que varian desde 10 hasta 275. Todos los valores de expectativa E fueron
menores a 1e-10 lo cual corrobora la presencia de las secuencias nucleotidicas de las
bacterias encontradas.

Tabla Xa.- Patdgenos asociados a muestras positivas de Influenza AHIN1 pandémica con

el microarreglo RPM-Flu 3.1

D Patdgenos Secuencia | Puntaje  LC @ Valor Secuencia
asociados Identificada C3 Len E Comparada
Streptococcus
Streptococcus pneumoniae strain
) STPNGYRA 415 53 | 5.00E-
pneumoniae - 3180 DNA gyrase A
16 subunit gene, complete
Haemophilus 3.00E- Haemophilus
: HAINGYRA  31.74 25 .
influenzae 65 influenzae F3047

59



17

39

Pseudomonas
) PSAEGYRA
aeruginosa

Haemophilus

. HAINGYRA
parainfluenzae

Streptococcus
. STPNGYRA
pneumoniae

Pseudomonas
) PSAEGYRA
aeruginosa

35.0

19.4

74.3

19

12

34

3.00E-
27

1.00E-
47

2.00E-
75

Pseudomonas
aeruginosa UCBPP-
PA14

Haemophilus
parainfluenzae T3T1
genome

Streptococcus

pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Pseudomonas
aeruginosa UCBPP-
PA14, complete

genome

Streptococcus
) STPNLYTP
pneumonie

87.3

112

2.00E-
173

Streptococcus

pneumoniae strain

2327 pneumolysin
(ply) gene, ply-17
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Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas
putida

Haemophilus

influenzae

Streptococcus
73 .
pneumoniae

PSAEGYRA

PSAEGYRA

HAINOMPP
5

STPNLYTP

97.6

275

Pseudomonas
aeruginosa PAO1,
complete genome

Pseudomonas putida
KT2440 complete
genome

Haemophilus
influenzae F3047
genome

Streptococcus
pneumoniae strain

2254 pneumolysin
(ply) gene

61




Haemophilus
Haemophilus | HAINGYRA . parainfluenzae T3T1

parainfluenzae genome

Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa LESB58
. PSAEGYRA
aeruginosa complete genome

sequence

Streptococcus
pneumoniae strain
Streptococcus )
) STPNLYTP 91.1 140 | 2.00E- 2327 pneumolysin
pneumoniae

180 (ply) gene, ply-17

allele, complete cds

79

Neisseria meningitidis
M04-240196,
complete genome

Neisseria NEMEMVI

meningitidis
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Haemophilus
HAINGYRA @ 86.7 87 | 3.00E- influenzae 10810
166

Haemophilus
influenzae

genome

Moraxella catarrhalis

Moraxella DNA gyrase subunit A
) PSAEGYRA = 439 29 | 8.00E- )
catarrhalis - (gyrA) gene, partial
cds

Haemophilus
influenzae 86-028NP,
complete genome

Haemophilus

HAINGYRA 34 | 6.00E-

111

influenzae

Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-
) PSAEGYRA @ 20.6 12 | 6.00E-
aeruginosa i PA14, complete
genome

Streptococcus
pneumoniae strain
Streptococcus 1.00E-

STPNGYRA 52.3 19 e 4391 GyrA (gyrA)

N
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mitis
gene, complete cds




Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa LESB58
PSAEGYRA .

aeruginosa complete genome

sequence

Streptococcus mitis
Streptococcus ) o
- STPNLYTP 16.8 28 | 5.00E- | strain R77 mitilysin
mitis
35 gene, complete cds

) Haemophilus
Haemophilus )
) HAINGYRA = 489 1.00E- influenzae R2846,
influenzae
93 complete genome

PSAEGYRA 35.7 27 | 7.00E-
29

Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-

aeruginosa PA14, complete

genome
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Haemophilus
Haemophilus = HAINOMPP 13.9 12 | 2.00E- | influenzae type b outer
influenzae 5 20 membrane protein P5

(ompP5) gene,

complete cds

Streptococcus

Streptococcus pneumoniae strain
) STPNLYTP .
pneumoniae 4391 GyrA (gyrA)

gene, complete cds

Haemophilus
influenzae F3031
genome

Haemophilus | HAINOMPP
influenzae 5

Human group 1

Coronavirus

HCVNL63M
Coronavirus . 14.7 91 | 8.00E- associated with
29 pneumonia, complete
226
genome
Streptococcus mitis B6
Streptococcus
. STPNGYRA 37 25 | 7.00E- complete genome,
230 mitis

68 strain B6
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Haemophilus
influenzae
233
Streptococcus
pneumoniae
237
Pseudomonas
aeruginosa
243

Staphylococcus  STAUMEC 4.00E- Staphylococcus aureus
aureus 124 subsp aureus strain

66

HAINOMPP
5

STPNGYRA

PSAEGYRA

23

25.3

311

s

1.00E-
42

6.00E-
44

1.00E-
26

Haemophilus
influenzae type b outer
membrane protein P5

(ompP5) gene,
complete cds

Streptococcus

pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Pseudomonas
aeruginosa LESB58
complete genome

sequence




Pseudomonas putida
PSAEGYRA | 404 32 | 9.00E- KT2440 complete
38

Pseudomonas
259 putida

genome

Pseudomonas syringae
Pseudomonas pv. tomato str.

. PSAEGYRA .
syringae DC3000, complete

genome

Haemophilus
HAINGYRA influenzae Rd KW20,
complete genome

Haemophilus

influenzae

Pseudomonas
aeruginosa strain
PSAEGYRA . WUXIPAO6 DNA

gyrase (gyrA) gene,
partial cds

Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas
PSAEGYRA . fluorescens SBW25

complete genome

Pseudomonas

fluorescens



273

279

282

283

284

289

Pseudomonas

aeruginosa

Streptococcus

pneumoniae

Streptococcus

pneumoniae

Streptococcus

mitis

Pseudomonas

syringae

Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas

aeruginosa

Streptococcus

pneumoniae

Pseudomonas

syringae

PSAEGYRA

STPNLYTA

STPNLYTA

STPNLYTP

PSAEGYRA

PSAEGYRA

PSAEGYRA

STPNLYTA

PSAEGYRA

36.1

22.4

22.6

42.2

29.5

311

34.2

21.9

21.7

68

36

24

48

21

43

77

65

23

19

4.00E-
28

2.00E-
38

1.00E-
38

1.00E-
96

1.00E-
21

2.00E-
23

4.00E-
27

2.00E-
37

1.00E-
17

Pseudomonas
aeruginosa strain
WUXIPAO6 DNA
gyrase (gyrA) gene,
partial cds
Streptococcus
pneumoniae 670-6B,
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La tabla Xb muestra los patégenos asociados a enfermedades respiratorias que
presentaron co-infeccion con influenza AH1N1 estacional con el microarreglo RPM-Flu
3.1. De los dos casos positivos para influenza AHIN1 estacional solo una muestra
presentd co-infeccion y esta fue con la bacteria Haemophilus influenzae. La secuencia
con la que hibridé fue HAINOMPP5, el puntaje C3 fue 17.62, su Lc-Len fue 23 y su
valor expectativa E fue de 1e-24, lo cual corrobora la secuencia nucleotidica del genoma
de H. influenzae encontrada en la base de datos de la compafiia TessArae.

Tabla Xb.- Patégenos asociados a muestras positivas de Influenza AH1NL1 estacional con el
microarreglo RPM-Flu 3.1

ID Patdgeno Secuencia | Puntaje  LC @ Valor .
] . Secuencia Comparada
muestra Asociado Identificada C3 Len

. Haemophilus influenzae
227 Haemophilus | HAINOMPP | 17.61 23 le-24 PittGG, complete

influenzae 5 genome

La tabla Xc muestra los patdgenos asociados a enfermedades respiratorias que
presentaron co- infeccion con influenza AH3N2 estacional con el microarreglo RPM-Flu
3.1. La muestra 179 presentd co-infeccion con la bacteria Staphylococcus aureus, la
secuencia con la que hibridé fue STAUMECA, su puntaje C3 fue 11.23, su LC-Len fue
de 28 y su valor de expectativa E fue de 2e-25. La secuencia con la que presento mayor
similitud de la base de datos de la compariia TessArae fue Staphylococcus aureus strain
cm47 SCCmec type IVA element, partial sequence. La muestra 219 presentd co-
infeccion con la bacteria Haemophilus influenzae, la secuencia con la que hibridé fue
HAINOMPPS5, su puntaje C3 fue 22.26, su LC-Len fue de 37 y su valor de expectativa E
fue de 1e-27. La secuencia con la que presenté mayor similitud de la base de datos de la
compafia TessArae fue Haemophilus influenzae 10810 genome. La muestra 251
presentd co-infeccion con las bacterias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Moraxella catharralis, Las secuencias identificadas fueron MOCACOPB para
Moraxella catharralis con un puntaje C3 de 18.69, LC-Len de 20 y un valor de
expectativa E de 2e-40, la secuencia PSAEGYRA para Pseudomonas aeruginosa con un
puntaje C3 de 44.74, LC-Len de 26 y un valor de expectativa E de 1e-48 y la secuencia
STAUGYRA para Staphylococcus aureus con un puntaje C3 de 70.16, LC-Lende 71y
un valor de expectativa E de 1e-143.

Tabla Xc.- Patégenos asociados a muestras positivas de Influenza AH3N2 estacional con el
microarreglo RPM-Flu 3.1
ID Patdgeno Secuencia Punta LC Valor Secuencia

muestra Asociado Identificada  jeC3  Len E Comparada

69



Staphylococcus
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La tabla Xd muestra los patdgenos asociados a enfermedades respiratorias que
presentaron co- infeccion con influenza B con el microarreglo RPM-Flu 3.1. De los tres
casos positivos para influenza B, dos presentaron co-infecciones y estas fueron con
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Rinovirus. La muestra 184
presentd co-infeccion con el virus Rinovirus, la secuencia con la que hibrido fue
HRV85UTR, su puntaje C3 fue 25.58, su LC-Len fue de 20 y su valor de expectativa E
fue de 4e-43. La secuencia con la que presento mayor similitud de la base de datos de la
compafiia TessArae fue Human rinovirus 9 isolate FO2, complete genome. La muestra
202 presentd co-infeccion con las bacterias Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae. Las secuencias identificadas fueron HAINGYRA para Haemophilus
influenzae con un puntaje C3 de 48.96, LC-Len de 60 y un valor de expectativa E de le-
93, la secuencia STPNLYTP para Streptococcus pneumoniae con un puntaje C3 de
10.92, LC-Len de 10 y un valor de expectativa E de 5e-23.

Tabla Xd.- Patégenos asociados a muestras positivas de Influenza B con el microarreglo

RPM-Flu 3.1
ID Patdgeno Secuencia  Puntaje LC  Valor .
i - Secuencia Comparada
muestra Asociado Identificada C3 Len
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184 Rinovirus HRV85UTR | 25.58 20 4e-43 genome

Haemophilus influenzae

Haemophilus R2846, complete
: HAINGYRA  48.96 60 1e-93 genome
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_ STPNLYTP | 10.92 & 10 | 5e-23 pneumoniae D39,
pneumoniae complete genome

Por otro lado, los patogenos asociados a enfermedades respiratorias identificados
con el microarreglo RPM-flu 3.1 se analizaron por Institucion. En resumen los
patogenos encontrados en las muestras analizadas fueron del género Streptococcus,
Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Staphylococcus, Moraxella, Klebsiella,
Rinovirus, Coronavirus, Parainfluenza y Coxsackie como se resume en la Tabla XI. De
las 145 muestras del estado de Nuevo Leon los patdgenos encontrados correspondieron
al género Streptococcus en 49 casos, Haemophilus en 29 casos, Neisseria en 13 casos,
Pseudomonas en 38 casos, Staphylococcus en siete casos, Moraxella en seis casos,
Rinovirus en seis casos, Coronavirus en dos casos y Parainfluenza en dos casos. De las
88 muestras del estado de Oaxaca los patdgenos encontrados correspondieron al género
Streptococcus en 43 casos, Haemophilus en 37 casos, Neisseria en 24 casos,
Pseudomonas en 22 casos, Staphylococcus en cinco casos, Moraxella en un caso,
Klebsiella en un caso y Coxackie en dos casos.

Tabla XI.- Total de patdgenos asociados a enfermedades respiratorias confirmadas con el

microarreglo RPM-Flu 3.1 en los Estados de Nuevo Leon y Oaxaca, México
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Oaxaca (N=88)

+ 15 0 O 0 43 37 24 22 5 1 1 0 0 0 2

De las 233 muestras analizadas, 14 fueron negativas para influenza AH1N1 pandémica
con el microarreglo RPM-Flu 3.1 y por gPCR y también fueron negativas para la
deteccion de los patdgenos con el microarreglo RPM-Flu 3.1. De las 219 muestras
restantes:

44 fueron positivas para influenza AH1IN1 pandémica por qPCR pero negativas para
influenza AH1N1 pandémica y los patdgenos con el microarreglo RPM-Flu 3.1,

70 positivas para influenza AHIN1 pandémica con el microarreglo RPM-Flu 3.1 de las
cuales 48 presentaron co-infecciones con otros patdgenos (Tabla 1Xa y Xa),

84 fueron negativas para influenza AH1N1 pandémica con el microarreglo RPM-Flu 3.1
pero que fueron positivas para influenza AH1N1 pandémica por gPCR y positivas para
cualquier otro patdgeno con el microarreglo RPM-Flu 3.1 (Apendice A), y

21 que fueron negativas para influenza AHIN1 pandemica con el microarreglo RPM-
FLu 3.1 y por gPCR pero positivas para los patdogeno con el microarreglo RPM-Flu 3.1
(Apendice A).

Adicionalmente, se realizO un andlisis de asociacion entre los patogenos
encontrados con el microarreglo RPM-Flu 3.1 tomando en cuenta las 233 muestras. En
el caso de influenza AH1N1 pandémica se tomaron los casos positivos para qPCR (198).
La tabla XII muestra los patdgenos identificados y su porcentaje del total de las muestras
(233). Se observa que los patogenos que presentaron mayor frecuencia fueron influenza
AHI1N1 pandémica (85.34%), Streptococcus (39%), Haemophilus (28%), Pseudomonas
(25%), Neisseria (15%) y Staphylococcus (5%). La tabla muestra también las
infecciones simples y co-infecciones que presentd cada patdégeno con respecto a sus
casos positivos. Se observa que los patdgenos que presentaron el mayor namero de co-
infecciones fueron influenza AH1N1 2009, Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas,
Neisseria y Staphylococcus. Adicionalmente, se muestra la asociacion de todos los
patdgenos encontrados con el microarreglo RPM-Flu 3.1.

Tabla XI1.- Asociacion entre los patégenos (bacterias y virus) encontrados con Influenza AH1IN1 pandémica

- %) T 2 o
2> » 3, 3 % 8 > 3 Z ) g = o =
_ = T T = = c @ >r 9] 5 3 =, ) @
N = 233 Z = = 51 g =5 @ = = 2 3 S X o
=z pd = Q S = & 2 X = o = 3 Z.
R I 8 = S 2 8 e = = & z o
= m m @ g £ 2 g o @ s § Y
Muestras 198 3 2 3 92 66 60 37 12 7 6 2 2 2 1
Positivas * (85%) | (1)| (0.8) | (1) (39) (28) (25) (15) (5) 3) ) (0.8) (0.8) 0.8) | (0.9)

Infecciones 69 2 1 2 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Simples (34%) ) () @3) (100)
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Para analizar la distribucién y asociacién de los patdgenos con el virus de la
influenza se realizaron los analisis estadisticos x2, binomial, Phi2 y correlacién de
Pearson como lo muestra la tabla XI111. Se observa la distribucién de todos los patdgenos
encontrados con el microarreglo RPM-FLu 3.1 en las 233 muestras con los casos
positivos y negativos de influenza AHIN1 2009 por gPCR. Los generos de patdgenos
que presentaron mayor porcentaje de asociacion con la prueba Phi con los casos
positivos de influenza AH1N1 pandémica fueron Streptococcus (40.4%), Haemophilus
(36.4%), Pseudomonas (34%) y Neisseria (35%). Sorprendentmente, el género Neisseria
mostrd una correlacién positiva con el virus de influenza AH1IN1 pandémica (0.105) con
la correlacion de Pearson mientras que los géneros Moraxella, Rinovirus y
Parainfluenza mostraron una correlacion negativa de -0.135, -0.325 y -0.295
respectivamente.

Tabla XI11.- Distribucion de los patdégenos positivos con el microarreglo RPM-FLu 3.1 en

los casos positivos y negativos de Influenza AH1N1 pandémica por gPCR

Total AH1N1 2009 AH1N1 2009 Correlacion
Pat6geno X2 0 binomial Phi2 % Asociacion
n + = Pearson
AH3N2 3 1(0.51) 2(9.52) 1 0.911 8.9 -
AHIN1
2 2(1.01) 0(0) 0.5 0.704 29.6 -
Estacional
Influenza B 3 3(1.52) 0(0) 0.25 0.702 29.8 -
Streptococcus 92 81(40.91) 11(52.38) 0 0.596 404 =
Haemophilus 66 59(29.8) 7(33.33) 0 0.636 36.4 -
Pseudomonas 60 52(26.26) 8(38.1) 0 0.66 34 -
Nesseria 37 36(18.18) 1(4.76) 0 0.65 35 0.105
Staphylococcus 12 9(4.55) 3(14.29) 0.083 0.776 224 -
Moraxella 7 5(2.53) 2(9.52) 0.688 0.810 19 -0.135
Rinovirus 6 2(1.01) 4(19.05) 0.688 0.910 9 -0.325
Coronavirus 2 1(0.51) 1(4.76) 1 0.865 135 -
Parainfluenza 2 0(0) 2(9.52) 0.5 1 0 -295
Coxackie 2 2(1.01) 0(0) 0.5 0.704 29.6 -
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12. DISCUSION

El virus de influenza causa un gran niamero de enfermedades y muertes, y tiene un serio
impacto social y econdmico en todo el mundo. Cada afio, el virus de influenza A causa
de tres a cinco millones de infecciones graves en humanos y 0.25-0.5 millones de
personas mueren por gripe en todo el mundo. Los principales factores que hacen tan
peligroso al virus de la influenza A son su elevada tasa de mutacion generando
epidemias de influenza anuales, y la redistribucion de los segmentos en la co-infeccién
de diferentes virus de influenza A en una misma célula, lo que conduce a una nueva cepa
capaz de ocasionar una pandemia. Es por esto que en esta investigacion establecimos un
programa de vigilancia epidemiolégico capaz de detectar los tipos y subtipos del virus
de influenza en la poblacion de los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México.

Para determinar el tipo de virus y patdgenos asociados, se selecciond la
plataforma de microarreglos RPM-Flu 3.1 que demostro ser capaz de identificar los
diferentes tipos y subtipos del virus de influenza de una forma répida, simultanea, y
eficaz.

Primeramente se llevo acabo la validacion del microarreglo RPM-Flu 3.1 aislando los
acidos nucléicos de las muestras e identificando las secuencias presentes en vacunas
como Fluzone, Fluarix y controles positivos proporcionados por la SSA del Estado de
Nuevo Ledn, asi como una muestra positiva proporcionada por la compafiia TessArae.

Se observo que secuencias especificas de cada subtipo del virus de influenza A 'y
secuencias nucleotidicas especificas del virus de influenza B hibridaron a su
complementaria en el microarreglo RPM-Flu 3.1, permitiendo la correcta identificacion
del tipo y subtipo del virus de influenza. Las secuencias nucleotidicas obtenidas en la
vacuna FLUZONE mostraron la presencia de altos porcentajes de similitud por medio
del puntaje C3 para influenza AH1IN1 estacional (57.41%), AH3N2 estacional (53.63%)
asi como para influenza B (90.94%). La vacuna FLUARIX mostro la presencia de
influenza AH1N1 estacional (73.25%), AH3N2 estacional (74.10%) e influenza B
(93.32%). Asimismo, la secuencia del control proporcionado por la SSA fue
identificada como influenza AHIN1 pandémica (45.03%). Los valores detectados
muestran que corresponden a influenza AHIN1. De la misma manera, el control
proporcionado por TessArae detectd, como se esperaba, las secuencias nucleotidicas de
influenza estacionaria AH1N1, AH3N2, influenza B, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas, Mycoplasma pneumoniae y Strepyococcus pneumoniae
simultdneamente. Estos resultados muestran la estandarizacion de las técnicas para la
deteccién de influenza y ademas, corroboraron que el microarreglo RPM-Flu v3.1
puede identificar a maltiples patdgenos a la vez sin presentar problemas de reacciones
cruzadas.
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Para esta investigacion se obtuvieron 233 muestras de exudados faringeos de los estados
de Nuevo Ledn y Oaxaca, México. El microarreglo RPM-Flu 3.1 fue capaz de detectar
la secuencia que codifica para la proteinas de matriz M1 y M2 del virus de influenza
AH1N1 pandémica en la mayoria de las muestras y las secuencias que codifican para las
proteinas neuraminidasa y hemaglutinina del virus de influenza AH1N1 pandémica en
las restantes. Estas secuencias hibridaron a su secuencia complementaria en el
microarreglo y por medio de la re-secuenciacion se obtuvieron fragmentos de estas
secuencias que corresponden a los patdgenos identificados.

Los resultados del microarreglo mostraron que de las 198 muestras positivas para
influenza AH1IN1 pandémica por RT-PCR, 70 fueron confirmadas para influenza
AH1N1 pandémica, tres para influenza AH3N2 estacional, tres para influenza B y dos
para influenza AHIN1 estacional. EI microarreglo RPM-Flu 3.1 confirmd las 35
muestras negativas para influenza AH1IN1 pandémica previamente analizadas por qPCR.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas con el microarreglo RPM-Flu 3.1
presentaron puntajes C3 mayores a 10. Las muestras se identificaron como positivas
cuando el puntaje C3 fue mayor a 20, en las muestras que presentaron un puntaje C3 de
entre 10 y 20 se tuvo que analizar el valor de expectativa E para identificarlas como
positivas. Todas las muestras cuyo puntaje C3 resulto entre 10 y 20 presentaron un valor
de expectativa E menor a 1E-10 identificando a esas muestras como positivas.

Los resultados anteriores nos permitieron detectar la presencia de diferentes
tipos y subtipos del virus de influenza: influenza AH1N1 pandémica, influenza AH3N2
estacional, influenza B e influenza AH1NL1 estacional.

En cuanto a las muestras que resultaron ser negativas para el virus de influenza
AHI1N1 pandémica con el microarreglo RPM-Flu 3.1 pero positivas por qPCR se logré
la deteccidn de otros patdgenos asociados a enfermedades respiratorias. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas de estos patdgenos presentaron puntajes C3 mayores a 20 y estas
correspondieron en su mayoria a patdgenos bacterianos.

Consideramos que en general las muestras resultaron contener baja cantidad y calidad
del RNA ya que el microarreglo RPM-Flu 3.1 solo fue capaz de confirmar 70 de las 198
muestras positivas para influenza AHIN1 pandémica por qPCR. La diferencia entre
ambas técnicas se debe en gran parte a que probablemente el RNA de las muestras
obtenidas de Oaxaca se degrado durante el traslado. En cuanto a las muestras obtenidas
de Nuevo Leon, la mayoria fueron colectadas durante la pandemia del 2009 y fueron
analizadas hasta finales del afio 2011, lo cual podria explicar la degradacién del RNA en
las muestras. Esto es apoyado ya que las muestras colectadas en el brote de Diciembre,
2011-Febrero, 2012 fueron detectadas con el microarreglo RPM-Flu 3.1 de forma mas
eficiente.

Los resultados obtenidos nos permitieron identificar mayormente al subtipo de
influenza AH1N1 pandémica tanto en la poblacién del estado de Nuevo Ledn como en
Oaxaca, México debido a que la gran mayoria de los casos analizados (70 de 233)
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presentd infeccion del virus de influenza AHIN1 pandémica indicando la alta
prevalencia de este subtipo en los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca, México. Estos
resultados son de esperarse ya que la pandemia que ocurrié en abril del 2009 tuvo tres
brotes durante primavera, verano y otofio de ese afio y un Ultimo cuarto brote que
ocurrid durante Diciembre 2011-Febrero 2012.

Los otros subtipos de influenza A identificados fueron los subtipos AH1IN1
estacional (2 casos) y AH3N2 estacional (3 casos) y el tipo de influenza B (3 casos).
Estos tipos y subtipos del virus de influenza siguen circulando en México, afectando
principalmente a nifios pequefios, ancianos, pacientes inmunosuprimidos, y las personas
con enfermedades subyacentes, como una enfermedad cardiaca o asma.

Por otro lado, el comportamiento de la pandemia de influenza AHIN1 2009 se
caracterizd por una alta tasa de mortalidad que se le atribuy6 a varios factores de la
salud. En un estudio llevado a cabo en Estados Unidos (Louie et al., 2009), esta alta tasa
de mortalidad se atribuye a la co-infeccidn que presenta el virus de la influenza AH1IN1
pandémica con otras bacterias, especialmente del genero Streptococcus, Haemophilus y
Staphylococcus. Es por eso que este estudio tuvo como uno de sus objetivos determinar
las co-infecciones del virus de la influenza AH1N1 pandémica en México utilizando el
microarreglo RPM-Flu 3.1 que permite la deteccidn simultdnea de una amplia variedad
de bacterias y virus asociados a enfermedades respiratorias (Lin et al., 2009).

Los resultados obtenidos lograron determinar los géneros de bacterias y virus
que presentan co-infeccién con influenza AH1IN1 pandémica en la poblacion de los
estados de Nuevo Leon y Oaxaca, México. En las muestras analizadas se identificaron
los géneros bacterianos y virales que presentaron co-infeccion con el virus de influenza
AHIN1 pandémica los cuales fueron: Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas,
Neisseria, Staphylococcus, Klebsiella, Moraxella, Rinovirus, Coronavirus y Coxackie.

Estos resultados permitieron determinar la infeccion simultdnea de patdgenos
asociados a influenza con las bacterias del género Streptococcus, Haemophilus,
Pseudomonas, Neisseria y Staphylococcus. Adicionalmente, también encontramos la
presencia de Rinovirus en seis casos y dos de estos casos presentaron una co-infeccion
con el virus de influenza AHIN1 pandémica. Esto es similar a lo publicado en un
estudio por J.S. Casalegno y sus colaboradores en el 2010, el cual menciona que el
Rinovirus demord la circulacién de la pandemia de influenza AH1N1 en Francia en el
2009. Estos autores encontraron co-infeccion entre el virus de influenza AH1N1
pandémica y el Rinovirus en solo 15 de 955 casos. Se cree que esta interferencia puede
ser debida a la respuesta inmune innata no especifica ya que ha habido reportes en el
cual el interferén induce un estado refractario a la infeccion por virus de células vecinas.

Nuestros resultados contrastan con los estudios llevados acabo en Estados Unidos (Louie
et al.,, 2009) en el cual encontraron que las bacterias del género Streptococcus,
Haemophilus y Staphylococcus fueron las Unicas que presentaron co-infeccion con el
virus de influenza AHIN1 pandémica, investigadores en Espafia (Cilloniz et al., 2012)
encontraron a las bacterias del género Streptococcus y Pseudomonas presentando co-
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infeccion con el virus de influenza AH1N1 pandémica, y en Argentina (Palacios et al.,
2009) las bacterias del género Haemophilus, Streptococcus y Staphylococcus
presentaron co-infeccion con el virus de influenza AHIN1 pandémica. En ésta tesis
identificamos ademéas de las bacterias del genero Streptococcus, Haemophilus,
Pseudomonas, y Staphylococcus una co-infeccion entre el virus de influenza AH1N1
pandémica con la bacteria Neisseria meningitidis en las poblaciones de los estados de
Nuevo Ledn y Oaxaca, México.

La bacteria Neisseria meningitidis no se habia descrito en la literatura como
patdégeno que presentara co-infeccion con el virus de influenza tanto la estacional como
la pandémica. Esto podria deberse a las diferencias socio-econdémicas y culturales que
presenta México en comparacion con otros paises mas desarrollados.

La bacteria Neisseria meningitidis es un patdgeno asociada a infecciones del
tracto respiratorio y es causante de infecciones respiratorias en paises sub-desarrollados
debido probablemente a la falta de higiene, mala alimentacion y falta de atencion
médica.

En cuanto a los porcentajes de los casos que presentaron co-infeccion de

influenza AH1N1 pandémica con bacterias asociadas a enfermedades respiratorias, se
observa una marcada diferencia con los estudios de Espafia (Cilloniz et al., 2012) y
Estados Unidos (Louie et al., 2009), que mencionan porcentajes del 33% y 25%
respectivamente. En nuestro estudio observamos que el 70% de las muestras positivas
para influenza AH1N1 pandémica presenta co-infeccion con bacterias asociadas a
enfermedades respiratorias. Esto es debido a las diferencias socio-economicas y
culturales entre paises que tienen un efecto en la salud y la higiene de la poblacion.
Al hacer un andlisis de los patdgenos asociados a enfermedades respiratorias que fueron
encontrados en la poblacion de México, se observan diferencias entre los estados de
Nuevo Ledn y Oaxaca, México. Al obtener la relacion entre casos positivos y casos
totales por region, se observa que en Oaxaca los géneros Streptococcus, Haemophilus,
Neisseria, Pseudomonas y Staphylococcus muestran una relacibn mayor de casos
positivos entre casos totales. Esto en gran parte puede deberse a la diferencias socio-
econdmicas, culturales y climaticas que existen entre Nuevo Ledn y Oaxaca. En Nuevo
Ledn en general la poblacion tiene un mejor nivel econémico Yy tiene acceso a mejores
centros de salud que en Oaxaca pero las condiciones climaticas en el norte suelen ser de
mayor frio que en el sur.

El andlisis de correlacion ente influenza AHIN1 pandémica y los patdgenos
asociados a enfermedades respiratorias solo mostré una correlacién positiva entre
influenza AH1N1 pandémica con la bacteria Neisseria meningitidis, lo cual indica lo
antes mencionado que en paises subdesarrollados la infeccion de influenza AH1N1
pandémica esta correlacionada con la bacteria Neisseria meningitidis debido al mayor
namero de personas infectadas con esta bacteria

La vigilancia epidemioldgica debera de continuar realizdndose ya que el virus de
influenza A humano puede llegar a sufrir reordenamientos de sus segmentos con otros
tipos de virus de influenza, tales como la aviar, generando una nueva cepa del virus de
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influenza A que podria causar una nueva pandemia (Fanning et al., 2002), que podria ser
aun mas agresiva que las anteriores debido a la falta de respuesta inmune de la poblacion
humana ante este nuevo virus.

El lapso entre el tercer brote en otofio del 2009 y el dltimo ocurrido en Diciembre
2011-Febrero 2012 se debe a la buenas medidas preventivas, a la vacunacion ante este
nuevo subtipo del virus de influenza, y a una respuesta inmune adquirida en la poblacion
ante el subtipo AH1N1. Es entonces cuando se llega a la conclusion que el cuarto brote
de esta pandemia fue debido a mutaciones puntuales que present6 el subtipo del virus
AH1N1, evadiendo la respuesta inmune (Chowell et al., 2012).

En cuanto a las edades de las personas que sufrieron hospitalizaciones y muertes
en la pandemia del virus de influenza AH1N1 2009, nuestros resultados concuerdan con
lo observado en un estudio realizado por (Chowell et al., 2012) donde indican que la
poblacién mas afectada fue la poblacion adulta activa. Mencionan que en los tres
primeros brotes que ocurrieron en el 2009, el mayor numero de hospitalizaciones por
influenza AH1N1 pandémica se presento en la poblacion adulta activa mientras que en
el brote que ocurrié a finales del 2011 fueron los adultos de edad avanzada. Estos
resultados también concuerdan con las edades de los pacientes de nuestras muestras ya
que la gran mayoria de los pacientes que sufrieron una infeccion con el virus de
influenza AH1N1 pandémica en el 2009 resultaron estar entre los 20 y 60 afios de edad
mientras que la poblacion més afectada a finales del 2011 fueron los nifios y ancianos.
Esto se debe a una inmunizacion por parte de la poblacion adulta activa con el virus de
influenza AH1IN1 pandémica en el 2009 y/o por las campafias de vacunacion que se
Ilevaron acabo en el 2010.
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13. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de ésta tesis permitieron:

1) Estandarizar las condiciones para la deteccion de diferentes tipos y subtipos de
influenza asi como patdgenos asociados en las muestras de influenza usando el
microarreglo RPM-Flu 3.1 de TessArae.

2) Detectar la presencia de las secuencias nucleotidicas de influenza AH1IN1 pandémica,
AH3N2 estacional, influenza B e influenza AHLN1 estacional en las muestras
analizadas usando el microarreglo RPM-Flu 3.1 de TessArae.

3) Identificar principalmente al subtipo de influenza AH1N1 pandémica en las muestras
analizadas tanto en la poblacion del estado de Nuevo Ledn como en Oaxaca, México
(70 casos).

4) Determinar la infeccion simultanea de patdgenos asociados a influenza AHIN1
pandémica con el analisis de las secuencias de las bacterias del género Streptococcus,
Haemophilus, Pseudomonas, Neisseria, Staphylococcus y Klebsiella, y con Moraxella,
Rinovirus, Coronavirus y Coxackie.

5) Detectar las co-infecciones entre el virus de influenza AHIN1 pandémica en la
poblacion de Nuevo Ledn con las bacterias del género Streptococcus en 49 casos,
Haemophilus en 29 casos, Neisseria en 13 casos, Pseudomonas en 38 casos Yy
Staphylococcus en siete casos y con Moraxella en seis casos, Rinovirus en seis casos y
Coronavirus en dos casos.

6) Encontrar las co-infecciones entre el virus de influenza AH1IN1 pandémica en la
poblacion de Oaxaca con las bacterias del género Streptococcus en 43 casos,
Haemophilus en 37 casos, Pseudomonas en 22 casos, Neisseria en 24 casos,
Staphylococcus en cinco casos, Klebsiella en un caso y con el virus Coxackie en dos
casos.

7) Detectar una mayor proporcion de co-infeccion con las bacterias del género
Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas, Neisseria y Staphylococcus en las muestras
de influenza AH1N1 pandémica en el estado de Oaxaca comparadas con Nuevo Leon,
México.
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8) Identificar los géneros de patdgenos que presentaron mayor porcentaje de asociacion
con los casos positivos de influenza AH1N1 pandémica con la prueba Phi
(Streptococcus 40.4%, Haemophilus 36.4%, Pseudomonas 34% Yy Neisseria 35%).

9) Encontrar una correlacion positiva entre el virus de influenza AH1N1 pandémica y la
bacteria Neisseria meningitidis (0.105) utilizando la prueba de correlacion de Pearson.

10) Encontrar tres correlaciones negativas entre el virus de influenza AH1N1 pandémica
y Moraxella (-0.135), Rinovirus (-0.325) y Parainfluenza (-0.295) utilizando la prueba
de correlacion de Pearson.

Los resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad para detectar la aparicion de
nuevos re-arreglos especificos al gen de matriz, neuraminidasa y hemaglutinina del virus
de influenza AH1N1 pandémica en pacientes de los estados de Nuevo Ledn y Oaxaca en
México. Si consideramos que la secuencia que codifica para las proteinas de matriz M1
y M2 es la més identificada es posible la vigilancia y deteccion de nuevos re-arreglos de
influenza en cuanto a esta secuencia se refiere usando el microarreglo RPM-Flu 3.1.
Ademas de también poder determinar los patdgenos asociados a los virus de influenza B,
AH3N2 estacional y AH1NL1 estacional ya que en la actualidad la gran mayoria de los
casos positivos de influenza son debidos a estos tipos y subtipos.
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15. APENDICE A

ID Patdégeno Secuencia Puntaje | Valor Secuencia
muestra Asociado Identificada C3 E Comparada

Streptococcus 4.00E Str_eptococcus_ mitig
pneumomae STPNLYTP 47.899 75 strain QH17 mitilysin
| gene, complete cds |

Pseudomonas
Pseudomas . aeruginosa UCBPP-
aeruginosa POASETRA | BlLOER - PA14, complete

genome

| Human rhinovirus 29 |
1.00E strain ATCC VR-
Rinovirus HRV85UTR 55.224 97 1139, complete
genome

. Haemophilus
Haemophilus |\ (nGvra | 26,141 | 309 | parainfluenzae T3T1
parainfluenzae 515 genome

86




34

Streptococcus
pneumoniae

Pseudomonas
putida

Pseudomonas
putida

Haemophilus
influenzae

Pseudomonas
stutzeri

Haemophilus
influenzae

STPNGYRA

PSAEGYRA

PSAEGYRA

HAINOMPPS

PSAEGYRA

HAINGYRA

34.632

54.864

42.412

31.518

15.145

5.00E
-23

Streptococcus
pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Pseudomonas putida

strain 31920-1 ParC

(parC) gene, partial
cds

Pseudomonas putida
KT2440 complete
genome

Haemophilus
influenzae type b outer
membrane protein P5

(ompP5) gene,

complete cds

Pseudomonas stutzeri

A1501, complete
genome

Haemophilus
influenzae Rd KW20,
complete genome
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Staphylococcus
Staphylococcus aureus subsp. aureus
aureus SUARSEMRSA ; - TW20, complete
genome

Streptococcus
Streptococcus pneumoniae strain
pneumoniae SUFNLUE ‘ 4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Neisseria meningitidis
NEMEGYRA . : WUE 2594 complete
genome

Neisseria
meningitidis

Haemophllus
| Haemophius HAINGYRA | 87.552 | S9%F | infiuenzae F3047
influenzae -170

genome

Pseudomonas putida
41 | Pseudomonas | oo eavra | 42802 | 299 | KT2440 complete
putida -36
genome
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Staphylococcus
aureus mecA gene for
penicillin binding
protein 2', complete
cds, strain: 80s-4

Staphylococcus
aureus

STAUMECA

Haemophilus
influenzae type b outer
membrane protein P5

(ompP5) gene,
complete cds

Haemophilus

: HAINOMPPS | 31579 | %208

influenzae
Pseudomonas putida
44 | Pseudomonas | pgpeqvpa | 31518 | >0 | KT2440 complete
mendocina -26 genome

Haemophilus
influenzae type b outer
membrane protein P5

(ompP5) gene,
complete cds

Haemophilus
influenzae

Human parainfluenza
virus 3 strain LZ22,
complete genome

s | oo
Haemophllus 3.00E | .
HAINGYRA 68.05 influenzae Rd KW20,
complete genome

Streptococcus
pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Streptococcus

pneumoniae SUFNOEA
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Streptococcus 1.00E

Neisseria 9.00E

Pseudomonas

. PSAEGYRA
entomophila

Haemophilus

) HAINOMPP5
influenzae

22.065

Streptococcus

. STPNLYTP
pneumoniae

Streptococcus
pneumoniae

63 STPNLYTP

Streptococcus mitis
strain R76 mitilysin

gene, complete cds

Neisseria meningitidis
WUE 2594 complete
genome

Pseudomonas
entomophila str. L48
chromosome,complete
sequence

Haemophilus
influenzae type b outer
membrane protein P5

(ompP5) gene,

complete cds

Streptococcus
pneumoniae strain
2327 pneumolysin

(ply) gene, ply-17
allele, complete cds

Streptococcus
pneumoniae strain
2327 pneumolysin

(ply) gene, ply-17
allele, complete cds
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Streptococcus 3.00E

Neisseria 3.00E

2.00E
-139

Streptococcus

pneumoniae SUFRLIUTE

63.655

Haemophilus |\ INGYRA | 57.460 | 2-00F
influenzae -126
Pseudomonas 3.00E

Pseudomonas
aeruginosa

PSAEGYRA | 25.681 4 (i(éE

Haemophilus HAINGYRA

parainfluenzae

Streptococcus mitis
strain R75I1 mitilysin
gene, complete cds

Streptococcus
pneumoniae strain
2254 pneumolysin

(ply) gene, ply-2
allele, complete cds

Neisseria meningitidis
M04-240196,

complete genome

Haemophilus
influenzae R2846,
complete genome

Pseudomonas
aeruginosa PAO1,
complete genome

Pseudomonas

aeruginosa UCBPP-
PA14, complete
genome

Haemophilus
parainfluenzae T3T1
genome
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Klebsiella
pneumoniae strain
980064 topoisomerase
IV subunit C (parC)
gene, partial cds

Klebsiella KLPNTOPOI
pneumoniae SOMERASE

Staphylococcus
aureus mecA gene for
STAUMECA penicillin binding
protein 2', complete
cds, strain: 80s-4

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
Staphylococcus aureus subsp. aureus
aureus SUALIGVIRA N315 DNA, complete
genome

. Haemophilus
Haemophilus |\ NGYRA | 37.137 | 809F | influenzae Rd KW20,
influenzae -88
complete genome

Streptococcus mitis
strain R7511 mitilysin
gene, partial cds

.. Neisseria meningitidis
Neisseria | \epeGYRA | 33.984 | #O9F | strain M17068 GyrA
meningitidis -70
gene, complete cds
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Moraxella catarrhalis
84 Moraxella 2.00E outer membrane
catarrhalis NMIDIGAEIRIAE || Az -34 protein B2 (copB)

gene, partial cds

Streptococcus
Streptococcus . pneumoniae strain
pneumoniae SUFNOUIRIA ‘ - 4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Streptococcus
pneumoniae strain
STPNLYTP . ; 2327 pneumolysin
: (ply) gene, ply-17
allele, complete cds

Streptococcus mitis

Streptococcts | orpn yTp | 21.429 | 29 | train R76 mitilysin
mitis -54

gene, complete cds

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus mitis

 streptococcus sTPNLYTP | 77.101 | 0% | strain R76 mitilysin
mitis -151

gene, complete cds

Pseudomonas
Pseudomonas 5.00E | aeruginosa UCBPP-
aeruginosa FEIASENRIAT e -28 PA14, complete

genome

Haemophilus
HAINGYRA . ’ influenzae F3047
genome

Haemophilus
influenzae
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107

Haemophilus s
Haemophilus SHlI=
mitis

Neisseria | \evemviN | 1639 | 200F
meningitidis -22

HAINOMPPS | 2753 | %00F

Haemophilus
influenzae

8.00E
-39

Haemophilus

influenzae Aol

21.66

7.00E
-158

Streptococcus

. STPNLYTP 75
pneumoniae

Haemophilus
influenzae F3047
genome

Haemophilus
influenzae F3047
genome

Streptococcus mitis
strain R77 mitilysin
gene, complete cds

Neisseria meningitidis
alpha710, complete
genome

Haemophilus

influenzae type b outer

membrane protein P5
(ompP5) gene,
complete cds

Haemophilus

influenzae type b outer

membrane protein P5
(ompP5) gene,
complete cds

Streptococcus
pseudopneumoniae
strain RRR471
pseudopneumolysin
(pply) gene, complete
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cds

. Haemophilus
Haemophilus 2.00E .
parainfluenzae HAINGYRA | 19.502 paramgg:grzna;e T3T1

. Haemophilus
Haemophilus 4.00E | .
influenzae HAINGYRA | 84.855 influenzae 86-028NP,
complete genome
. 4.00E | Human rhinovirus 4,
Rinovirus HRV14UTR | 44.118 complete genome

Streptococcus mitis
Streptococeus | orpn yTp | 84664 | 20°F | B6 complete genome,
mitis -169 :
strain B6

Staphylococcus
Staphylococcus 2.00E | aureus subsp. aureus
aureus SUASEVIRA |- 40885 -100 JKD6159, complete

genome

Haemophllus
Haem°ph"”3 HAINOMPP5 | 31579 | 32%F | influenzae Rd kW20,
influenzae -65
complete genome

Human rhinovirus
Rinovirus HRV8IUTR . ‘ type 89 (HRV89),
complete genome
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Streptococcus
pneumoniae strain
Streptococcus 2.00E :
pneumoniae STPNLYTP 54.412 114 2254 pneumolysin
(ply) gene, ply-2
allele, complete cds

Neisseria 3.00E Neisseria meningitidis
meningitidis NEMEMVIN | 11.618 o5 MC58, complete
genome
Human coronavirus
. 4.00E | OCA43 serotype OC43-
Coronavirus HCVOC43NC | 30.081 82 Paris, complete
genome

. Haemophilus
Hacmophilus | HAINGYRA | 70.747 | 0% | influenzae Rd K20,
complete genome

Streptococcus
pneumoniae strain
S;;Z‘:};%?ﬁ;‘és STPNLYTP | 50.63 3ff§ 2018 pneumolysin
(ply) gene, ply-1
allele, complete cds

 Neisseria ||
Newsene | NEMEMVIN | 16369 | 00 | NZ-05/33, complete
° genome
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193

Haemophilus
HAINGYRA parainfluenzae T3T1

Haemophilus
parainfluenzae

Influenza A virus
(A/Beijing-
Xuanwu/132/2006(H3
N2)) segment 7
sequence

Influenza FLUAM(H3N
AH3N2 2)

Staphylococcus
Staphylococcus aureus subsp. aureus
aureus SASOIRA Mu3 DNA, complete

Moraxella catarrhalis
Moraxella outer membrane
catarrhalis NMIGEACOIRE protein B2 (copB)

gene, complete cds

Haemophilus
parainfluenzae T3T1
genome
Streptococcus mitis
Streptqqoccus STPNLYTP 80.672 8.00E B6 complete genome,
mitis -162 ;
strain B6
Streptococcus
Streptococcus 1.00E pneumoniae strain
pneumoniae SUFNETRE || L2 -38 4391 GyrA (gyrA)

gene, complete cds
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Streptpcoccus

Streptococcus 1.00E pseudopneumoniae
221 | pseudopneumon | STPNLYTP | 24.79 = strain RRR472
iae pseudopneumolysin
(pply) gene, complete
cds

. Haemophilus
Racmophilus | Hainompps | 28543 | #90F | influenzae F3031
genome

STPNGYRA | 12.338 | “00°

Haemophllus 7.00E :
HAINGYRA | 31.535 paralng:sgrz%e T3T1

FLUANA2 81.132 I

KLPNTOPOI
SOMERASE

Streptococcus
pneumoniae strain
4391 GyrA (gyrA)
gene, complete cds

Streptococcus
pneumoniae

Influenza A virus
(A/Texas/NHRC0001/
2011(H3N2))
neuraminidase (NA)
gene, complete cds

Influenza H3N2

251

Klebsiella
pneumoniae strain

Klebsiella
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980064 topoisomerase
IV subunit C (parC)
gene, partial cds

Staphylococcus

Staphylococcus 1.00E | aureus subsp. aureus
aureus SUABVIRA || e -143 COL, complete

genome

Pseudomonas
brassicacearum
bl:;gi?:gg]e%nri; PSAEGYRA | 23.346 7;23E subsp. brassicacearum
NFM421, complete
genome

Pseudomonas

Pseudomonas . aeruginosa UCBPP-
aeruginosa PERSCTIRA | AlEe - PA14, complete

genome

Neisseria 1.00E Neisseria meningitidis
meningitidis NEMEMVIN | 21.992 130 053442, complete
genome

Human rhinovirus A
isolate N13, complete
genome

. Haemophilus
H_aemophllus HAINGYRA influenzae 86-028NP,
influenzae

complete genome

263 Staphylococcus STAUGYRA | 20.378 9.00E Staphylococcus
aureus -57 aureus subsp. aureus
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266

268

270

COL, complete
genome

Streptococcus
Streptococcus 5.00E !
STPNLYTA 14.63 pneumoniae TIGR4,

complete genome

Streptpcoccus
pseudopneumoniae
Streptococcus 2 00E strain RRR472
pseudopneumon | STPNLYTP 18.067 ) 47 pseudopneumolysin
iae (pply) gene, complete
cds

Streptococcus mitis
Streptococeus | orpn yTp | 55462 | ©0%F | strain R7511 mitilysin

mitis LA gene, partial cds

Haemophilus
Haem"ph"us HAINGYRA | 25311 | #9% | parainfluenzae T3T1
parainfluenzae -43 genome

Pseudomonas
Pseudomonas . syringae pv. tomato
syringae POSECRD || A2 str. DC3000, complete
genome

Haemophilus
HAINGYRA . ) influenzae 86-028NP,
complete genome

Haemophilus
influenzae
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Streptococcus
pneumoniae partial

IytA gene for
autolysin, strain 670

Streptococcus

pneumoniae STPNLYTA | 14.108

Streptococcus
SLTEPIOCOCEUS | STPNLYTA | 1556 | “00- | pneumoniae TIGR4,
P complete genome

i Haemophilus
Haemophilus 3.00E :
HAINGYRA 49.17 influenzae F3031
genome

Pseudomonas
Pseudomonas syringae pv. tomato
syringae PEABOTIR str. DC3000, complete
genome

Streptococcus
pneumoniae strain
Streptocogcus STPNLYTP 95 588 0 RLUH-PNS8

pneumoniae extrachromosomal
autolysin (lytA) gene,
partial cds

287

Moraxella catarrhalis
Moraxella 3.00E outer membrane
catarrhalis NIRIGACOIHE || Bkt -41 protein B2 (copB)

gene, complete cds
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