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INTRODUCCION

La pandemia del virus de influenza A/HINI en
humanos brindo la oportunidad de visualizar la
vulnerabilidad del diagnéstico para identificar el virus
tanto en humanos como en porcinos, recientemente
existen reportes por los cpct? que un nuevo subtipo
H3N2 circula en cerdos de Norteamérica
transmitiéndose a humanos, por lo tanto es importante
desarrollar nuevas técnicas moleculares para realizar un
diagnoéstico rdpido sensible y especifico que ademds
mediante la aplicacién de la bioinformética se
desarrolle informacién necesaria para la identificacion,
monitoreo, vacunacién, tratamiento, control vy
erradicacion de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

El objetivo del presente estudio fue optimizar 2
diferentes métodos de OneStep RT-PCR y mediante el
andlisis filogenético, detectar patrones de evolucién y
rearreglos de las muestras secuenciadas.
Se obtuvieron 33muestras de rastro colectadas durante
el periodo 2009-2011 por nuestro grupo de trabajo.
Para la identificacion del subtipo viral se desarrollo la
técnica de OneStep RT-PCR Muiltiple descrita por Choi
et al., 2002% y de manera alterna implementar un RT-
PCR multisegmento descrita por Zhou et al, 2009,
para identificar los 8 segmentos gendmicos del virus de
influenza. Los amplicones obtenidos del subtipo H3N2
fueron secuenciados parcialmente mediante la técnica
descrita por Sanger ef al. 1977.
El andlisis bioinformético inicio con un andlisis
BLASTn y BLASTp en la base de datos del National
Center for Biotechnology para corroborar la calidad de
las secuencias editadas y alineadas. Para caracterizar la
historia filogenética se aplicd el método estadistico de
Miéxima Verosimilitud mediante un analisis ModelTest
para determinar el modelo de sustitucion, andlisis
filogenético bootstrap 1000 repeticiones,
RESULTADOS
La técnica OneStep RT-PCR Multisegmento identifico
9 muestras positivas al virus de influenza tipo A
(Imagen 1). La técnica de OneStep RT-PCR Multiple
identifico 14 muestras positivas al segmento NI, |
para H3 y 3 para N2.
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Imagen 1. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Br-e OneStep RT-
PCR Multisegmento del virus de influenza earril 1-4 subtipo
HINI, carril 6-9 subtipo H3N2.

El tamafio de la secuencia obtenida fue para H3 666
nucledtidos y para N2 382 nucleétidos, mientras que el
tamafio de estas secuencias transformadas a
aminoicidos fue de 218 para H3 y 119 para N2
respectivamente.

La hemaglutinina H3 presenta residuos de glutamina en
la posicion 226, de manera que en la construccion
filogenética se incluyen las secuencias del subtipo
H3N2 que circulan en cerdos y humanos de
Norteamérica (Imagen2).
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Imagen2. Arbol filogenético H3 en aminodcidos.

DISCUSION

La hemaglutinina juega un papel importante durante la
entrada del virus a la célula huésped. Por una parte
media la unién del virus a la superficie celular a través
de su interaccién con 4cido sidlico (AS). Los residuos
de aminodcidos de esta proteina que son responsables
del reconocimiento de los diferentes enlaces de AS han
sido ampliamente caracterizados; asi, se sabe que
residuos de glutamina en la posicidon 226 y de glicina
en la posiciéon 228 de las hemaglutininas de los
subtipos H2 y H3 permiten la uni6n de estas proteinas
a receptores de tipo aviar(8-2,3), por ello es importante
considerar desde el disefio inicial de primers la regién
especifica para el estudio, de esta manera obtener
informacién adecuada para establecer una correcta
aplicacion del analisis bioinformético.
CONCLUSIONES

El segmento H3 secuenciado presenta afinidad a
receptores de AS aviar, sin embargo en la
reconstruccion  filogenética indica una elevada
similitud a virus de influenza porcinos norteamericanos
que circularon en afios pasados.
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