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Resumen

El virus de influenza, es un virus de ARN monocatenario, de polaridad negativa,
segmentado y formado por 8 genes que son la hemaglutinina (H o HA), la
neuraminidasa (N o NA), la matriz (M), la nucleproteina (N o NP), la polimerasa
basica 1 (PB1), la polimerasa basica 2 (PB2), la polimerasa acida (PA) y la no
estructural (NS). Su alta capacidad de mutar y recombinarse permite que este virus
genere pandemias y epidemias que afectan a la salud de la poblacion global. En el
afio 2009 se presentd la mas reciente pandemia de influenza, atribuida una nueva
variante de influenza A HIN1, provocando mas de 280 000 muertes.

Su caracterizacion genética de este ultimo virus pandémico, denominado A/HINI1
pdm09, fue posible por el monitoreo sistematico del virus a nivel mundial, y al
desarrollo de herramientas bioinformaticas que permitieron realizar el andlisis
filogenético de sus ocho genes virales y establecer las recombinaciones genéticas
de los diferentes virus que le dieron origen.

El presente trabajo, muestra los resultados del analisis filogenético del genoma de
cepas virales locales de influenza A/HIN1 pdm09 aisladas en el laboratorio, nos
permite tener una vision general de la dispersion espacio-temporal del virus en el
periodo 2009-2016 en el Ecuador. Asi mismo, esta investigacion confirma que el
nuevo virus de influenza A/HIN1pdm09 que provoco la pandemia en el ano 2009
reemplazo la influenza H1 estacional en el Ecuador y que se mantiene circulando
hasta la fecha.

El estudio de sus genes demostrd que algunas cepas que circularon en el afio 2010
y 2011 presentaron mutaciones dentro de sus genes (i.e., antigenic drift) que se
asociaron a casos severos de infeccion pulmonar. Ademas, el analisis de los arboles
filogenéticos generados, sugieren la introduccion de cepas virales de Norte
América en el pais, debido a que cepas locales aisladas del afo 2015-2016 forma
clados con secuencias de paises de esta region. Sin embargo, estos resultados
también pueden deberse a la insuficiente informacion genética de este virus (i.e.,
genes internos PB1, PB2, PA, NP, NS) generada por los paises de Sur América.



CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Anualmente las epidemias causadas por el virus de influenza han causado
alrededor de 3 a 5 millones de casos de enfermedades graves y de 290 000 a 650
000 muertes, la mayoria en personas con alto riesgo como nifios, adultos mayores y
pacientes en estado critico (A. Kumar, Meldgaard, & Bertholet, 2018; Su et al.,
2015; WHO, 2018). De los cuatro tipos de influenza conocidos (i.e., A, B, C, D), la
influenza A es la tnica que ha ocasionado varias pandemias con diversos niveles de
mortalidad en humanos desde las mas relevante ocurrida en 1918 (CDC, n.d.; OPS,
2010; Short, Kedzierska, & van de Sandt, 2018). Este virus posee 8 genes que
codifican de 10 a 12 proteinas conocidas (Hoffmann, Stech, Guan, Webster, &
Perez, 2001; Matsuoka et al., 2013), y su genoma es segmentado le permite
recombinarse con otros genes de influenza cuando dos o mas virus de su mismo
tipo infectan la misma célula (Garten et al., 2009; Goka, Vallely, Mutton, &
Klapper, 2014).

Una de las pandemias mas importantes del siglo 21 causada por A/HIN1 pdm09 se
presentd en el afio 2009 (Taubenberger & Kash, 2010; WHO, 2009), con mayor
mortalidad observada en paises del continente americano (Simonsen et al., 2013;
Su et al., 2015). Este virus surgi6 por la recombinacion de genes de variantes de
HINI1 que aparecieron en los afios 1918, 1968, 1979 y 1998 que se originaron en
aves que infectaron a cerdos y finalmente a humanos (Goka et al., 2014; Greninger
et al., 2010). Su caracterizacion genética fue posible por el monitoreo sistematico
del virus a nivel mundial y al desarrollo de herramientas bioinformaticas que
permitieron establecer las recombinaciones genéticas mas probables de los
diferentes virus que dieron origen a A/HIN1 pdm09 (Garten et al., 2009; Graham
et al., 2011; M. Nelson, Spiro, Wentworth, Beck, et al., 2009).

Este virus, a medida que contagia al hospedero puede sufrir varias mutaciones en
sus genes y provocar infecciones mas severas, incluso en afios posteriores a la
pandemia (Elderfield et al., 2014). Varias publicaciones de andlisis filogenético del
virus se han enfocado en el estudio de los genes HA y NA que dan origen a las
proteinas de superficie, las primeras que interactuan con el huésped en el proceso
de infeccion (Neverov, Kryazhimskiy, Plotkin, & Bazykin, 2015). Investigaciones
recientes sugieren que el estudio de sus otros genes tales como la M, NP, PBI, PA,



PB2 y NSI1, provee mas informacion sobre su virulencia y eficiencia de replicacion
(Goka et al., 2014; Rajao et al., 2017; Runstadler, Hill, Hussein, Puryear, & Keogh,
2013).

Cambios de un solo aminoacido en las polimerasas pueden incrementar la
replicacion del virus en el hospedero (Boivin, Cusack, Ruigrok, & Hart, 2010;
Runstadler et al., 2013), ensayos en cultivos celulares y en ratones demostraron que
la presencia de la mutacion T552S en el gen PA y 590S, 591R, M147L, E627K en
PB2 del A/HINI1pdm0O9 aumentan o contribuyen a la eficiencia de replicacion y
patogenicidad del virus (Mehle, Dugan, Taubenberger, & Doudna, 2012; Tamuri,
Dos Reis, Hay, & Goldstein, 2009). Igualmente mutaciones en el gen NA (i.e.
H274Y, R194G, E214D) han provocado resistencia de este virus pandémico a
antibioticos como el oseltamivir (i.e. Tamiflu) usado como tratamiento para
pacientes infectados con influenza A/HIN1 pdm09 (Glinsky, 2010; Mehle et al.,
2012; N. C. Wu et al., 2013), incluso se ha reportado la introduccién de genes
internos (i.e. PA, NP, M) de cepas circulantes A/HIN1pdm09 en cerdos (Gracia et
al., 2017; Liang et al., 2014; Rajdo et al., 2017).

En el Ecuador en los ultimos afios se ha reportado dos tipos de influenza A en
humanos (i.e. HIN1 y H3N2), datos histéricos refieren que en los afios 2013 y
2016 se presentd6 un mayor numero de casos asociados con el subtipo
A/HIN1pdm09 y 112 fallecidos en el lapso de noviembre 2017-marzo 2018 (MSP,
2018a, 2018b). Sin embargo en el pais no se ha implementado la ingenieria
genética que es crucial para el control epidemioldgico del virus de influenza A; se
han generado pocos trabajos que apenas estudian la evolucion genética de uno de
sus genes (i.e. hemaglutinina HA) (Douce et al., 2011; Houng et al., 2012) y en
ninguno de ellos se ha realizado el analisis filogenético del genoma completo (i.e. 8
genes) de las cepas circulantes en el Ecuador.

El anélisis evolutivo de todos los genes permite conocer su antecesor y determinar
que cambios de aminoacidos o recombinaciones aumentaron su virulencia y que
pueden estar asociadas a morbilidad o mortalidad severa en seres humanos
(Henningson et al., 2015; Houng et al., 2012; M. I. Nelson, Schaefer, Gava,
Cantdo, & Ciacci-Zanella, 2015; Rutvisuttinunt et al., 2013; Watson et al., 2015),
realizar un andlisis filogeografico que permita determinar su distribucion espacial,
evolucion genotipica y fenotipica (Faria, Suchard, Rambaut, Streicker, & Lemey,
2013a; Lemey et al.,, 2014a) es importante para establecer factores de riesgo
moleculares que podrian dar origen a un genotipo con potencial pandémico
humano (M. I. Nelson et al., 2015; Watson et al., 2015).

Por tanto el presente trabajo, tiene como finalidad determinar la evolucion genética
de las cepas del virus de influenza A/HINI pdm0O9 presentes en el Ecuador
mediante un analisis filogenético y filogeografico de sus genes, que permita tener
una vision general de la dispersion espacio-temporal del virus desde 2009 hasta el
afio 2016.



1.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la evolucion genética de las cepas del virus de influenza A HIN1 2009
pandémico (A/HIN1 pdm09) presentes en el Ecuador periodo 2009-2016.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar virus de influenza A/HIN1pdmO09 en lineas celulares y/o huevos de pollo
con embrion de muestras de hisopados nasales de humanos, positivas para el
virus periodo 2009-2016.

2. Crear un banco de genes disponibles en pldsmidos con los ocho genes que
conforman el virus influenza A/HINIpdm09 de las cepas aisladas,
correspondientes al periodo 2009-2016.

3. Realizar un analisis filogenético y filogeografico del virus de influenza
A/HINIpdm09 para conocer el origen, evolucion genética y distribucion
geografica de las cepas Ecuatorianas comparadas con las cepas globales
durante el periodo 2009-2016.

1.4 MARCO TEORICO

1.4.1 Epidemiologia del virus de influenza

El virus de influenza causa la enfermedad de la gripe, considerada una de las
enfermedades infecciones mas importantes en los humanos (M. I. Nelson &
Holmes, 2007) capaz de provocar anualmente una mortalidad global entre 291,000
y 646,000 personas, segun estimaciones obtenidas con modelos estadisticos en un
estudio colaborativo de miembros de la CDC y socios de la salud global de 185
paises (CDC, 2016; Iuliano et al., 2018). De los 4 tipos de influenza (i.e., A, B,Cy
D) que existen (WHO, 2018), los de tipo A estdn asociados a pandemias
acontecidas durante los siglos 20 y 21 (i.e., gripe espafola 1918, gripe asiatica
1957, gripe de Hong Kong1968 y de origen porcino 2009) (Louten, 2016a; Short
etal., 2018; Y. Wu, Wu, Tefsen, Shi, & Gao, 2014, p. 10).

El virus se transmite a través del estornudo en donde se encuentran los viriones que
se unen a los acidos sidlicos alfa-2,6 que se encuentran en el epitelio ciliado del
tracto respiratorio. Los sintomas comunes incluyen fiebre, escaloftrios, fatiga,
dolores de cabeza, mialgia, dolor de garganta, rinorrea y tos no productiva (CDC,
2019; Louten, 20164, p. 10).



Las personas con mayor riesgo a presentar complicaciones son los nifios menores
de 5 afos, ancianos, mujeres embarazadas, personas de cualquier edad con ciertas
afecciones cronicas como el asma, la diabetes o enfermedades cardiacas e
individuos inmunocomprometidos (CDC, 2019; Dawood, Subbarao, & Fiore,
2012; Jilani & Siddiqui, 2018; Louten, 2016a)

Los sintomas clinicos de este virus son similares a otras afecciones respiratorias
como el rinovirus, parainfluenza, adenovirus y virus sincitial respiratorio por tanto
es necesario llevar a cabo pruebas de diagnostico para confirmar su presencia en
los pacientes afectados. Una prueba sensible, rapida y confiable en el laboratorio
para la deteccion de este virus y su tipificacion es la qRT-PCR, los kits de prueba
rapida tienen sensibilidad y especificidad variables y no siempre detectan virus
zoonoticos (Dawood, Subbarao, et al., 2012; Jilani & Siddiqui, 2018; WHO, 2018).

1.4.2 Estructura molecular del virus de influenza A

El virus de influenza A pertenece a la familia Orthomyxoviridae, es un virus de
ARN monocatenario de polaridad negativa segmentado (Hoffmann et al., 2001). Su
tamafio de genoma es de aproximadamente 13.5 kb y posee 8 genes (i.e. HA, NA,
PB1, PB2, PA, M, NS, NP) que codifican 11 proteinas diferentes (Hoffmann et al.,
2001; Jilani & Siddiqui, 2018; Matsuoka et al., 2013). Estas son: proteinas de
envoltura o glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA); ARN polimerasas virales PB2, PB1, PBI-F2, PA y PB; proteinas de la
matrix M1 y M2; proteinas no estructurales NS1 y NS2 (NEP) (Jilani & Siddiqui,
2018) Figura 1.



Hemagglutinin (HA)
(attachment)

Neuraminidase (NA) M2
(release) (ion channel)

Figura 1. Estructura del virus de Influenza A. El genoma de este virus se
compone de ocho segmentos gendomicos que codifican para 11 proteinas.
Fuente: (Louten, 2016a; M. 1. Nelson & Holmes, 2007).

El reservorio natural de la mayoria de los virus de influenza A son las aves
acudticas silvestres, sin embargo también es capaz de infectar cerdos, caballos,
mamiferos marinos y humanos. Este virus se divide en subtipos basado en la
antigenicidad de sus dos proteinas de superficie hemaglutinina (H) y
neuraminidasa (N) (CDC, 2018b; Hoffmann et al., 2001; Villalobos & Rosales,
2010). De acuerdo a esta clasificacion existen identificados 18 subtipos de
hemaglutinina y 11 subtipos de neuraminidasa (CDC, 2018a) Tabla 1 y Tabla 2.

Son posibles muchas combinaciones diferentes de estas dos proteinas y todos los
subtipos conocidos de este virus de influenza A pueden infectar aves, excepto los
subtipos HI7N10 y H18N11, que solo se han reportado en murciélagos (Tabla 1 y
Tabla 2) (CDC, 2018b). De estas combinaciones las mas recurrentes en la
poblacion humana son los subtipos HIN1 y H3N2 que causan epidemias
estacionales con un exceso de morbilidad y mortalidad en infantes y ancianos
(Hoffmann et al., 2001; Jilani & Siddiqui, 2018; WHO, 2018).



Tabla 1. Diferentes subtipos de hemaglutinina y las especies en las cuales fueron
detectados. Fuente: (CDC, 2018a).
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Tabla 2. Diferentes subtipos de neuraminidasa y las especies en las cuales fueron
detectados. Fuente: (CDC, 2018a).
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1.4.3 Virus de influenza A HIN1 2009 pandémico

En los primeros dias del mes de abril 2009 la CDC identifico en California
(EE.UU) y en México una nueva variante del virus de influenza HIN1 de origen
porcino, capaz de transmitirse humano-humano (Garten et al., 2009; WHO, 2009)
provocando alrededor de 2000000 muertes a nivel internacional en el primer afio
(Dawood, Iuliano, et al., 2012), con mayor mortalidad observada en paises del
continente americano (Simonsen et al., 2013); esta fue considerada la primera
pandemia del siglo 21(CDC, WHO, 2009; WHO, 2009).



Pocos meses después de presentarse el primer brote se determino que este nuevo
virus presentaba una combinacion Unica de sus segmentos, producto de un
reordenamiento no descrito previamente en virus de influenza porcina o humana
(Garten et al., 2009) Figura 2. Este virus de influenza A cuadruple surgio del
reordenamiento de genes de las variantes de HIN1 que aparecieron en los afios
1918 (HIN1), 1968 (H3N2), 1979 (HINI1) y 1998 (H3N2) que se originaron en
aves infectaron a cerdos y finalmente a humanos (Garten et al., 2009) Figura 3.

Este reordenamiento fue posible debido a que el virus posee un genoma
segmentado que le permite simultdneamente infectar una misma célula huésped,
combinarse generar un nuevo subtipo (Louten, 2016a) que causa pandemias
cuando existe poca o ninguna inmunidad en la poblacién, mecanismo conocido
como cambio antigénico o en inglés “antigenic shift”. El nuevo virus posee los
genes HA, NP y NS que se encuentran en el linaje porcino clasico (1918)
presentes también en el virus porcino de reagrupacion triple, los genes NA y M
que se encuentran en el linaje genético de los cerdos de Eurasia (1979), los
segmentos de los genes PB2 y PA que se encuentran en el linaje de reagrupacion
triple porcina (1998) y finalmente, el segmento del gen PB1 que se encuentra
también en el linaje de reagrupacion triple porcina que tuvo su origen en aves
(1968) (Garten et al., 2009; Louten, 2016a; Neumann, Noda, & Kawaoka, 2009)
Figura 3.

Estudios evolutivos de este virus en Europa y Brasil han revelado que entre los
afios 2009-2013 tuvo una alta incidencia en cerdos (M. 1. Nelson et al., 2015;
Watson et al., 2015), por tanto sugieren que estos reordenamientos tuvieron lugar
en este hospedero (i.e., huésped intermedio) previo a la pandemia. Debido a que
los cerdos poseen células epiteliales en la traquea con receptores acidos sialicos
con enlaces alfa 2,3 (i.e., influenza de aves ) y alfa 2,6 (i.e., influenza en humanos)
y pueden infectarse con cepas de virus de influenza de origen aviar y humano a la
vez (i.e., mixing vessel) (Bourret, 2018; Louten, 2016b; Neumann et al., 2009)
Figura 4.

Este virus desplazo al virus estacional y aun se mantiene circulando en la
poblacion humana, pues presenta mutaciones puntuales en su genoma a medida
que contagia al hospedero que originan viriones no reconocidos por los
anticuerpos del huésped, provocando epidemias estacionales generadas por estas
nuevas cepas. Este mecanismo se conoce como deriva antigénica “antigenic drift”
(Houng et al., 2012; Louten, 2016a; Neumann & Kawaoka, 2011); por tal razén es
necesario realizar un andlisis evolutivo constante para establecer cambios de
aminoacidos que afecten las propiedades moleculares y funcionales de los genes
del virus que interfieran el desarrollo efectivo de la vacuna (Arellano-Llamas et al.,
2017; Henningson et al., 2015; M. L. Nelson et al., 2015).
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Classical swine North American
avian

Human (H3N2) Eurasian avian-
like swine

Influenza A (H1N1)

PB2 - North American
avian

PB1 - Human H3N2
PA - North American
avian

H1 - Classical swine
NP - Classical swine
N1 - Eurasian avian-
like swine

M - Eurasian avian-like
swine

NS - Classical swine

Figura 2. Génesis de los virus de la influenza HINT de origen porcino.

Fuente: (Neumann et al., 2009)
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Figura 3. Origenes de linaje y hospederos para los segmentos genéticos del virus
A/HINI1 pdm09. El nuevo virus HIN1 2009 posee seis segmentos de ARN
genoémico de virus porcinos de triple reagrupacion (i.e., HA, NP, NS, PB2, PBI,
PA) y adquiri6é sus segmentos NA y M de un virus porcino de Eurasia. Figura
tomada de (Garten et al., 2009).
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Figura 4. El cerdo como “Mixing vessel” para los virus de la influenza A
humana y aviar. Fuente: (Ma, Kahn, & Richt, 2008).
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1.4.4 Virus de influenza A en el Ecuador

En el Ecuador la vigilancia del virus de influenza y otros virus respiratorios se lleva
a cabo por el Ministerio se Salud Publica (i.e., MSP), a través del programa
ampliado de Inmunizaciones y Vigilancia de Infecciones Respiratorias Agudas
Graves (i.e., IRAG) quienes se encargan de generar informes semanales de la
incidencia de estos virus en el pais con la informacion recibida de los hospitales
centinelas Figura 5.
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Figura 5. Hospitales centinelas que forman parte del programa ampliado de
Inmunizaciones y Vigilancia de Infecciones Respiratorias Agudas Graves (i.e.,
IRAG). Fuente: (MSP, 2011).

Esta entidad en los ultimos afios ha reportado la circulacion de dos tipos de
influenza A en humanos (i.e. HIN1 y H3N2) en el Ecuador, el primer caso de
influenza A/HIN1 pdm09 se confirm6 en mayo 2009 (OPS Ecuador, n.d.).
Durante el periodo 2010-2016 se ha identificado mayor incidencia de este subtipo
en el ano 2013 con 114 fallecimientos confirmados (Acosta & Ojeda, 2013;
SIVE-Alerta, OPS Ecuador, & INSPI, 2017), seguido por el afio 2016 con 83
casos (MSP, 2018b) Figura 6. Para el periodo estacional noviembre 2017-marzo
2018 se evidencia un brote del virus con una actividad elevada en provincias de la
region sierra se registrd 1217 pacientes confirmados positivos, de estos 112
fallecieron Figura 7 (MSP, 2018b).

A la fecha en estos reportes no se menciona la variacion genética de este suptipo
como control epidemiologico y pocos trabajos se han generado en la literatura

13



o A
LY

cientifica que estudien la caracterizacion molecular del virus (Douce et al., 2011;
Houng et al., 2012).

Influenza and other Respiratory Viruses under Surveillance, 2010-2016

Pan American (fi\ World Health
Health ¢ _'30@‘)"1::[;0“
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Figura 6. Distribucion de virus de influenza en el Ecuador 2010-2016.

Fuente: Regional Influenza Surveillance, 2010-2016, PAHO-WHO.

http://ais.paho.org/phip/viz/ed flu.asp
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Figura 7. Distribucion de virus de influenza en el Ecuador 2015-2019.
Fuente: Regional Influenza Surveillance, 2015-2019, PAHO-WHO.

http://ais.paho.org/phip/viz/ed flu.asp
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Coleccion de muestras biologicas

Se analizaron 465 muestras clinicas de hisopado nasofaringeo de humanos,
obtenidas durante el periodo 2009-2016 de tres hospitales centinelas de Guayaquil
que conforman la red nacional de vigilancia de infecciones respiratorias agudas
graves (IRAG) del Ecuador estos son Hospital de Infectologia de Guayaquil Dr.
Daniel Rodriguez Mariduefia, Hospital de Nifios Dr. Roberto Gilbert e Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) como parte del proyecto de
investigacion de PIC-13-INSPI-ESPOL-001 “Investigacion de la diversidad
genética y respuesta antiviral in vitro del virus de influenza en el Ecuador™.

Todas las muestras cuentan con su respectivo consentimiento informado y fueron
colectadas siguiendo el método para toma de muestra de hisopado nasal
recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, siglas en inglés)
(WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5, 2002).

Copyright - Copan Diagnostics, Inc.  Flocked Swabs Patented Worldwide

Figura 8. Procedimiento para toma de muestras clinicas. Hisopado nasofaringeo.
Fuente: (Copan Diagnostics, Inc., 2009)

15



La toma de muestra consiste en introducir el hisopo en la fosa nasal paralelo al paladar
por unos pocos segundos y se retira lentamente con un movimiento de rotacion por el
interior de la nariz. Se repite el procedimiento en ambas fosas nasales. Posteriormente
la punta del hisopo se coloca dentro de un vial que contiene 2-3 ml de medio de
transporte (HBSS 1X+Anti-Anti 2x+ BSA 1%) y se conserva a 4°C hasta su
recoleccion Figura 8 (Copan Diagnostics, Inc., 2009; WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5,
2002). Las muestras clinicas fueron colectadas de pacientes que presentaron sintomas
compatibles con un proceso gripal como son fiebre sobre los 38°C, dolor de cabeza,
dolor muscular, garganta aspera, tos seca, estornudo, nariz congestionada, cansancio, y
perdida de apetito.

Diagnéstico del virus de influenza A

El ARN total fue extraido utilizando el producto comercial TRI-LS Reagent (MRC),
siguiendo las indicaciones del fabricante (Molecular Research Center, Inc, n.d.)
ANEXO 1.

El diagndstico para el virus de influenza A fue realizado con la técnica de biologia
molecular RT-PCR de punto final en un solo paso, empleando el kit comercial
SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) wusando el set de iniciadores SWHOMPA:
TTCTAACMGAGGTCGAAACG y 3SWHOMPA: ACAAAGCGTCTACGCTGCAG,
recomendados por la WHO para identificar el gen matriz el mas conservado de entre
los 8 genes del virus de cepas de virus de influenza A (WHO, 2007).

Esta reaccion genera un amplicon de 232pb, el programa en el termociclador (Equipo
Veriti96 well Thermal Cycler, Applied Biosystems) con las condiciones de temperatura
para generar este producto de PCR fue 1 ciclo a 50°C por 30 minutos, desnutarilizacién
a 94°C por 15 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C por 5 segundos, 60°C por 1 minuto
y una extension final a 72°C por 30 segundos. La visualizacion de los productos de RT-
PCR fueron monitoreados por electroforesis en geles de agarosa al 2% (Thermo Fisher
Scientific) en el equipo PowerPac Basic (BIO-RAD). En todas las corridas se coloco
controles (positivos y negativos) que certifiquen el método de diagnostico. Las
muestras que presentaron una banda (amplicon 232pb) al mismo nivel que el control
positivo fueron consideradas como positivas para el virus de influenza A y las que no
presentaron esta banda se consideraron como negativas Figura 9.
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Figura 9. Foto ejemplo de diagnéstico de muestras de hisopados nasofaringeos por RT-
PCR de gen matriz para influenza A y evaluadas mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%. M marcador de peso molecular; C- es el control negativo de mix de
reactivos de RT-PCR; CE es el control de extraccion de ARN (muestra de agua); C+ es
el control positivo (Muestra positiva para Influenza A); 1-5 muestras a testear.

Diagnostico de virus de influenza A subtipo H1 (A/HINI pdm09)

La identificacion de el subtipo H1 se realizé mediante la técnica de RT-PCR de punto
final con el set de iniciadores especificos que amplifican una porcién del gen de
hemaglutinina (HA) SWHI1For: GTGCTATAAACACCAGCCTCCCA, SWHI1Rev:
CGGGAYATTCCTCAATCCTGTGGC (CDC, WHO, 2009), generando un amplicén
de 119pb Figura 10. El programa empleado para generar este producto de PCR fue
50°C por 30 minutos, 94°C por 2 minutos seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y finaliza el programa con 1
ciclo adicional 72°C por 1 minuto.
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Figura 10. Foto ejemplo de subtipificacion HI de muestras de hisopados nasofaringeos
por RT-PCR, gen hemaglutinina. Solo la muestra 4 es positiva para el virus de
influenza A subtipo HI. Muestras evaluadas mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%. M marcador de peso molecular; C- es el control negativo de mix de
reactivos de RT-PCR; CE es el control de extraccion de ARN (muestra de agua); C+ es
el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HIN1 pdm09); 1-5 muestras a
testear.

2.2 Aislamiento viral

Objetivo Especifico 1

Las muestras de hisopado nasofaringeo positivas para el virus A/HIN1 pdm09 se
inocularon en paralelo y por duplicado en dos sustratos recomendados ampliamente por
la literatura para aislar y propagar virus de influenza como son la linea celular canina
MDCK (Madin-Darby canine kidney, en inglés) y huevos de pollo embrionados de 10
dias (Brauer & Chen, 2015; Martinez-Sobrido & Garcia-Sastre, 2010;
WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5, 2002; Zhang & Gauger, 2014). De esta manera nos
aseguramos de obtener material genético viral suficiente para amplificar los genes.
Todas las muestras se trataron con antibidtico a una concentracion de 2X (Anti-Anti
100X contiene 10,000 units/mL de penicilina, 10,000 ng/mL de estreptomicina y 25
ng/mL de Anfotericina B, Gibco) 24 horas antes de la inoculacion del virus, para evitar
contaminacion de los huevos o del cultivo celular con otros patogenos.

Aislamiento de virus de influenza A/HIN1pdm09 en lineas celulares
Se infectaron células MDCK con 100ul de muestra de hisopado nasal, para obtener un
90% de confluencia de estas células el dia de la infeccion 24 horas previo al ensayo se
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colocd una concentracién de 0.4x10° células en placas para cultivo celular de 6
pocillos (Figura 11 y Figura 12). El proceso de infeccion se realizd6 como lo
recomienda la WHO para el aislamiento de virus de influenza en lineas celulares de
mamiferos (WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5, 2002), después de 72 horas de incubacion a
37°C y 5% de CO2 (incubadora Nuaire, Model: UN-4750) se cosecharon los virus
(Martinez-Sobrido & Garcia-Sastre, 2010; Zhang & Gauger, 2014) ANEXO 2. La
presencia de efecto citopatico (CPE, siglas en inglés) en las células es un indicador que
el virus estd infectando. Se agregd un control negativo en cada placa para verificar que
no hubo contaminacién durante el proceso de infeccion.

ORIt (81 473
“‘. -’,","u",'.

Lente objetivo 10X microscopio invertido

Figura 11. Proceso de Aislamiento de virus de influenza A/HIN1pdm09 en linea
celular de mamiferos MDCK. Fotos tomadas en el Laboratorio para investigaciones
biomédicas FCV-ESPOL.
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Figura 12. Esquema de placa de 6 pocillos empleada para aislamiento de virus de
influenza A/HIN1pdmO9 en linea celular de mamiferos MDCK.
Aislamiento de virus de influenza A/HIN1pdm09 en huevos embrionados de pollo
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En huevos embrionados de pollo 200ul de la muestra de hisopado nasofaringeo fue
inyectada con una jeringa en el liquido alantoico, ubicado del lado opuesto del ojo
embrion, y cosechados después de 72h de incubacion a 37°C (incubadora digital K-
GEMMY, Model:IN-010) (Brauer & Chen, 2015; Zhang & Gauger, 2014) Figura 13 y
Figura 14 ANEXO 3.

‘ Inoculation site

Shell membrane

Allantoic cavity

Yolk sac

Figura 13. Diagrama esquematico con la estructura de un huevo embrionado y sitio de
inoculacion (liquido alantoico en la cavidad alantoica) (Zhang & Gauger, 2014).
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Incubacion 37°C
~ 72h

Figura 14. Proceso de Aislamiento de virus de influenza A/HIN1pdm09 en huevos
embrionados de pollo de 10 dias. Fotos tomadas en el Laboratorio para investigaciones
biomédicas FCV-ESPOL.

Los tubos con liquido alantoico y sobrenadante de células cosechados de los ensayos de
inoculacion se preservaron en un congelador a -80°C (Thermo Scientific Revco Ultima
IT Ultra-Low Temperature Upright Freezer).

Los titulos virales de las cepas aisladas en sobrenadante de células y liquido alantoico
se determinaron por ensayos de hemaglutinacion, usando glébulos rojos de sangre
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(RBC, siglas en inglés) de pavo, siguiendo los protocolos estandarizados por la WHO y
la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations, en inglés) (Grimes
& FAO, 2002). Este método utiliza la propiedad que tiene la proteina hemaglutinina
(HA) del virus, de unirse a los receptores de acido sidlico de los eritrocitos de la sangre
de aves (i.e., pollo o pavo) creando una estructura reticular o aglutinacion (FAO, 2012;
Grimes & FAO, 2002; Killian, 2008; WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5, 2002).

La presencia de particulas virales induce la aglutinacion de los RBC, que se observa
como una solucién rojiza, la ausencia en cambio produce la formacion de un pellet en
el fondo (punto rojo) Figura 15. Este método permite determinar rapidamente si los
sustratos cosechados poseen particulas virales o si es necesario repetir el proceso de
infeccion en un mayor niumero de pases en huevos embrionados o en células MDCK
hasta detectar el virus (Martinez-Sobrido & Garcia-Sastre, 2010) y obtener material
genético para la amplificacion de genes.

A. 45-60min NO HAY
I REACCION

RBC en RBC en el
suspension fondo
, HEMAGLUTINACION
B. oo **e| 45-60min
.-. ‘
RBC en suspension Mantiene los RBC
+ Virus en suspension

Figura 15. Principio de ensayo de hemaglutinacion. A. En ausencia de virus, los RBC
en una solucion se hunden y forman un pellet en el fondo del pocillo de la placa dando
la apariencia de un punto. B. En una solucion en presencia de virus, la hemaglutinina se
une a los receptores de acido sialico de los RBC y forman una aglutinacion
manteniendo los RBC en la superficie que se conoce como hemaglutinacion. Grafico
adaptado de (Grimes & FAO, 2002)

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo cénico (V-bottom 96-well
plate, en inglés). Para validar el ensayo en todas las placas se incluyeron al menos 2
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muestras control: 1 control negativo como el buffer fosfato (PBS 1X) para confirmar
que los glébulos rojos empleados eran viables y 1 control positivo que consistidé en
sobrenadante de células MDCK o de liquido alantoico previamente confirmados como
muestras positivas para influenza A por RT-PCR Figura 16. El protocolo empleado se
encuentra detallado en el ANEXO 4 (FAO, 2012).

La interpretacion del titulo viral se hace en unidades de HA, 1 unidad de HA (i.e., HAU
hemagglutination units, en inglés) es la cantidad minima de virus que produce
aglutinacién completa de los globulos rojos. (Grimes & FAO, 2002). Por ejemplo en la
Figura 16 la muestra nimero 2 (control positivo) el ultimo pocillo que muestra una
aglutinacion completa es el pocillo con la diluciéon 1/32. Este pocillo contiene una
unidad de HA por tanto el titulo viral para esta muestra se expresa como 32 0 como es
lo mismo 2° unidades de HA (HAU), si la solucién que se esta titulando se diluye 2
veces como en este caso.
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Figura 16. Ensayo de hemaglutinacion. Ejemplo de ensayo de hemaglutinacion en
placa de 96 pocillos de fondo coénico con muestras de liquido alantoico cosechado de
huevos embrionados de pollo infectados con virus de influenza. C- control negativo
solucion PBS 1X; 1 liquido alantoico sin virus; 2 control positivo muestra de liquido
alantoico confirmada positiva para influenza A subtipo H1; 3-11 muestras de liquido
alantoico a testear la presencia de virus. Foto tomada Laboratorio para investigaciones
biomédicas FCV-ESPOL.
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Las muestras que resultaron positivas para el ensayo de hemaglutinaciéon fueron
confirmadas posteriormente por RT-PCR.

2.3 Banco de genes virales

Objetivo Especifico 2

Amplificacion de genes virales

Los genes virales se clonaron a partir de cDNA (i.e., ADN complementario) generado
con ARN total extraido de las cepas virales aisladas en huevo de pollo con embrion o
en cultivo celular (i.e., liquido alantoico y sobrenadante de células) y un iniciador
universal (UNI12: 5>’AGCRAAAGCAGGU3’) complementario a los 12 nucledtidos
conservados del extremo 3’ de los ocho genes del virus (Hoffmann et al., 2001),
empleando la enzima transcriptasa inversa ThermoScript Reverse Transcriptase
(Thermo Fisher Scientific). De esta manera se optimiza la cantidad de ARN viral por
reaccion.

Posteriormente con este cDNA se amplificaron los ocho genes virales por PCR
usando la enzima de alta fidelidad Platinum Taq DNA Polymerase, High Fidelity
(Thermo Fisher Scientific) con actividad exonucleasa 3 '— 5' para obtener la
secuencia correcta, con iniciadores especificos para cada uno de los ocho genes que
conforman el virus (i.e., HA, NA, PBI1, PB2, PA, NS, M Figura 17) tomados de la
publicacion de Hoffman et al., 2001 modificados con la secuencia de la enzima de
restriccion Sap I en los extremos para ser usados en futuros ensayos de rescate de
virus Tabla 3, ANEXO 5.

Segment Size (nt)

1 e
2 2274 PB1-F2) PB1
3 2151

4 1701

5 1497

6 1410

7 982

8 838

Iy

Figura 17. Tamafio en nucledtidos de los 8 genes de influenza A subtipo H1. Los
tamafos corresponden a la cepa de influenza A / California / 04/2009 (HINT1). Fuente:
(Louten, 2016a).
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Tabla 3 Iniciadores usados para amplificar los 8 genes virales

NOMBRE
GEN INICIADOR  SECUENCIA
Polimerasa Sap-PB2-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGC
?;;‘;f‘i)}) arte A By 1250R TCYTCYTGTGARAAYACCAT
Polimerasa basica2
(PB2) I Sap-PB2-R ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTCGTT
bésica2 Parte B T
(PB2-B) PB2-1105F TAYGARGARTTCACAATGGT
Polimerasa Sap-PBI-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGCGGCA
bésical Parte A —ppm o) TTRAACATGCCCATCATCAT
Polimerasa basical (PB1-A)
(PB1) Polimerasa Sap-PBI-R ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAAC
bésical Parte B —5pi o ARATACCNGCAGARATGCT
(PBI-B)
Polimerasa Sap-PA-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGCAGGTAC
acida
PA-1498R TNGTYCTRCAYTTGCTTATCAT
Polimerasa acida Parte A (PA-A)
(PA) Polimerasa Sap-PAR ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTACTT
dcida PA-747F CATTGAGGGCAAGCTTTC

Parte B (PA-B)

Sap-HA-1-pDZ  TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG

Hemaglutinina (HA) Sap-HA-R-pDZ  ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTT
TT
Sap-NA-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT
Neuraminidasa (NA) Sap-NA-R ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGAGTTT
TTT
Sap-NPR ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGT
Nucleoproteina (NP) Sap-NP-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTA
Sap-NS-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTG
No estructural (NS) Sap-NS-890R  ATATGCTCTTCCATTAGTAGAAACAAGGGTGTT
TT
Sap-M-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGTAG
Matriz (M) Sap-M-R ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTAGTT
TT

Los iniciadores internos de las polimerasas (i.e., PB2-1250R, PB2-1105F, PBI-
1262R, PB1-1124F, PA-1498R, PA-747F) detallados en la Tabla 3 en cambio fueron
tomados de la publicacion de Li et al., 2007 (Li et al., 2007).

Sin embargo por la dificultad de amplificar los genes de mayor tamafio HA, PB1, PB2
y PA fue necesario disefiar iniciadores internos nuevos para mejorar la amplificacion
en la PCR Tabla 4.

Los productos de PCR se visualizaron en geles al 1% de agarosa (Thermo Fisher
Scientific). Los amplicones (i.e., fragmentos o bandas) que tuvieron el tamafio
aproximado al gen de interés se cortaron y purificaron con el kit comercial High Pure
PCR Product (Roche) para eliminar la agarosa, siguiendo las instrucciones del
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fabricante y se conservaron a -20°C hasta llevar a cabo el proceso de clonacion (i.e.,
insercion de genes en plasmidos).

Tabla 4 Iniciadores nuevos empleados para amplificar los genes HA, PB2, PB1, PA

NOMBRE
INICIADOR

GEN SECUENCIA

Polimerasa
basica2 (PB2)

Polimerasa basica2

Parte A (PB2-A)

Sap-PB2-1

TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGC

* rFLUA-PB2-A

CATTCCCATCACAYTGTC

Polimerasa
basical (PB1)

Polimerasa basical
Parte A (PB1-A)

Sap-PB1-1

TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGCGGCA

* rFLUA-PBI-A

CCACTAAYTTGCARGTCC

Polimerasa basical Sap-PB1-R ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAAC
Parte B (PB1-B)
* PBI-IF ATGCTAGCAAGCATTGACCTG
Polimerasa acida Polimerasa acida Sap-PA-1 TATTGCTCTTCAGGGAGCGAAAGCAGGTAC
(PA) Parte A (PA-A)
* rFLUA-PA-A GCA CAG GAT GCA TTG AGC A
Hemaglutinina Hemaglutinina Sap-HA-1-pDZ TATTGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG
(HA) Parte A (HA-A)
* FLUA-HA-IR CCGTACCAWCCRTCTACC
Hemaglutinina Parte ~ Sap-HA-R-pDZ ATATGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTT
B (HA-B) TT
* FLUA-HA-IF  GTAGTARARCCGGGAGACA

*Iniciadores que se cambiaron para mejorar la PCR.

Clonacidén de genes en plasmidos

Empleando una enzima T4 ligasa los productos PCR purificados se colocaron en
plasmidos de transporte comerciales denominados pGEM-T marca Promega, este es
un vector linealizado con un terminal 3’ de timina en ambas terminaciones (i.e.,
proceso conocido como ligacién), el mix de la reaccidbn se realizd segun las
instrucciones del fabricante (Promega, Revised 12/18).

Posteriormente por el método de transformacion los plasmidos con el gen de interés se
insertaron en bacterias quimicamente competentes de la especie E. Coli (E. coli
Subcloning Efficiency DHS5 Competent Cells, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific, 2006). Finalmente las
bacterias fueron sembradas en cajas Petri con medio SOB (100ug/ml de
ampicilina+50mg/ml de IPTG+80ug/ml de X-Gal) y después de 24 horas de
incubacion a 37°C se visualizo la presencia de colonias blancas y azules en la caja,
producto de los dos métodos de seleccion proporcionados por el plasmido pGEM-T.
La resistencia al antibidtico ampicilina y la irrupcion del ORF del gen lacZ, que nos
permite observar colonias azules y blancas (Promega, Revised 12/18).
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Las colonias blancas presentes en la placa son las que poseen el gen viral de interés
debido a que no son capaces de producir la enzima B-galactosidasa e hidrolizar el X-
gal que provee la coloracion azul a las bacterias que poseen el gen lacZ funcional
Figura 18.

Figura 18. Ejemplo de caja Petri con colonias azules y blancas después de 24 horas
de incubacion a 37°C. Foto tomada en el laboratorio para investigaciones biomédicas
FCV-ESPOL.

La confirmacion del inserto en las colonias blancas se realizd por PCR usando
iniciadores universales Sp6 y T7 6 MI13 (i.e., PCR screening, en inglés), cuya
secuencia se encuentran en las regiones del plasmido donde flanquea el inserto. El
protocolo de PCR aplicado fue el mismo para los 8 genes, ajustando el tiempo en el
ciclo de elongacion que varia de acuerdo a la longitud del gen a amplificar ANEXO
6. Se realizd un screening de al menos 3 colonias por gen viral y los productos de
PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%, por electroforesis.

Las colonias que mostraron una banda del tamafio al gen de interés, se sembraron en
tubos de 3ml con medio de cultivo liquido SOB con 100ug/ml de ampicilina. Se
dejaron incubando a 37°C con movimiento por 12 horas, para generar mayor cantidad
de ADN plasmidico. La extraccion del ADN plasmidico se realizé con el Kit High
Pure Plasmid Isolation (Roche) siguiendo el protocolo sugerido por la casa comercial,
el producto final se eluyd en 30ul de agua grado biologia molecular (i.e., Tipo I) para
concentrar el ADN plasmidico y se conserva a -20°C.

La concentracion y calidad del ADN plasmidico se determind en un
espectrofotometro (NANODROP 2000, ThermoScientific) a 260nm de longitud de
onda. La concentracion minima requerida para continuar con la secuenciacion es 100
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ng/ul, las muestras con bajas concentraciones se resembraron hasta obtener la
concentracion requerida. Este ADN se diluye a una concentracion de 50-100ng/ul en
un volumen de 10ul y es nuevamente confirmado por PCR antes de ser enviado a
secuenciar por el método de Sanger (GENEWIZ, n.d.) Figura 19.

28



BANCO DE GENES VIRALES

Obtencién de genes Purificacién de
virales por PCR productos de PCR.

! Transformacién de plasmidos en

Ligacion del fragmento de bacterias quimi(.ns competentes.
interés en pldsmido pGEMT. E. coli DHS.

Screening de colonias mediante

PCR empleando iniciadores
Cultivo dB Colonias 1 univel‘sales Sp6 y T7 6 Ml 3.
bacterianas con el gen de
interés en medio SOB.
Extracciéon de ADN
plasmidico.
Menor a 50 ng/ul.
Medicion de (!
concentracién de ADN.
—— Mayora 100 ng/ul.
Presencia de una sola banda, Confirmacién del ADN
con el tamafio adecuado —  plasmidico mediante PCR.
Dilucién del ADN
plasmidico 50-100ng/ul.

Secuenciacién Sanger (Genewiz Inc.)

Figura 19. Esquema de proceso de obtencidon de banco de genes virales de influenza
A/HIN1pdm09. Adaptado del informe final practicante Anthony Pita Torres 2017.

29



2.4 Analisis filogenético

Objetivo Especifico 3

Secuenciacion genética

Los genes virales clonados y purificados (i.e., ADN plasmidico) se secuenciaron por
el método de Sanger en una compania ubicada en Estados unidos que ofrece este
servicio (GENEWIZ, n.d.), se consideré dos plasmidos por gen viral para confirmar
que la secuencia de nucleétidos no presentd alguna mutacion durante el proceso de
clonacion.

La calidad y edicion de las secuencias de nucleotidos obtenidas de la secuenciacion se
analizaron primeramente con el software Geneious version 8 (Kearse et al., 2012), el
alineamiento y comparacion se realizd con secuencias similares obtenidas de la base
de datos mundiales como NCBI (i.e., National Center for Biotechnology Information,
en inglés).

Anélisis filogenético v filogeografico

Primero para confirmar que las secuencias genéticas obtenidas corresponden a la
fecha de coleccion de la muestra, se construyo un arbol filogenético molecular por el
método Maximum Likelihood (ML) bootstrap de 1000 repeticiones, modelo de
sustitucion HKY (i.e., modelo Hasegawa-Kishino-Yano) (Hasegawa, Kishino, &
Yano, 1985) para cada uno de los genes virales, empleando el software MEGA7 (S.
Kumar, Stecher, & Tamura, 2016). El arbol inicial se obtuvo automaticamente
aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ (Gascuel, 1997), utilizando el
enfoque de Méaxima probabilidad de composicion (siglas en inglés, MCL).

En cambio para conocer el ancestro comun mas reciente (TMRCA, sigla en inglés) se
cre6 una base de datos con las secuencias de cada uno de los genes del virus de
influenza A/HIN1 pdm09 (i.e., ocho en total), que circularon en todo el mundo desde
el ano 2009 al afio 2016 empleando la herramienta BLAST (“BLAST: Basic Local
Alignment Search Tool,” n.d.) disponible en la base de datos ptiblica NCBI.

BLAST es un programa de busqueda de alineacion local que encuentra y compara
regiones de similitud de una secuencia bioldgica de nucleétidos dada con secuencias
de bases de datos y calcula la significacion estadistica de estas coincidencias.

A esta base de datos se agreg6 las secuencias de las 15 cepas locales de virus aisladas
en el laboratorio. Haciendo uso del software SEAVIEW4 (Galtier, Gouy, & Gautier,
1996; Gouy, Guindon, & Gascuel, 2010) se realizo alineamientos de secuencias
multiples, empleando el método MUSCLE (Edgar, 2004b, 2004a). Para eliminar el
exceso de secuencias idénticas se analizo la matriz de identidad originada en las
alineaciones y se construyo los arboles filogenéticos de cada uno de los genes.

Asimismo se uso el software TempEst para investigar si las alineaciones de las
secuencias empleadas para los arboles filogenéticos poseen relaciones heterocronicas
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(Rambaut, Lam, Carvalho, & Pybus, 2016); de esta manera se evitd estimaciones
erroneas o sesgadas de la tasa evolutiva antes de insertar esta base de datos en el
programa informatico BEAST v1.8.2. Este paquete estadistico emplea el método
bayesiano que se basa en modelos estadisticos de probabilidad posterior (Drummond
& Bouckaert, 2015) y determina el tiempo hasta el ancestro comiin mas reciente
(TMRCA) (Faria, Suchard, Rambaut, Streicker, & Lemey, 2013b), es decir genera
arboles filogenéticos con raiz que incorporan la escala de tiempo (Drummond &
Bouckaert, 2015) lo que nos permitid conocer la historia evolutiva de cada segmento
viral y la diversidad genética de las cepas que circulan en nuestro pais. Con los
resultados obtenidos de este programa se realizd un analisis filogeografico y
empleando la aplicaciéon SpreaD3 (Bielejec, Lemey, Baele, Rambaut, & Suchard,
2014; Bielejec, Rambaut, Suchard, & Lemey, 2011; Faria, Suchard, Rambaut, &
Lemey, 2011; Lemey et al., 2014b) se visualiz6 la difusién espacio-temporal de las
reconstrucciones filogeograficas de las cepas aisladas localmente y del mundo.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Coleccion de muestras biologicas

De las 465 muestras clinicas colectadas se identificaron 88 como positivas para gen
matriz de influenza A. De estas, 30 se confirmaron como subtipo HIN1, empleando la
técnica de RT-PCR Tabla S y Figura 20.

Tabla 5 Lista de muestras positivas para virus de influenza A, Subtipo HIN1

09/06/2009
10/07/2009 GG
13/07/2009 Fl
18/07/2009 MC 7
28/07/2009 DS
- EC
- OH
23/02/2010 5249
- Hi485
- Hi486 5
- Hi487
- Hi488
- 21/01/2011 Hi015 5
02/02/2011 Hi030
2012 - Hi489 1
10/08/2013 Hi114
15/08/2013 Hi118
. 07/09/2013 Hi139 5
30/08/2013 Hi140
17/09/2013 Hi148
- 2014 - Hi346 1
- 04/05/2015 Hi320 5
20/08/2015 Hi354
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23/03/2016 Hi435

25/03/2016 Hi436
24/03/2016 Hi442
07/04/2016 Hi448 7
07/04/2016 Hi450
06/05/2016 Hi458
10/05/2016 Hi465

CE Hi444 Hi445 Hi446 Hi447 Hi448 Hi449 Hi450 Hi451 M
pb

144

CE Hi444 Hid445 Hid446 Hid447 Hid448 Hi449 Hi450 Hi451 M

Figura 20. Diagnostico y tipificacion subtipo HI de muestras de hisopados
nasofaringeos por RT-PCR. Muestras evaluadas mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%. M marcador de peso molecular; C- es el control negativo de mix de
reactivos de RT-PCR; CE es el control de extraccion de ARN (muestra de agua); C+ es
el control positivo (Muestra positiva para influenza A).
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En la Figura 20 se observa el diagnostico y tipificacion del ARN extraido de ocho
muestras de hisopado nasal Hi444 - Hi451 por RT-PCR. En la foto superior (A.) se
encuentra el diagnodstico para el gen de matriz de influenza A, se observa una banda o
amplicon de 232pb para el control positivo y las muestras Hi444, Hi448, Hi451 las
cinco restantes no presentan banda por tanto son negativas para el virus de influenza A;
se confia en los resultados obtenidos porque no se observa banda en los controles
negativos de extraccion y de los reactivos del mix de RT-PCR.

En la foto inferior (B.) se encuentra la tipificacion para el gen de hemaglutinina (H1) de
las muestras confirmadas positivas para el virus de influenza A, en el gel se observa
una banda o amplicon de 119pb solo para las muestras Hi448 y Hi450. La muestra de
hisopado Hi444 no presenta banda por tanto no es influenza A subtipo HI
probablemente sea positiva para el subtipo H3, otro de los virus de influenza A
estacional que circula en la poblacion humana el mismo procedimiento se llevo acabo
para todas las muestras colectadas (datos no mostrados).

3.2 Aislamiento viral

Objetivo Especifico 1

Las muestras de hisopado nasofaringeo positivas para el subtipo H1 que al menos
posean un volumen mayor a 600ul, se inocularon en ambos sustratos (i.e., huevos
embrionados de pollo de 10 dias y células MDCK), en lo posible se traté de mantener
al menos 2 muestras por afio.

En algunas muestras fue necesario llegar hasta el tercer o cuarto pasaje en huevos
embrionados de pollo, para tener titulos altos, condicién necesaria para amplificar los
genes virales. Algunos de los huevos empleados en la inoculacion fueron descartados
durante la cosecha debido a que el liquido alantoico presentd coloracion rojiza o café
lechoso, esto puede deberse a contaminacion del huevo durante el proceso o a la
muerte del embrion previo a la cosecha (periodo de incubacion de 72h). El liquido
alantoico cosechado considerado viable debe tener apariencia clara y coloracion
amarilla (Figura 21).
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Figura 21. Liquido alantoico viable obtenido de huevos embrionados de pollo
infectados con virus de influenza A subtipo H1.

En células MDCK so6lo se llego hasta el cuarto pasaje de infeccion, porque los
sobrenadantes obtenidos de las células infectadas con muestras de hisopado no
presentaron titulo en los ensayos de hemaglutinacion Figura 25. Organizaciones
reconocidas de la salud como la WHO recomiendan realizar 1 o 2 pasajes mas si el
pasaje inicial resulta negativo para la hemaglutinacion, antes de informar una
incapacidad para recuperar el virus de la muestra (World Health Organization, 2011).

Ademas, 72h de post-infeccion la capa celular de los pocillos infectados presentaron
poco o ningin efecto citopatico (CPE) durante estos pasajes, a excepcion de la
muestra “ FI ” colectada en el anio 2009 (Figura 22).

A diferencia de las otras, esta muestra mostr6 un CPE en alrededor del 75% del
pocillo infectado (Figura 22, B), en tomas fotograficas en microscopio invertido
(objetivo 20X) claramente se observd desprendimiento celular, nicleos agrandados,
vacuolacion y células alargadas con inclusiones, reportado como un efecto de la
infeccion viral (Hamilton et al., 2011), a diferencia de las células control que no
presentaron estas caracteristicas (Figura 23). Asimismo presentd un titulo de 64 HAU
en los ensayos de hemaglutinacion. Esta fue una de las primeras muestras
diagnosticadas como positivas para el virus de influenza A/HINI pdm09 en el
laboratorio para investigaciones biomédicas y usada como control positivo desde ese
afio. De la cual se empled el liquido alantoico confirmado como positivo para infectar
células MDCK.
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Figura 23. Analisis microscopico células MDCK infectadas con muestra FI 2009.
Fotos tomadas en microscopio invertido lente objetivo de 20X.

Estudios recientes han realizado pruebas de aislamiento y replicacion de cepas
pandémicas y epidémicas de virus de influenza comparando la linea MDCK
convencional con otras lineas celulares como Mvl Lu (i.e., mink lung epithelial cells,
CCL-64, ATCC) y MDCK-London, ambas han reportado un mayor crecimiento y
titulo viral que la linea MDCK convencional (Hamilton et al., 2011; Lin, Kappes,
Chen, Lin, & Wang, 2017; Tsai, Lehman, Lin, Tsai, & Chen, 2019; Zhai et al., 2012)
siendo superior la linea MDCK-London, probablemente porque expresa ambos
receptores de acido sidlico alfa 2.3 y alfa 2.6 haciéndola susceptible a la infeccion de
algunas cepas del virus de influenza (Lin et al., 2017; Tsai et al., 2019).

Para identificar rapidamente cual de todas las muestras cosechadas (i.e., liquidos
alantoicos y sobrenadante de células) serian empleadas para amplificar los genes
virales, se procedi6 con los ensayos de hemaglutinacion con globulos rojos de sangre
de pavo.

De las 30 muestras detalladas en la Tabla §, solo 15 presentaron suficientes particulas
virales para ser detectadas en los ensayos de hemaglutinacion.

Los titulos obtenidos en los ensayos se encuentran detallados en la Tabla 6, solo estas
15 muestras fueron consideradas para continuar con el proceso de amplificacion y
clonacion de genes virales, las demas se conservaron a -80°C para futuros pasajes.

En la Figura 24 se encuentra una foto demostrativa de una placa de 96 pocillos con los
resultados obtenidos de los ensayos. En esta placa se considera fueron positivas las
muestras de liquido alantoico 7: Hi346 2-A LA A, 9: FI 4-B LA By 10: Hi140 4-
A LA A con 16,32y 64 HAU respectivamente. Las tres presentan aglutinacion de los
globulos rojos (foto superior) y no forman una ldgrima en el fondo de la placa cuando
esta es colocada de manera vertical en un angulo de 45° por 20-30 segundos (foto
inferior). Las demdas muestras testeadas en la PLACA 6 forman un pellet compacto y
visible en el fondo de los pocillos igual que los controles negativos, por tanto son
consideradas como negativas para el ensayo.

En todos los ensayos se agregd como controles negativos el buffer fosfato (PBS 1X)
empleado para las diluciones del ensayo de hemaglutinacion y el liquido alantoico de
un huevo embrionado de pollo o sobrenadante de células no infectado con virus de
influenza como controles negativos (muestra 1 y 2 Figura 24-25), ambos presentan
pellet en el fondo en todas las diluciones. De esta manera se certifica que los huevos
utilizados para el aislamiento viral se encontraban libres de este patdgeno.
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1: C- Control negativo, buffer fosfato (PBS 1X)
2: C- Control negativo, liquido alantoico sin virus

Muestras de liguido alantoico

4: Hi346_3-A_LA-A.1 8: FI_4-B LA A
5: Hi320_2-A_LA-A.1 9: FI_4-B_LA B
6: Hi296_2-A_LA-A 10: Hi140_4-A_LA_A
7: Hi346_2-A_LA_A 11: Hi140_4-A_LA_B

12: Hi465_1_LA A

3: C+ Control positivo para influenza A confirmado por RT-PCR

Figura 24. Resultados ensayo hemaglutinacion. Placa 6 muestras de liquido alantoico,

infectadas con cepas positivas para el virus de influenza A subtipo H1.
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1: C- Control negativo, buffer fosfato (PBS 1X)

2: C- Control negativo, sobrenadante de células MDCK sin virus
3: C+ Control positivo para influenza A confirmado por RT-PCR
Muestras de sobrenadante de células MDCK

4: SC.FI-B_P4 8: SC. Hi343_P4
5: SC.Hi296_P4 9: SC. Hi346_P4
6: SC. Hi320_P4 10: SC. Hi435_P4
7: SC. Hi332_P4 11: SC. Hi436_P4

12: SC. Hi458_P4

Figura 25. Resultados ensayo hemaglutinacion. Placa 7 muestras de sobrenadante de
células MDCK, infectadas con cepas positivas para el virus de influenza A subtipo H1.
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Tabla 6. Lista de muestras que resultaron positivas en los ensayos de hemaglutinacion. Todas provienen de liquido alantoico
(LA) cosechado de huevos embrionados de pollo.

13/07/2009 FI *F| 4B LAB [1/16 246 16

- EC EC 2A LAB |12 2162 2
23/02/2010 5249 5249 2-A LA B |1/2 2162

- Hi485 Hi485 2-B_ LA A |1/128 27 6 128 2
21/01/2011 Hi015 Hi015_3-A_ LA A |1/128 27 6 128
02/02/11 Hi030 Hi030 2-A LA B |1/128 27 6 128 2

- Hi489 Hi489 2-A LA B |1/2 2162 1
10/08/13 Hi114 Hi114_3-B_LA A |1/4 2264
15/08/2013 Hi118 Hi118_4-B_ LA B |1/64 26 6 64 3
30/08/2013 Hi140 ** Hi140_4-A_LA_A | 1/32 256 32

- Hi346 ** Hi346_2-A_LA A | 1/4 2264 1
04/05/15 Hi320 Hi320 3-B_LA B |1/64 26 6 64 1
23/03/2016 Hi435 Hi435 3-A LA A |1/32 256 32
06/05/16 Hi458 Hi458 3-B_ LA B |1/64 26 6 64 3
10/05/16 Hi465 Hi465 3-B_LA B |1/128 27 6 128

*HAU UNIDADES HA **Ensayo en Figura 24
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Debido a que casi todos los sobrenadantes de células cosechados en el pasaje 4
presentaron resultados negativos en los ensayos de hemaglutinacion Figura 25, se
decide emplear para la amplificacion de los genes del virus de las diferentes cepas el
liquido alantoico obtenido de huevos embrionados de pollo, que tuvieron un resultado
positivo en los ensayos de hemaglutinacion. Posteriormente estos resultados se
confirmaron por RT-PCR.

3.3 Banco de genes virales

Objetivo Especifico 2

Amplificacion de genes virales

Se procedio a realizar la sintesis de cDNA de cada una de las 15 cepas aisladas, con el
ARN extraido de liquido alantoico y el iniciador universal para virus de influenza A
UNII2. A cada reaccion se le agregd un control negativo, para confirmar que no hubo
contaminacion con ADN durante el proceso de sintesis y PCR. Este control consiste en
agregar al mix de la reaccion todos los reactivos incluso el ARN pero menos la enzima
transcriptasa inversa (i.e., RT-) ThermoScript Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific) y no debe generar una banda o amplicon después de la PCR Figura 26.

Previamente a la amplificacion de los genes completos se procedid a realizar una
verificacion de la presencia del cDNA, empleando los iniciadores de diagndstico inicial
para identificacion del virus de influenza A en el ARN extraido de las muestras de
hisopado que amplifican una porcion del gen matriz (i.e., 232 pb) Figura 26. Solo las
muestras que resultaran positivas en este paso y que no presenten una banda en el
control negativo de RT fueron consideradas viables para la amplificacioén con la enzima
de alta fidelidad Platinum Taq DNA Polymerase, High Fidelity (Thermo Fisher
Scientific). Los amplicones obtenidos durante la PCR, se visualizaron por electroforesis
en geles de 1% de agarosa.

En la Figura 26 podemos visualizar que fue exitosa la sintesis de cDNA de las
muestras Hil14, Hil18, Hi450, Hi458 y FI. Aunque se observa una banda con el
amplicon esperado en las muestras RT+ Hil17 y Hi436 también se detecta una banda
tenue en los controles negativos de RT, a la misma altura que la banda esperada. En el
caso de estas muestras se procedié a repetir el diagndstico, si se obtienen los mismos
resultados estos cDNA son descartados y se realiza nuevamente la extraccion de ARN
y posteriormente la sintesis de cDNA.
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Hill4 Hi118 Hill7
pb M C+ RT- RT+ RT+ RT- RT+ RT+RT- RT+ M

o

Hi436 Hi450 Hi458 FI
pb M RT- RT+ RT+ RT- RT+ RT+ RT- RT+ RT+ RT- RT+ RT+ M

Figura 26. Confirmacion de cDNA generado. Foto de electroforesis con gel de agarosa
al 1%. M marcador de peso molecular; C- control negativo de mix de reactivos
(muestra agua); C+ es el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HIN1
pdm09); RT- control negativo individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA
de cada muestra con enzima transcriptasa reversa.

Una vez confirmada la presencia del cDNA este fue usado como sustrato para la
amplificacion por PCR de los 8 genes virales de cada una de las 15 muestras, con la
enzima de alta fidelidad empleando iniciadores especificos (i.e., PB1, PB2, PA, NP,
HA, NA, M y NS) detallados en la Tabla 3 y Tabla 4.

Se estandarizé el protocolo para la amplificacion de cada uno de los 8 genes virales
(i.e., PB1, PB2, PA, NP, HA, NA, M y NS) siguiendo las condiciones recomendadas de
la enzima, a continuacion se detalla el tamafio del producto de PCR obtenido de cada
uno de ellos.
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Sap-NS-1

COMPLETO Sap-NS880R

890pb

Hi320 Hi485 Hi465
RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 27. Amplificacién gen NS. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; C- control negativo de mix de reactivos (muestra agua);
C+ es el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HIN1 pdm09); RT-
control negativo individual sin enzima transcriptasa reversa, RT+ cDNA de cada
muestra con enzima transcriptasa reversa.

En la figura 27 se observa la amplificacion del gen NS con un amplicon de 890pb para
las muestras Hi320, Hi485, Hi465 y Hi435, ninguno de los cDNA negativos presentan
banda a la misma altura del amplicon esperado por tanto se confirma que el producto de
PCR obtenido procede de ARN viral.
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Sap-M-1
Sap-M-R

COMPLETO 1027pb

50°C 55°C
Hi015 Hi030 Fl Hi015 Fl
pb M RT+ RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 28. Amplificacion gen M. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; C- control negativo de mix de reactivos (muestra agua);
C+ es el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HIN1 pdm09); RT-
control negativo individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada
muestra con enzima transcriptasa reversa.

45



En la foto superior de la Figura 28, tenemos la amplificacion del gen M probada con
dos temperaturas de anillacion 50°C y 55°C. En esta prueba se determina que la
temperatura de 55°C es mejor para la obtencion del amplicon esperado de 1027pb, tanto
la muestra FI como la muestra Hi015 presentan una banda mas brillante a esta
temperatura.

Sap-NA-1

COMPLETO Sap-NAR

1460pb

Hi485 Hi320 Hi465
C+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 29. Amplificacion gen NA. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; C- control negativo de mix de reactivos (muestra agua);
C+ es el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HIN1 pdm09); RT-
control negativo individual sin enzima transcriptasa reversa, RT+ cDNA de cada
muestra con enzima transcriptasa reversa.

En la Figura 29, las muestras con el amplicon esperado de 1460pb son la Hi320 y

Hi465, 1a muestra Hi485 no presentd banda por tanto se repite el proceso aumentando
la concentracion de cDNA.
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Sap-NP-R

COMPLETO Sap-NP-1

1600pb

Hi320 Hi465
RT- RT+ RT- RT+

Hi320 Hi485
C+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 30. Amplificacién gen NP. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; C- control negativo de mix de reactivos (muestra agua);
C+ es el control positivo (Muestra positiva para influenza A/HINI pdm09); RT-
control negativo individual sin enzima transcriptasa reversa;, RT+ cDNA de cada
muestra con enzima transcriptasa reversa.
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En la Figura 30, tenemos la amplificacion del gen NP con el amplicon esperado de
1600pb, se genera una segunda banda inespecifica alrededor de 850pb que mas tarde se
confirmd corresponde al gen NS. En algunos amplificaciones de los genes de influenza
puede ocurrir estos casos debido a que los primeros 12 nucledtidos son parecidos en los
8 genes del virus. Sin embargo claramente se identifica la banda de interés con el
amplicon de 1600pb.

En la foto superior, las muestras Hi485 y Hi320 presentan una banda tenue que
dificilmente podria usarse en el proceso de transformacion de bacterias porque el
proceso de purificacion del gel de agarosa reduce la concentracion del producto de
PCR. Por tanto se amplifica nuevamente (foto inferior) hasta tener una banda similar a
la muestra Hi465, de esta manera se incrementa las posibilidades de tener una
transformacion exitosa.

. Sap-HA-1-pDZ
Hemaglutinina completo 1700pb

Sap-HA-R-pDZ

. Sap-HA-1-pDZ
Hemaglutinina Parte A (HA-A) [ FLUA-HA-IR 1196pb

o Sap-HA-R-pDZ
Hemaglutinina Parte B (HA-B) * FLUA-HA-IF 1024pb

Hi114 HA COMPLETO
RT- RT+.

Figura 31. Amplificacion gen HA comleto muestra Hil 14. Foto de electroforesis con
gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control negativo individual
sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa
reversa.
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Hi114 GEN HA-A Hi114 GEN HA-B

c+ RT- ' 'RT+ : RECSe Ly

Figura 31. Amplificacion gen HA con iniciadores internos muestra Hil 14. Foto de
electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; C- control
negativo de mix de reactivos (muestra agua); C+ es el control positivo (Muestra
positiva para influenza A/HIN1 pdm09); RT- control negativo individual sin enzima
transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa reversa.

En la Figura 30, tenemos la amplificacion del gen HA completo de 1700pb sin
embargo la banda obtenida es delgada y tenue. A pesar que se variaron las condiciones
del mix de reactivos o del protocolo de la PCR (i.e., concentracién de magnesio,
iniciadores y temperatura de anillacion o extension) no se logrd mejorar la intensidad
de la banda de 1700pb ni de eliminar la segunda banda generada a la altura de alrededor
de 1000pb, probablemente del gen NS (Hoffmann et al., 2001).

Debido a la dificultad de amplificar este gen completo, se decidio disefiar iniciadores
internos que generen amplicones sobrelapados que nos permitan conocer la secuencia
genética real y mejorar la amplificacion. Al set que amplifica la seccidon 3’ terminal del
gen HA se lo denominé HA-A con un amplicon de 1196pb y al set que amplifica la
seccion 5’ terminal se denomind HA-B con un amplicoén de 1024pb (Figura 31).

En la Figura 31, se puede observar las bandas generadas con los iniciadores internos de
ambos segmentos de la muestra Hill4, mejorando la amplificacion obtenida de la
misma muestra pero con los iniciadores empleados para amplificar el gen completo
Figura 30. Estos segmentos de menor tamafio aumentan las probabilidades de
clonacion en el proceso de transformacion con bacterias. En la muestra Hi489 no se
logr6 amplificar ambos segmentos solo el segmento HA-B, pero al menos se tiene parte
de la informacion genética del gen Figura 32.
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GEN HA-A
Hi485 Hi320 Hi465 Hi489
M C- C+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

GEN HA-B
Hi485 Hi320 Hi465
M C- C+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 32. Amplificaciéon gen HA con iniciadores internos varias muestras. Foto de
electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; C- control
negativo de mix de reactivos (muestra agua); C+ es el control positivo (Muestra
positiva para influenza A/HIN1 pdm09); RT- control negativo individual sin enzima
transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa reversa
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Las polimerasas del virus PA, PB1, PB2 debido a que son los fragmentos de mayor
tamafio se amplificaron en dos segmentos, de la misma manera que el gen HA se
denominaron A para amplificar el lado 3’ terminal y B para amplificar el lado 5’
terminal (Tabla 3 y Tabla 4).

. . Sap-PA-1
Polimerasa acida Parte A (PA-A) PA-1498R 1513pb
. . Sap-PA-R
Polimerasa acida Parte B (PA-B) PA747F 1502pb
*Polimerasa acida Parte A (PA-A) Sap-PA-1 14500b
NUEVO SET *rFLUA-PA-A P

PA-A PA-B PA-A PA-B
RT- RT+ RT- RT+ RT- RT# RT- RT+

—_ -

GEN PA-A
5249 EC Hi114 Hi346 Hi140

pb M RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 33. Amplificacion gen PA. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin enzima transcriptasa
reversa, RT+ ¢cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa reversa. Foto superior
estandarizacion segmentos A y B, foto inferior amplificacion varias muestras segmento
A.
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GEN PA-B

Hi346 Hi140

Figura 34. Amplificacion gen PA segmento B. Foto de electroforesis con gel de
agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin
enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa
reversa.

Como se presentaron dificultades en la amplificacion del segmento PA- A de este gen
Figura 33, atn variando las condiciones de PCR fue necesario disefar un iniciador
reverse nuevo para amplificar esta seccion, manteniendo el iniciador forward de
Hoffman et. al, 2001. Este nuevo set gener6 un amplicon de 1450pb y mantiene las
condiciones de sobrelapado con el segmento PA-B, que se mantuvo igual durante todo
el trabajo (Figura 34).

Hi140 GEN PA-A SET NUEVO
50°C 55°C 60°C 55°C 60°C
RT+ RT- RT- RT+ RT+

Figura 35. Amplificacion gen PA segmento A set nuevo. Foto de electroforesis con gel
de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin
enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa
reversa. Prueba con diferentes temperaturas de anillacion.
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En la Figura 35 y Figura 36 claramente se puede visualizar que la eficiencia de
amplificacion de la muestra Hi140 y FI, mejor6 con este nuevo set confirmando que el
cambio de iniciador funcion6é (ver Figura33). Entonces se procedid con la

amplificacion de las muestras faltantes.

GEN PA-A SET NUEVO

Hi346 Hi489

RT- RT+ RT- RT+ RT-

FI Hi114
RT+ RT-

Figura 36. Amplificacion gen PA segmento A set nuevo de varias muestras positivas
para influenza A subtipo H1. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin enzima transcriptasa

reversa; RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa reversa.

Sap-PB1-1

Polimerasa basica1 Parte A (PB1-A) PB1-1262R 1270pb
: - Sap-PB1-R
Polimerasa basica1 Parte B (PB1-B) PB1-1124F 1233pb
*Polimerasa basica1 Parte A (PB1-A) | Sap-PB1-1 1450pb
NUEVO SET *rFLUA-PB1-A
*Polimerasa basica1 Parte B (PB1-B) | Sap-PB1-R 1219pb
NUEVO SET * PB1-IF
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Figura 37. Amplificacion gen PB1 segmento A y segmento B muestra FI 2009. Foto
de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control
negativo individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con
enzima transcriptasa reversa. Prueba de diferentes temperaturas de anillacién para
ambos sets.

Similares problemas se obtuvieron para obtener los segmentos del gen PB1-A y PB1-B,
en la Figura 37 se visualiza apenas una banda tenue en el segmento PB1-A con la
temperatura de 50°C de anillacion y ninguna para el segmento B en la prueba con
diferentes temperaturas. Se continia tratando de amplificar el segmento A de las
muestras de los otros afios, aumentando la concentracion de cDNA en la reaccidon
Figura 38. Sin embargo no se obtuvieron los fragmentos y se decide disefiar
iniciadores nuevos para ambos segmentos del gen.

GEN PB1-A
Hi485
RT- RT+ RT- RT+ RT-

Figura 38. Amplificacion gen PB1 segmento A varias muestras. Foto de electroforesis
con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control negativo
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individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ ¢cDNA de cada muestra con enzima
transcriptasa reversa.

Estos nuevos iniciadores generan productos de PCR de 1450pb para PB1-A y 1219pb

para PBI-B, ambos sets mejoran y se puede recuperar los genes de las muestras
faltantes Figura 39.

GEN PB1-A SET NUEVO

Hi114 Hi118 Hi346
RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

GEN PB1-B SET NUEVO

Hi489 Hi114 Hi140 Hi346

Figura 39. Amplificacion gen PB1 segmento A y B nuevos sets varias muestras. Foto
de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control
negativo individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con
enzima transcriptasa reversa.
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Polimerasa basica2 Parte A Sap-PB2-1
(PB2-A) PB2-1250R 1260pb
Polimerasa basica2 Parte B Sap-PB2-R
(PB2-B) PB2-1105F 1250pb
* Polimerasa basica2 Parte A | Sap-PB2-1 14100b
(PB2-A) NUEVO SET *"FLUA-PB2-A P

PB2'Muestra Fl

PB2 COMPLETO PB2-B
50°C 55°C 50°C 55°C 50°C
pb M RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ M pb

— L4

Figura 40. Amplificacion gen PB2. Foto de electroforesis con gel de agarosa al 1%. M
marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin enzima transcriptasa
reversa, RT+ ¢cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa reversa. Prueba de
diferentes temperaturas de anillacion.

Solo en el segmento PB2-B se obtiene el amplicon esperado de 1250pb a la
temperatura de anillacion de 50°C, con la muestra FI afno 2009 usado como control
positivo para el virus de influenza A subtipo H1 Figura 40. Por tanto se decide al igual
que en las otras dos polimerasas (i.e., PA, PB1) disefiar un iniciador interno nuevo para
el segmento PB2-A, manteniendo el iniciador forward y las caracteristicas de
sobrelapar el segmento PB2-B. Este nuevo set genera un amplicon de 1410pb, mejora
la generacion del fragmento PB2-A comparado con el set previo por tanto se mantiene
la amplificacion de los genes de las muestras restantes empleando este nuevo set
Figura 41.

Ambos iniciadores del set PB2-B se mantienen sin cambios y se usan para la
amplificacion del segmento B de todas las muestras Figura 42.
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50°C

SET PREVIO  SET NUEVO
Pb M RT- RT+ RT-

Hi485 Hi015

pp M RT- RT+ RT- RT+ RT-

55°C
SET PREVIO SET NUEVO
RT. - RT RT.: RL*

Hi346 Hi465 Hi458

RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 41. Amplificacion gen PB2 segmento A con set de iniciadores nuevo. Foto de
electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control
negativo individual sin enzima transcriptasa reversa; RT+ cDNA de cada muestra con
enzima transcriptasa reversa. Foto superior prueba de comparacion de diferentes
temperaturas de anillacion set nuevo y previo. Foto inferior amplificacion de genes

PB2-A de muestras faltantes.
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GEN PB2-B
Hi114 Hi346 Hi140

RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

Figura 42. Amplificacion gen PB2 segmento B. Foto de electroforesis con gel de
agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; RT- control negativo individual sin
enzima transcriptasa reversa, RT+ cDNA de cada muestra con enzima transcriptasa
reversa.

Todos los productos de PCR que tuvieron el tamafio aproximado al gen de interés se
cortaron y purificaron con el kit comercial High Pure PCR Product (Roche), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se conservaron a -20°C hasta llevar a cabo el proceso
de transformacion con las bacterias competentes.

En la Tabla 7 se presenta un resumen de los genes virales amplificados de las 15
muestras propuestas en la Tabla 6, correspondientes al periodo 2009-2016.

En total se logré obtener 117 de los 120 genes virales como productos de PCR. De los
cuales 110 son genes completos mientras que 7 se amplificaron de manera parcial
correspondientes a las muestras Hi489 (i.e., Hi489 HA-B, Hi489 PA-B, Hi489 PB1-A),
Hil14 PA-A, Hil40 PA-B, Hi435 PA-B y 5249 PBI1-B. Los genes que no lograron
amplificarse son gen NP y PB2 de la muestra Hi489 y el gen NP de la muestra Hi458.
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Tabla 7 . Resumen de genes virales en fragmentos de PCR

ARG DE CODIGO GENES VIRALES EN FRAGMENTOS DE PCR
CAPTACION | \yuecrea [ na [ ns | m | ne HA PA PB1 PB2
HA-A | HA-B | PA-A | PA-B | PB1-A [ PB1-B | PB2-A [ PB2-B
Fi Ss s |silsl s | s 15 | s [ s S S S
2009 EC si {silsls s [ s | s | s | s sl sl sl
5249 | s s lsls | s | s | s | s | o | no | s S
2010 Hi485 Si SI §SIy Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Hots 1 silslsls | s | s | s | s 1 s S S S
201 Hoso | s silsls | st | s | st | st | s sl sl sl
2012 H489 | Sl | sl s/ fNOo] No | st [ No | st | N0 | s | No | NO
ti1a 1 silslsls | s | s | s | N0 s S S Si
2013 Hi118 Si SI Sl Si Si Sl Sl Si Si Sl Sl Sl
140 | silsilsls| s | st [no | st | s sl sl sl
2014 Hiza6 | s IS lsls | st | st | st | st | s S S S
2015 Hi320 Si SI Sy Si Si Si Si Si Si Si Si Si
H43s 1 s lslsils | s | s JNo | s | s S S S
2016 Haes | s silsilsi| st | s | st | st | s Sl sl S|
Hass | st silsfno] st | st | st | st | s sl sl sl

GEN VIRAL NO AMPLIFICADO
GEN VIRAL AMPLIFICACION PARCIAL
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Clonacién de genes en plasmidos

Los genes virales purificados se colocaron en plasmidos de transporte comerciales
denominados pGEM-T siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega, Revised
12/18).

Posteriormente por el método de transformacion los plasmidos con el gen de interés se
insertaron en bacterias quimicamente competentes de la especie E. Coli (E. coli
Subcloning Efficiency DH5 Competent Cells, Thermo Fisher Scientific) sembradas
en cajas petri con medio SOB (100ug/ml de ampicilina+50mg/ml de IPTG+80ug/ml
de X-Gal) e incubadas a 37°C por 24h.

Para identificar el inserto de interés en las colonias blancas de las bacterias, se realizo
un Screening por PCR usando iniciadores universales Sp6 y T7 6 M13. En lo posible
se realizd un screening de al menos 3 colonias por gen viral y los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1%, por electroforesis Figura 43.

o 1 Ny v— -
___Hi015-PA-B___ __Hi140-PB2-B___  5249-PA-B

M C C+ i1 12 13 114 J1 J-2 )3 )4 K-l K2 M

- e G G G e i e
5249-PA-B Hi450-PA-A__ 5249 M _Hi114-NP1
M K3 K4 L1 L2 L3 L4 M1 M-2 M-3M-4 N-1 N-2 M

-

Figura 43. Screening de bacterias blancas con iniciadores universales. Foto de
electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; C- control
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negativo de mix de reactivos PCR; C+ control positivo plasmido confirmado por
secuenciacion de Sanger.

Debido a que la secuencia de los iniciadores universales se encuentran en las regiones
del plasmido donde flanquea el inserto, para identificar el gen de interés hay que
aumentar al tamafio del amplicon alrededor de 235pb cuando se emplea los
iniciadores M13Fw/M13Rev y 177pb cuando se usa los iniciadores SP6/T7.

Sélo las colonias que presentaron una tnica banda similar al tamafio del gen de interés
en el gel de agarosa y preferible con alta intensidad, se sembraron en tubos de 3ml con
medio de cultivo liquido SOB con 100ug/ml de ampicilina. En la Figura 43, en la
muestra 5249 afo 2010 las colonias M-2 y M-4 fueron descartadas debido a que
presentaron doble banda para esta muestra se escogieron las colonia M-1 y M-3.

S Wl el he HE-;—J -
EC-M .___Hi489-NS _Hi140-PA-B

C- C+ A1 A2 A3 A4 B-1 B-2 B3 B4 Cl C2 M

g
Qo—
s
Nt
———
-
—
——
—
—
-

.."’ .

- ,-‘:.‘?‘-» ~
= = == e e W e o= —

_Hi140-PA-B Hi489-M___ __ Hi489_PA-B _Hi436-M
M C3 C4 D-1D2 D3 D4 E1 E2 E3 E4 F1 F2 M

TR !

Figura 44. Screening de bacterias blancas con iniciadores universales. Foto de
electroforesis con gel de agarosa al 1%. M marcador de peso molecular; C- control
negativo de mix de reactivos PCR; C+ control positivo plasmido confirmado por
secuenciacion de Sanger.
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En algunos muestras ninguna de las colonias blancas presentes en las placas tuvieron
inserto Figura 44. Esto puede deberse a que el antibidtico (i.e., ampicilina) en las
cajas Petri se encuentra inactivado, permitiendo que las células sensibles a la
ampicilina crezcan (Promega, Revised 12/18). En estos casos fue necesario preparar
nuevas cajas Petri con medio SOB/ampicilina, repetir el proceso de ligacion y
transformacion.

El ADN plasmidico obtenido de las bacterias fue purificado y conservado a -20°C
hasta su analisis. So6lo los plasmidos con una concentraciéon minima de 50ng/ul y con
una ratio absorbancia 260/280 de 1.8-2.0 fue confirmado nuevamente por PCR y
enviada a secuenciar por el método de Sanger a la compafiia GENEWIZ ubicada en
Estados Unidos.

Un total de 349 plasmidos se enviaron a secuenciar, de los cuales 209 fueron viables
confirmados por secuenciacion por el método de Sanger, se conservan a -20°C y
forman parte del banco de genes de las 15 cepas de virus influenza A/HIN1pdm09
periodo 2009-2016 provenientes de ARN extraido de liquido alantoico.

3.4 Analisis filogenético

Objetivo Especifico 3

Secuenciacidén genética

La calidad y edicion de las secuencias de nucleotidos obtenidas de la secuenciacion se
analizaron primeramente con el software Geneious version 8 (Kearse et al., 2012).

Para obtener la secuencia real del gen se realiz6 un alineamiento inicial con la
secuencia de los iniciadores empleados para amplificar cada uno de los genes, con el
proposito de eliminar la seccion de nucledtidos condicionada por estos iniciadores.
Este analisis fue esencial en los genes virales de mayor tamano amplificados en dos
segmentos (i.e., HA, PA, PB1, PB2) y de esta manera reconstruir la secuencia del gen
completo.

Una vez obtenidas las secuencias completas de los genes virales de las 15 cepas, se
realiz6 una comparacion con secuencias similares obtenidas de la base de datos
mundiales como NCBI (i.e., National Center for Biotechnology Information, en
inglés).

Se obtuvo un total de 143 secuencias de nucledtidos correspondientes a los genes
virales de las 15 muestras positivas para el virus, aisladas en liquido alantoico de
huevos embrionados de pollo. A manera de ilustracion se muestra en la Tabla 8, los
codigos con los que se denominaron a cada una de las secuencias genéticas de las
diferentes muestras para los analisis filogenéticos posteriores del gen HA. Los demas
genes virales se detallan en el ANEXO 7.
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Tabla 8. Cdodigos de secuencias genéticas gen HA, obtenidas de las 15 cepas de virus
de influenza A/HINI pdm09 consideradas para el estudio.

i 2009-07-13 FI 01Biomed_A/Ecuador/FIf2009HA_Ecuador_2009-07-13 COMPLETA
2009-07 EC 02Biomed_A/Ecuador/EC/2009HA_Ecuador_2008-07 COMPLETA
5249 03C1Biomed_A/Ecuador/5249.C1/2010HA_Ecuador_2010-02-23 COMPLETA
2010-02-23
5249 03C2Biomed_A/Ecuador/5249.C2/2010HA_Ecuador_2010-02-23 COMPLETA
2010
Hi485 04C1Biomed_A/Ecuador/Hi485.C1/2010HA_Ecuador_2010 COMPLETA
2010
Hi485 04C2Biomed_A/Ecuador/Hi485.C2/2010HA_Ecuador_2010 COMPLETA
2011-01-21 Hi015 05Biomed_A/Ecuador/Hi015/2011HA_Ecuador_2011-01-21 COMPLETA
2011 2011-02-02 Hi030 06C1Biomed_A/Ecuador/Hi030.C1/2011HA_Ecuador_2011-02-02 COMPLETA
2011-02-02 Hi030 06C4Biomed_A/Ecuador/Hi030.C4/2011HA_Ecuador_2011-02-02 COMPLETA
Hi489 07C1Biomed_A/Ecuador/Hi489.C1/2012HA_Ecuador_2012 PARCIAL 900pb
2012 2012
Hi488 07C4Biomed_A/Ecuador/Hi489.C4/2012HA_Ecuador_2012 PARCIAL 900pb
Hi114 08Biomed_A/Ecuador/Hi114/2013HA_Ecuador_2013-08-10 COMPLETA
2013-08-10
2013 2013-08-15 Hi118 09Biomed_A/Ecuador/Hi118/2013HA_Ecuador_2013-08-15 COMPLETA
2013-08-30 Hi140 10Biomed_A/Ecuador/Hi140/2013HA_Ecuador_2013-08-30 COMPLETA
11C2Biomed_A/Ecuador/Hi346.C2/2014HA_Ecuador_2014 COMPLETA
2014 2014 Hi346
11C3Biomed_A/Ecuador/Hi34.C3/2014NA_Ecuador_2014 COMPLETA
Hi320 12C3Biomed_A/Ecuador/Hi320.C3.3/2015HA_Ecuador_2015-05-04 |COMPLETA
2015 2015-05-04
Hi320 12C4Biomed_A/Ecuador/Hi320.C4.1/2015HA_Ecuador_2015-05-04 |COMPLETA
2016-03-23 Hi435 13Biomed_A/Ecuador/Hi435/2016HA_Ecuador_2016-03-23 COMPLETA
2016 2016-05-06 Hi458 14Biomed_A/Ecuador/Hi458/2016HA_Ecuador_2016-05-06 COMPLETA
2016-05-10 Hi465 15Biomed_A/Ecuador/Hi465/2016HA_Ecuador_2016-05-10 COMPLETA

Algunas muestras presentaron dos colonias para un mismo gen debido a que
presentaron variaciéon de nucledtidos en sus secuencias genéticas originando cambios
de aminoacidos en su mayoria reportados, por tanto se consideraron como diferentes
cepas a pesar de pertenecer a la misma muestra.

Esto puede deberse a que dos cepas virales pudieron haber infectado una misma célula
6 a un cambio surgido durante la replicacion viral que se conoce como ‘“‘template
switching” (en inglés) o recombinacion homologa, hace poco propuesto como un tercer
mecanismo para el cambio genético (De, Sarkar, & Nandy, 2016) en virus de influenza.
Ademas hay que tener en cuenta que el aislamiento viral realizado en este estudio parti6
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de una muestra de hisopado nasal de un individuo, donde pueden existir dos o mas
cepas virales y no de una cepa de virus purificado.

Por esta razén en la Tabla 8 la muestra 5249, Hi485, Hi030, Hi489, Hi346, Hi320
poseen dos colonias para el mismo gen viral.

Anélisis filogenético

Como primer paso, para confirmar que la edicion de las secuencias genéticas de los
genes virales de las cepas aisladas corresponden a la fecha de coleccion de las muestras
de hisopado nasal; se realizo6 un arbol filogenético con los 15 aislados virales,
incluyendo la secuencia genética de la cepa A/California/07/2009. Empleada como
vacuna para el virus de influenza A/HIN1 pdm09 durante el periodo 2009-2016 (CDC,
WHO, n.d.; IRD, 2019).

En los arboles generados para 8 de los genes virales (i.e., HA, PB2, PA, PB1, M, NP y
NS) se observa dos clados diferenciados del virus; uno correspondiente al periodo
2009-2011, donde se ubica la cepa A/California/07/2009 empleada como vacuna y el
otro al periodo 2012-2016 Figura 45-48. Estudios de la filo dindmica del virus
pandémico han confirmado que distintos linajes surgieron durante los primeros meses y
afos de infeccion, ocasionando que el virus se diseminara en el mundo alcanzando una
maximo nivel de infeccion a fines del 2009 (Houng et al., 2012). Ademas, la
organizacion mundial de la salud comenz6 a promover campanas de vacunacion
periodicas y exhaustivas a inicios del 2010 disminuyendo su propagacion. Esto
permitio que la poblacion humana adquiriera inmunidad a este virus durante un periodo
de tiempo (Baillie et al., 2012) sin embargo, el virus continia evolucionando y estas
acciones promueven produzca cambios de aminoacidos en sus genes dando origen a
nuevas variantes (Su et al., 2015). A este evento se podria atribuir la presencia de estos
dos clados.

64



01Biomed A/Ecuador/FI.C1.C1/2009PB2 Ecuador 2009-07-13

GEN PB2

01Biomed A/Ecuador/F1.C2.C1/2009PB2 Ecuador 2009-07-13
02Biomed A/Ecuador/EC.C2.C5/2009PB2 Ecuador 2009-07 2009 -

83

02Biomed A/Ecuador/EC.C3.C3/2009PB2 Ecuador 2009-07 2011
® CY121687 A/California/07/2009PB2 USA 2009-09-04 ]

04Biomed A/Ecuador/Hi485.C2.3.C2R/2010PB2 Ecuador 2010

03Biomed A/Ecuador/5249.C1.C4/2010PB2 Ecuador 2010-02-23

100

0.002

93103Biomed A/Ecuador/5249.C4.C3/2010PB2 Ecuador 2010-02-23
05Biomed A/Ecuador/Hi015.C1.C7/2011PB2 Ecuador 2011-01-21

100 I_— 06Biomed A/Ecuador/Hi030.C3.C1.2/2011PB2 Ecuador 2011-02-02
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C2.C2/2014PB2 Ecuador 2014
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C3.C2/2014PB2 Ecuador 2014
08Biomed A/Ecuador/Hi114.C3.C1.2/2013PB2 Ecuador 2013-08-10
09Biomed A/Ecuador/Hi118.C2.3.C5.6/2013PB2 Ecuador 2013-08-15
89! 10Biomed A/Ecuador/Hi140.C2.3.C2.4/2013PB2 Ecuador 2013-08-30 2015 -
15Biomed A/Ecuador/Hi458 C3.C1/2016PB2 Ecuador 2016-05-06 016

12Biomed A/Ecuador/Hi320.C2.C2.2/2015PB2 Ecuador 2015-05-04
12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1.C2.2/2015PB2 Ecuador 2015-05-04

2014

14Biomed A/Ecuador/Hi465.C1.3.C2.3/2016PB2 Ecuador 2016-05-10
13Biomed A/Ecuador/Hi435.C1.3.C1.2/2016PB2 Ecuador 2016-03-23

100

GEN PB1

13Biomed A/Ecuador/Hi435.C4.C4.5/2016PB1 Ecuador 2016-03-23 201

84

14Biomed A/Ecuador/Hi465.C2.C1/2016PB1 Ecuador 2016-05-10 2 -

15Biomed A/Ecuador/Hi458.C1.2/2016PB1 Ecuador 2016-05-06 201

12Biomed A/Ecuador/Hi320.C12.15.16.C10/2015PB1 Ecuador 2015-05-04

o
0.005

472|7033i0med A/Ecuador/5249 CA4.B6/2010PB1 Ecuador 2010-02-23 201
04Biomed A/Ecuador/Hi485C4.5.C1.2/2010PB1 Ecuador 2010 1

|OQBiomed A/Ecuador/Hi118.C1.2.C1R.2/2013PB1 Ecuador 2013-08-15
701 40Biomed A/Ecuador/Hi140.C2.3.4.C5/2013PB1 Ecuador 2013-08-30

11Biomed A/Ecuador/Hi346.C1.2.C1.2/2014PB1 Ecuador 2014

08Biomed A/Ecuador/Hi114.C2.3.C1.2/2013PB1 Ecuador 2013-08-10

07Biomed A/Ecuador/Hi489.C13.14/2012PB1 Ecuador 2012 200

01Biomed A/Ecuador/FI.C7.C3/2009PB1 Ecuador 2009-07-13
02Biomed A/Ecuador/EC.C4.5.C.4/2009PB1 Ecuador 2009-07
05Biomed A/Ecuador/Hi015.C2.3.C1.3/2011PB1 Ecuador 2011-01-21
06Biomed A/Ecuador/Hi030.C1.C1.2/2011PB1 Ecuador 2011-02-02

® CY121686 A/California/07/2009PB1 USA 2009-09-04 7

Figura 45. Arboles filogenéticos elaborados con secuencias genéticas del gen PB2 y

PB1 de los aislados virales 2009-2016 obtenidos en el laboratorio. Método Maximum
Likelihood (ML), bootstrap de 1000 repeticiones, modelo HKY.
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IOZBiomed A/Ecuador/EC.C1.2.C3/2009PA Ecuador 2009-07

GEN PA | 02Biomed A/Ecuador/EC.C1.2.C2/2009PA Ecuador 2009-07

99

01Biomed A/Ecuador/FI.C2SMM.C1/2009PA Ecuador 2009-07-13
@ CY121685 A/California/07/2009PA USA 2009-09-04 ]
01Biomed A/Ecuador/FI.C1SDMM.C1/2009PA Ecuador 2009-07-13

06Biomed A/Ecuador/Hi030.C1.C1/2011PA Ecuador 2011-02-02

86

I_ 03Biomed A/Ecuador/5249.C1.3.C4/2010PA Ecuador 2010-02-23
95104Biomed A/Ecuador/Hi485.C1.2.C2.4/2010PA Ecuador 2010

89 07Biomed A/Ecuador/Hi489.C1.3/2012PA Ecuador 2012
ﬂmed A/Ecuador/Hi346.C2.3.C1.3/2014PA Ecuador 2014
09Biomed A/Ecuador/Hi118.C1.2.C2/2013PA Ecuador 2013-08-15 2012
09Biomed A/Ecuador/Hi118.C1.2.C1/2013PA Ecuador 2013-08-15

08Biomed A/Ecuador/Hi114.C1.3/2013PA Ecuador 2013-08-10
—— 10Biomed A/Ecuador/Hi140.C1.2.14.15/2013PA Ecuador 2013-08-30

98 _|—— 05Biomed A/Ecuador/Hi015.C2.C3/2011PA Ecuador 2011-01-21
75105Biomed A/Ecuador/Hi015.C3.C4/2011PA Ecuador 2011-01-21

71 | 12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1.2.C1/2015PA Ecuador 2015-05-04
14Biomed A/Ecuador/Hi465.C1.2.3.C5.6/2016PA Ecuador 2016-05-10

g5 | 15Biomed A/Ecuador/Hi458 C1.C3/2016PA Ecuador 2016-05-06

0.002

GEN HA

13Biomed A/Ecuador/Hi435.C3/2016PA Ecuador 2016-03-23

14Biomed A/Ecuador/Hi458/2016HA Ecuador 2016-05-06
—99|:Biomed A/Ecuador/Hi465/2016HA Ecuador 2016-05-10
= 12Biomed A/Ecuador/Hi320-C3-3A/2015HA Ecuador 2015-05-04

13Biomed A/Ecuador/Hi435/2016HA Ecuador 2016-03-23

90 — 10Biomed A/Ecuador/Hi140/2013HA Ecuador 2013-08-30
1 09Biomed A/Ecuador/Hi118/2013HA Ecuador 2013-08-15

08Biomed A/Ecuador/Hi114/2013HA Ecuador 2013-08-10
11Biomed A/Ecuador/Hi346-C2/2014HA Ecuador 2014

99

07Biomed A/Ecuador/Hi489-C1-A/2012HA Ecuador 2012

20
09

20
11

2016

201
2-
201

200
9-

_93: 03Biomed A/Ecuador/5249-C1/2010HA Ecuador 2010-02-23
04Biomed A/Ecuador/Hi485-C1/2010HA Ecuador 2010

99| 05Biomed A/Ecuador/Hi015/2011HA Ecuador 2011-01-21

100

0.002

1 06Biomed A/Ecuador/Hi030-C1/2011HA Ecuador 2011-02-02

01Biomed A/Ecuador/FI/2009HA Ecuador 2009-07-13
02Biomed A/Ecuador/EC/2009HA Ecuador 2009-07
L @ CY121680 A/California/07/2009HA USA 2009-09-04 ]

82

201
~1

Figura 46. Arboles filogenéticos elaborados con secuencias genéticas del gen PA y
HA de los aislados virales 2009-2016 obtenidos en el laboratorio. Método Maximum
Likelihood (ML), bootstrap de 1000 repeticiones, modelo HKY.
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95| 14Biomed A/Ecuador/Hi465.C2.3/2016NP Ecuador 2016-05-10
1 12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1R.2R/2015NP Ecuador 2015-05-04
13Biomed A/Ecuador/Hi435.C3.6/2016NP Ecuador 2016-03-23
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C5/2014NP Ecuador 2014
08Biomed A/Ecuador/Hi114.C1.1/2013NP Ecuador 2013-08-10
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C6/2014NP Ecuador 2014

GEN NP

08Biomed A/Ecuador/Hi114.C1.4/2013NP Ecuador 2013-08-10
09Biomed A/Ecuador/Hi118.C1B/2013NP Ecuador 2013-08-15
10Biomed A/Ecuador/Hi140.C1/2013NP Ecuador 2013-08-30

_'7 03Biomed A/Ecuador/5249.C1/2010NP Ecuador 2010-02-23 ]
04Biomed A/Ecuador/Hi485.C4/2010NP Ecuador 2010 20(?191 B

[}

76 | 05Biomed A/Ecuador/Hi015.C1/2011NP Ecuador 2011-01-21

06Biomed A/Ecuador/Hi030.C4.9/2011NP Ecuador 2011-02-02
® CY121683 A/California/07/2009NP USA 2009-09-04 ]
 E— 01Biomed A/Ecuador/FI.CA/2009NP Ecuador 2009-07-13
731 02Biomed A/Ecuador/EC.C1/2009NP Ecuador 2009-07

99

88

0.002

GENNA 13Biomed A/Ecuador/Hi435.C9/2016NA Ecuador 2016-03-23

14Biomed A/Ecuador/Hi465.C1/2016NA Ecuador 2016-05-10
12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1/2015NA Ecuador 2015-05-04
15Biomed A/Ecuador/Hi458-C1/2016NA Ecuador 2016-05-06

99

10Biomed A/Ecuador/Hi140/2013NA Ecuador 2013-08-30

09Biomed A/Ecuador/Hi118/2013NA Ecuador 2013-08-15
08Biomed A/Ecuador/Hi114.C2/2013NA Ecuador 2013-08-10
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C5/2014NA Ecuador 2014

66 | 11Biomed A/Ecuador/Hi346.C1/2014NA Ecuador 2014
07Biomed A/Ecuador/Hi489.C2/2012NA Ecuador 2012

89 l 01Biomed A/Ecuador/FI/2009NA Ecuador 2009-07-13
02Biomed A/Ecuador/EC.C3/2009NA Ecuador 2009-07

@ CY121682 A/California/07/2009NA USA 2009-09-04 ]

97 ] — 05Biomed A/Ecuador/Hi015/2011NA Ecuador 2011-01-21
I 06Biomed A/Ecuador/Hi030.C2/2011NA Ecuador 2011-02-02
83 04Biomed A/Ecuador/Hi485.C2/2010NA Ecuador 2010

47 03Biomed A/Ecuador/5249.C3/2010NA Ecuador 2010-02-23
85|03Biomed A/Ecuador/5249.C4/2010NA Ecuador 2010-02-23

0.002

* *

20
13

20
16

201
P -

200
9-
201

Figura 47. Arboles filogenéticos elaborados con secuencias genéticas del gen NP y
NA de los aislados virales 2009-2016 obtenidos en el laboratorio. Método Maximum

Likelihood (ML), bootstrap de 1000 repeticiones, modelo HKY.
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GENM

68| 12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1/2015M Ecuador 2015-05-04
14Biomed A/Ecuador/Hi465.C2/2016M Ecuador 2016-05-10
10Biomed A/Ecuador/Hi140.C1a/2013M Ecuador 2013-08-30
09Biomed A/Ecuador/Hi118.C3R/2013M Ecuador 2013-08-15

10Biomed A/Ecuador/Hi140.C1/2013M Ecuador 2013-08-30

11Biomed A/Ecuador/Hi346.C6/2014M Ecuador 2014
08Biomed A/Ecuador/Hi114.C3/2013M Ecuador 2013-08-10

07Biomed A/Ecuador/Hi489.C5/2012M Ecuador 2012
66 I_ 03Biomed A/Ecuador/5249.C3/2010M Ecuador 2010-02-23
03Biomed A/Ecuador/5249.C1/2010M Ecuador 2010-02-23
04Biomed A/Ecuador/Hi485.C4.5/2010M Ecuador 2010

98

A
0.001

GEN NS

IOSBiomed A/Ecuador/Hi015.CPfxC/2011M Ecuador 2011-01-21 4
671 06Biomed A/Ecuador/Hi030.C3/2011M Ecuador 2011-02-02

96|01Biomed A/Ecuador/FI.C3/2009M Ecuador 2009-07-13
02Biomed A/Ecuador/EC.C3.5/2009M Ecuador 2009-07

13Biomed A/Ecuador/Hi435.C1.4.12/2016M Ecuador 2016-03-23
98 —— 14Biomed A/Ecuador/Hi465.C1/2016M Ecuador 2016-05-10
15Biomed A/Ecuador/Hi458.C3/2016M Ecuador 2016-05-06 201

861 @ cy121681 A/California/07/2009M USA 2009-09-04 ]

15Biomed A/Ecuador/Hi458/2016NS Ecuador 2016-05-06

100 14Biomed A/Ecuador/Hi465.C1.C3/2016NS Ecuador 2016-05-10

13Biomed A/Ecuador/Hi435.C1.C3/2016NS Ecuador 2016-03-23

12Biomed A/Ecuador/Hi320.C2/2015NS Ecuador 2015-05-04
_|— 12Biomed A/Ecuador/Hi320.C1/2015NS Ecuador 2015-05-04
08Biomed A/Ecuador/Hi114/2013NS Ecuador 2013-08-10
11Biomed A/Ecuador/Hi346.C4.C6/2014NS Ecuador 2014
07Biomed A/Ecuador/Hi489.C5.C7/2012NS Ecuador 2012
= 09Biomed A/Ecuador/Hi118.2A.3B/2013NS Ecuador 2013-08-15

73110Biomed A/Ecuador/Hi140.C1.C2/2013NS Ecuador 2013-08-30

03Biomed A/Ecuador/5249.C1.C2/2010NS Ecuador 2010-02-23
0| 04Biomed A/Ecuador/Hi485.C1/2010NS Ecuador 2010

0.002

7
s _| 04Biomed A/Ecuador/Hi485.C3/2010NS Ecuador 2010
02Biomed A/Ecuador/EC.B1.C1/2009NS Ecuador 2009-07
01Biomed A/Ecuador/FI.C1/2009NS Ecuador 2009-07-13
@ CY121684 A/California/07/2009NS USA 2009-09-04 ]

100 | 05Biomed A/Ecuador/Hi015.D01/2011NS Ecuador 2011-01-21 i
06Biomed A/Ecuador/Hi030.1/2011NS Ecuador 2011-02-02

1201
2-
201

P00
9-
201

Figura 48. Arboles filogenéticos elaborados con secuencias genéticas del gen M y NS
de los aislados virales 2009-2016 obtenidos en el laboratorio. Método Maximum
Likelihood (ML), bootstrap de 1000 repeticiones, modelo HKY.
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Después de confirmar que las cepas aisladas de Ecuador corresponden a diferentes afios
de coleccion, para determinar si los genes virales presentaron variaciones en sus
aminoacidos desde el afio 2009 se realizd la comparacion de la secuencia genética de
los 8 segmentos de la cepa vacunal A/California/07/2009 con el genoma de estos
aislados. Tabla 9 — Tabla 19

Como se detalla en la Tabla 9 para el gen de HA se identificaron 39 cambios de
aminoacidos. De los cuales, se encuentran reportados P100S, D114N, 1233T, S220T,
D239G/N (D222G/N), K300E, 1338V, E516K para cepas del 2011-2013 provenientes
de Cuba, Peru, Brasil e India (Arencibia et al., 2015; Leguia et al., 2015; M. Nelson,
Spiro, Wentworth, Fan, et al., 2009; Sant’Anna et al., 2014). Entre ellas una de las mas
relevantes por estar asociado a casos de muerte por infeccion pulmonar son la
D239G/N (D222G/N), reportada en cepas del 2011 de México y Ecuador (Houng et al.,
2012).

Ademas, uno de los cambios en los aminoacidos del gen Pbl el G154D reportado en
cepas de la India en el afio 2014-2015 (Tabla 10), fueron encontradas en las muestra
Hi015 y Hi030 colectadas en el ano 2013 (Dakhave, Khirwale, Patil, Kadam, & Potdar,
2013; Leguia et al., 2015; Mukherjee et al., 2016).

Otros cambios asociados a la estabilidad y resistencia del virus a compuestos antivirales
el V100I and 1330V, se encontraron en el gen PA (Dakhave et al., 2013) Tabla 11.
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Tabla 9. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen PB2 de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia
genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009

POSICION DE AMINOACIDOS GEN PB2

42

46

54

60

66

91

98

107

120

141

152

194

195

285

293

299

304

344

354

391

405

411

453

461

526

563

588

590

612

731

VACUNA
2009-2016

CY121687_A/California/07/2009PB2_USA_2009-09-04

2009

01Biomed_A/Ecuador/FI.C1.C1/2009PB2_Ecuador_2009-07-13

01Biomed_A/Ecuador/FI.C2.C1/2009PB2_Ecuador_2009-07-13

02Biomed_A/Ecuador/EC.C2.C5/2009PB2_Ecuador_2009-07

02Biomed_A/Ecuador/EC.C3.C3/2009PB2_Ecuador_2009-07

Al |A|A

2010

03Biomed_A/Ecuador/5249.C4.C3/2010PB2_Ecuador_2010-02-23

03Biomed_A/Ecuador/5249.C1.C4/2010PB2_Ecuador_2010-02-23

04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C2.3.C2R/2010PB2_Ecuador_2010

2011

05Biomed_A/Ecuador/Hi015.C1.C7/2011PB2_Ecuador_2011-01-21

06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C3.C1.2/2011PB2_Ecuador_2011-02-02

2013

08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C3.C1.2/2013PB2_Ecuador_2013-08-10

09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C2.3.C5.6/2013PB2_Ecuador_2013-08-15

10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C2.3.C2.4/2013PB2_Ecuador_2013-08-30

AR |R

2014

11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C2.C2/2014PB2_Ecuador_2014

11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C3.C2/2014PB2_Ecuador_2014

2015

12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1.C2.2/2015PB2_Ecuador_2015-05-04

12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C2.C2.2/2015PB2_Ecuador_2015-05-04

2016

13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C1.3.C1.2/2016PB2_Ecuador_2016-03-23

14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1.3.C2.3/2016PB2_Ecuador_2016-05-10

15Biomed_A/Ecuador/Hi458 C3.C1/2016PB2_Ecuador_2016-05-06

R[R[R|R|R|R

Z|z|Zz |2

Z|Z2|Z2 |2 |Z2(Z2|Z|Z2(Z |2

R[R[R|R|R|R|R|X[X|X

riririr|ir|ir|ir|jir|ir|ir

EICEE L]
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Tabla 10. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen PB1 de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia
genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009

POSICION DE AMINOACIDOS GEN PB1 113| 123| 154| 177 189| 336| 386| 397 435| 467| 487| 587| 652| 668 736

n,mwm.wup CY121686_A/California/07/2009PB1_USA_2009-09-04 v T G E R I K I I Y T v A P K

— 01Biomed_A/Ecuador/FI1.C7.C3/2009PB1_Ecuador_2009-07-13 - - - - - - - - - - - - - - -

02Biomed_A/Ecuador/EC.C4.5.C.4/2009PB1_Ecuador_2009-07 - - - - - - - - - C A - - S -

— 03Biomed_A/Ecuador/5249 CA4.B6/2010PB1_Ecuador_2010-02-23 - A - - - % R - - - - - - - .

04Biomed_A/Ecuador/Hi485C4.5.C1.2/2010PB1_Ecuador_2010 - - - - = Vv R . = = - - - - G

05Biomed_A/Ecuador/Hi015.C2.3.C1.3/2011PB1_Ecuador_2011-01-21 - - D K - - - - - - B G v . ;

S 06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C1.C1.2/2011PB1_Ecuador_2011-02-02 " . D - - ” . . . " - G Vv " -

2012 07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C13.14/2012PB1_Ecuador_2012 - = - = - " s M T - R - i, . R

08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C2.3.C1.2/2013PB1_Ecuador_2013-08-10 I - D - - . . M| T . . - - - .

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C1.2.C1R.2/2013PB1_Ecuador_2013-08-15 | - D - - - - M T - - - = - =

10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C2.3.4.C5/2013PB1_Ecuador_2013-08-30 I - D - - = - M| T . . . . = .

2014 11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C1.2.C1.2/2014PB1_Ecuador_2014 I - D - - - = M T . % < s = "

2015 12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C12.15.16.C10/2015PB1_Ecuador_2015-05-04 - - D - e = = M T = s . 5 . =

13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C4.C4.5/2016PB1_Ecuador_2016-03-23 - - D - G - - M| T - - - s - <

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C2.C1/2016PB1_Ecuador_2016-05-10 = = D - . = . M| T s " . = . .
15Biomed_A/Ecuador/Hi458.C1.2/2016PB1_Ecuador_2016-05-06 @ s D = ® = w M 0T 2
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Tabla 11. Tabla de cambios de aminodcidos detectados en el gen PA de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia
genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009

POSICION DE AMINOACIDOS GEN PA 14| 23| 98| 100| 126| 141| 162| 183| 224| 228| 241| 266 321| 330| 333| 355 361| 362| 397| 443| 451| 464| 581| 591 602| 688| 716

oo A% |CY121685_A/Califomial07/2009PA_USA_2009-09-04 VIE|T|V|E|E|[T|A|PIN|[C|K|N[I|N|PIK|IR|E|IR[S|Y|M[Q|V]|E|K
01Biomed_A/Ecuador/FI.C1SDMM.C1/2009PA_Ecuador_2009-07-13 -1 G| - - - - - - S - - - - - - - - - - - = - L N = - -

2009 01Biomed_A/Ecuador/FI.C2SMM.C1/2009PA_Ecuador_2009-07-13 - - - - - - - - S - - - - - - = 3 = = = = s 12 = = a s
02Biomed_A/Ecuador/EC.C1.2.C2/2009PA_Ecuador_2009-07 - - - - - - - - S - - - - = = = = = = = = z L R A a =
02Biomed_A/Ecuador/EC.C1.2.C3/2009PA_Ecuador_2009-07 - - - - - - - - S - - - - 5 & o E ] 5 & 2 5 L = 3 2 u

2010 03Biomed_A/Ecuador/5249.C1.3.C4/2010PA_Ecuador_2010-02-23 ] -]- N = N = = S - = Q - = - = = 5 =z = = H = - - - Q
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C1.2.C2.4/2010PA_Ecuador_2010 1|-]A - - - - - S - - Q - - - =z E c - = = = = = = = Q
05Biomed_A/Ecuador/Hi015.C2.C3/2011PA_Ecuador_2011-01-21 - I 3 = = = \Y S = 2 o & = = = z & = S = = 2 = = = &

2011 05Biomed_A/Ecuador/Hi015.C3.C4/2011PA_Ecuador_2011-01-21 1| -1 - - - - - - S - - - - - - - - - - - - - - - - - -
06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C1.C1/2011PA_Ecuador_2011-02-02 a | = | = e - . - = S S - = N - - - = e - = - = - = 5 - -

2012 |07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C1.3/2012PA_Ecuador_2012 =] ] - - - - = = z = -l k|lv]s]|-|rR|K|ac]| - a - - , . . .
08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C1.3/2013PA_Ecuador_2013-08-10 - | - - | D - - - S - - - K \% - - R K - - - - - - - - -

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C1.2.C1/2013PA_Ecuador_2013-08-15 -1 -1 - | - - - - S - Y - K \4 - - R K - - - - - - - G -
09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C1.2.C2/2013PA_Ecuador_2013-08-15 -] -1 - | - - - - S - Y: - K Vv - - R K - - - - - - - - -
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1.2.14.15/2013PA_Ecuador_2013-08-30 - - - - - - - - - - - - K \Y - =z R K - = = = = = = = =

2014 |11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C2.3.C1.3/2014PA_Ecuador_2014 -l-]1-]l vl -f-1-]s]-]-[-|lk]v]s|]-[RrR|K]-]-[-]-1-1-1-1[-1-
2015  |12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1.2.C1/2015PA_Ecuador_2015-05-04 -l-f-t -1 -1 -t-1st-l-1 -kl vy] -l -kl -r-1-t-fvy-l-1-]-
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C3/2016PA_Ecuador_2016-03-23 - - - - - - - - - - - - K \ = - = K - = P = - - - - -

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1.2.3.C5.6/2016PA_Ecuador_2016-05-10 | - | - [ - | - = = E S = = = K \ = L . K = - = . V2 = = 5 s
15Biomed_A/Ecuador/Hi458.C1.C3/2016PA_Ecuador_2016-05-06 - - - | - K A - S - - - K \% - o - K - - - - \ - - @ E
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Tabla 12. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen HA de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia

genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009

POSICION DE AMINOACIDOS GEN HA 13 (48| 80| 100 | 114 | 144 | 163 | 174 | 180 | 202 | 208 | 220 | 233 | 239 | 240 | 273 | 289 | 300 | 338 | 374 | 391 | 409 | 438 | 450 | 468 | 471 | 516 | 526 | 531 | 547 | 549

Mo%“up CY121680_A/California/07/2009HA_USA_2009-09-04 A|IN|G| P D D K S K S L S | D R A \' K | Q E A Yi R S K E R A L A
2008 01Biomed_A/Ecuador/FI/2009HA_Ecuador_2009-07-13 | < |E 3 o - 3 % = - | & S = Q i 5 a v 7S 2 g b & = & s & b & &
02Biomed_A/Ecuador/EC/2009HA_Ecuador_2009-07 -] =-]- - - - - - - - - - - - Q - - - Vv - - - - - - - N N - P -
03C1Biomed_A/Ecuador/5249-C1/2010HA_Ecuador_2010-02-23 el = | « . s - - - - - . T - . Q ® « - \ & K - & & - R - & & - =

e 04C1Biomed_A/Ecuador/Hi485-C1/2010HA_Ecuador_2010 - -] - - & E = - o 4 = T = = Q = - 2 v & K & [} 2 i = 2 = E i =
05Biomed_A/Ecuador/Hi015/2011HA_Ecuador_2011-01-21 -|D| - - - - N N - - - T - G Q - | - v - - - - - - - - - - - -

o 06C1Biomed_A/Ecuador/Hi030-C1/2011HA_Ecuador_2011-02-02 -1D] - - - - N N - - - T - N Q - | - \ - - - - - - = N S s = =
2012 07C1Biomed_A/Ecuador/Hi489-C1/2012HA_Ecuador_2012 sl s | 2 = i & & - & = = 2 5 % 4 T & v v ~ K s % & N = K = 3 & a
08Biomed_A/Ecuador/Hi114/2013HA_Ecuador_2013-08-10 ole]| =] 8 N - » - Q T - T - - Q T - Vv Vv - K s . - N - K - - - T

2013  |09Biomed_A/Ecuador/Hi118/2013HA_Ecuador_2013-08-15 wle | =] 8 N 8 ® - Q i - T - - Q T & E Vv - K . & & N - K " 2 ® -
10Biomed_A/Ecuador/Hi140/2013HA_Ecuador_2013-08-30 alalal glm] slel=laelrslzla|l=slelalrlcalelwlesl gl ] «|l=]lm|] el =] «|=]:=

2014 |11C2Biomed_A/Ecuador/Hi346-C2/2014HA_Ecuador_2014 - N = - - al| T - T - - al T N Vv Vv - K s - - N - K < E - -
2015 12C3Biomed_A/Ecuador/Hi320-C3-3/2015HA_Ecuador_2015-05-04 | T | - | - s N - = N Q T = T T G Q T i E v = K & = = N = K K > = =
13Biomed_A/Ecuador/Hi435/2016HA_Ecuador_2016-03-23 Tl = | = s N - - N Q T - T T - - T | E v - K - - K N - K s - - -

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi458/2016HA_Ecuador_2016-05-06 il = | = s N - - N Q T e T T - Q T = E v R K - & - N - K K e - -
15Biomed_A/Ecuador/Hi465/2016HA_Ecuador_2016-05-10 Tl -] - S N - - N Q T - T 35 G Q 1% - E \2 - K - - - N - K K - - -
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Tabla 14. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen NP de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia
genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009

POSICION DE AMINOACIDOS GEN NP 22| 50| 80 81| 100/ 101| 105| 112| 114| 117| 119| 205| 350 373| 412| 498

nﬂwmuuﬂm CY121683_A/California/07/2009NP_USA_2009-09-04 A|S|E|E]| V G M D E R \'% N K T E S
2009 01Biomed_A/Ecuador/FI.CA/2009NP_Ecuador_2009-07-13 -l -1 -1 - - - - - - - - - - | - -
02Biomed_A/Ecuador/EC.C1/2009NP_Ecuador_2009-07 -1 -1 - - - - - - - - A - - | - -

2010 03Biomed_A/Ecuador/5249.C1/2010NP_Ecuador_2010-02-23 -1 -1 -1 - | - - - D - - - R - - -
04Biomed_A/Ecuador/Hi485. C4.7.8/2010NP_Ecuador_2010 -1 - - - - - - - - - - - - - - -
05Biomed_A/Ecuador/Hi015.C1/2011NP_Ecuador_2011-01-21 -l -1 - - | % = 5 & = = = 2 = 2 5

2om 06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C4.9/2011NP_Ecuador_2011-02-02 - - - - | - - - - - - - - - - -
08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C1.1/2013NP_Ecuador_2013-08-10 T|-|G|G | - - G - - - S - - - N

2013 08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C1.4/2013NP_Ecuador_2013-08-10 T -1]-] - | - - - - - - - - - - N
09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C1B/2013NP_Ecuador_2013-08-15 T -1 -1- | - - - - - - - - - - N
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1/2013NP_Ecuador_2013-08-30 T -1-1- | N - - - - - - - - - N

2014 11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C5/2014NP_Ecuador_2014 T - -1 - | N - - - - - - - - - N
11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C6/2014NP_Ecuador_2014 TIG| - | - | N - - - G - - - - - N

2015 |12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1R.2R/2015NP_Ecuador_2015-05-04 | T | - | - | - | N | T - - - - - - - - N
2016 13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C3.6/2016NP_Ecuador_2016-03-23 T -1-]- | N T - - - - - - - - N
14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C2.3/2016NP_Ecuador_2016-05-10 T - -1 - | - T = = = = = = = - N
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Tabla 15. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen NA de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia

genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009.

POSICION DE AMINOACIDOS GEN NA 13| 14| 17 22| 29| 31| 34| 38| 40| 44 57| 74 97| 106 117| 127| 131 157| 200| 209

N“wmwup CY121682_A/California/07/2009NA_USA_2009-09-04 vic|ti)jLft|s|t|I]L|N E|F W[ V | L T T N N
01Biomed_A/Ecuador/FI/2009NA_Ecuador_2009-07-13 -1 -1-1-1-1-1-1-1-1- -1 - = - - S - - - -

e 02Biomed_A/Ecuador/EC.C3/2009NA_Ecuador_2009-07 -1 -1-1-1-1-1-1-1-1- = - = . w S " = - =
03Biomed_A/Ecuador/5249.C3/2010NA_Ecuador_2010-02-23 =1-1-1-1-1-1-1-1P] - - - - | - » - 2 . &

2010 03Biomed_A/Ecuador/5249.C4/2010NA_Ecuador_2010-02-23 -1-1-1-1-1-1-1-|P - -1 - - | - & = = = 5
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C2/2010NA_Ecuador_2010 alimlmslalslas)zs]ls] =] s il & & | & = 2 5 = a
05Biomed_A/Ecuador/Hi015/2011NA_Ecuador_2011-01-21 =l =-1-1-1-1-1-1-1-1- K| - - | - - - A - -

e 06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C2/2011NA_Ecuador_2011-02-02 -l -1-1-1-1-1-1-1-1- - - ] | s 3 . s % &
2012 07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C2/2012NA_Ecuador_2012 -l -1-1-1-1-1VvV]-|-1S O - - - - - - S .
08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C2/2013NA_Ecuador_2013-08-10 -1 -1-1-1-1-1Vv]-1-18 - - - - £ 3 = = S 5

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118/2013NA_Ecuador_2013-08-15 -1 -1-1-1-1-|1Vv]-!-1S - - - = - - - - S -
10Biomed_A/Ecuador/Hi140/2013NA_Ecuador_2013-08-30 -1 -1-1-1--|1Vv]-]-1S8 -] - - - - - - - S D
11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C1/2014NA_Ecuador_2014 -1 -1-1-1--|1Vv]|]-]-1]S8 -1 - - - - - - - S -

S 11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C5/2014NA_Ecuador_2014 -l -1-1-1-1-1Vv]|]-|-1|S8S -1 - = = = = = & S &
2015 12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1/2015NA_Ecuador_2015-05-04 Il -1-1-1-1-lVv|-|!]sS - - - - = - = B S s
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C9/2016NA_Ecuador_2016-03-23 | -l -1 -1-1-V]- I |S O - - - - A - S -

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1/2016NA_Ecuador_2016-05-10 It -1-1-1-1-1Vv]-11]S -] - - - - - - - S -
15Biomed_A/Ecuador/Hi458-C1/2016NA_Ecuador_2016-05-06 I -1-1-1-1-1Vv]-11]S -] - - - - - - - S -

75



Tabla 16. Tabla de cambios de aminodcidos detectados en el gen NS (NS1) de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016.
Secuencia genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009.

POSICION DE AMINOACIDOS GEN NS (NS1) 2|54|55(64|90)|95)| 104 | 117 | 123 | 125 | 127 | 131 | 136 | 151 | 156 | 178 | 180 | 205

nﬂwm.wup CY121684_A/California/07/2009NS_USA_2009-09-04 ol el i|cfuLfm|v] i |le|N]k|Vv]T]1]|Vv]Vv]N
2009 01Biomed_A/Ecuador/FI.C1/2009NS_Ecuador_2009-07-13 -l -1 -1-1-1- - - - - . - - - = = = -
02Biomed_A/Ecuador/EC.B1.C1/2009NS_Ecuador_2009-07 - I e e s - - - s - s & & = - .
03Biomed_A/Ecuador/5249.C1.C2/2010NS_Ecuador_2010-02-23 -1 -1 -1 -1-1- - - \% - - - - - - - - -

2010  |04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C1/2010NS_Ecuador_2010 -l -1-1-1-1-1- - \Y - - - - - - | - -
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C3/2010NS_Ecuador_2010 -1 -1 -1 -01-1- - - \ - - - - - - | - -
05Biomed_A/Ecuador/Hi015.D1/2011NS_Ecuador_2011-01-21 -l -1 -lVv]-]|P - M \Y - - - - - - - | -

2om 06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C1.8.10/2011NS_Ecuador_2011-02-02 | - | V| - | V| - | P | - M|V - - - - - - - | -
2012 07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C5.C7/2012NS_Ecuador_2012 -1 -1 -1 - | - - - \' - - - | - - - - S
08Biomed_A/Ecuador/Hi114/2013NS_Ecuador_2013-08-10 -l - - -] - - - \ - - - | - - - - S

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118.2A.3B/2013NS_Ecuador_2013-08-15 -1 -1 -1 - | - - - \% - - - - N - - - S
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1.C2/2013NS_Ecuador_2013-08-30 [ - | - [ - | - [ I | - - - \ - - - - N - - - S

2014  [11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C4.C6/2014NS_Ecuador_2014 -l - - -] - - - \ - - - | - - - - S
2015 12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1/2015NS_Ecuador_2015-05-04 E| -| K| - | - - - \' D K E - - \' - - S
12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C2/2015NS_Ecuador_2015-05-04 E| -| K| -] 1] - - - \ D K E - - - - - S
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C1.C3/2016NS_Ecuador_2016-03-23 E| -| K| - | - | - \' D - E - - - - - S

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1.C3/2016NS_Ecuador_2016-05-10 E| - | K| - | : “ & \Y D - E ) - & = ~ S
15Biomed_A/Ecuador/Hi458/2016NS_Ecuador_2016-05-06 E| -| K| -] 1] - - - \% D - E - - - - - S
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Tabla 17. Tabla de cambios de aminodcidos detectados en el gen NS (NEP) de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016.

Secuencia genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009.

POSICION DE AMINOACIDOS GEN NS (NEP) 2 |20 |29 [34 |48 |83 |118 |120 [121

Nﬂwmﬂuﬂm CY121684_A/California/07/2009NS_USA_2009-09-04 DIQIN|R|T|M]|] F L |
2009 01Biomed_A/Ecuador/FI.C1/2009NS_Ecuador_2009-07-13 -1- - - - - I - -
02Biomed_A/Ecuador/EC.B1.C1/2009NS_Ecuador_2009-07 -1- - - - - I - -
03Biomed_A/Ecuador/5249.C1.C2/2010NS_Ecuador_2010-02-23 -1- - - - - I - -
2010  |04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C1/2010NS_Ecuador_2010 - - - - - |- |t - T
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C3/2010NS_Ecuador_2010 -1 - - - - | - -
o 05Biomed_A/Ecuador/Hi015.D1/2011NS_Ecuador_2011-01-21 - IR |- |- - - L F -
06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C1.8.10/2011NS_Ecuador_2011-02-02 |- |[R |- |- |- |- |- - -
2012 |07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C5.C7/2012NS_Ecuador_ 2012 - - - Q@ (A |- |- - -
08Biomed_A/Ecuador/Hi114/2013NS_Ecuador_2013-08-10 - - - Q@ A |- |- - -
2013  |09Biomed_A/Ecuador/Hi118.2A.3B/2013NS_Ecuador_2013-08-15 |- |- |- Q@ |A |- |- - -
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1.C2/2013NS_Ecuador_2013-08-30 |- |- [- [|Q |A |- |- - -
2014 11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C4.C6/2014NS_Ecuador_2014 - - - 1Q A |- |- - -
B 12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1/2015NS_Ecuador_2015-05-04 EI|- IS |- |A |l |- - -
12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C2/2015NS_Ecuador_2015-05-04 E|- IS |- |A | - - -
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C1.C3/2016NS_Ecuador_2016-03-23 |E |- S |- |A |l - - -
2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1.C3/2016NS_Ecuador_2016-05-10 [E |- s |- A |l L e -
15Biomed_A/Ecuador/Hi458/2016NS_Ecuador_2016-05-06 E|- IS |- [A |l - - -
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Tabla 18. Tabla de cambios de aminoécidos detectados en el gen M (M1) de los aislados ecuatorianos periodo 2009-2016.

Secuencia genéticas comparadas con cepa vacunal vacunal A/California/07/2009.

POSICION DE AMINOACIDOS GEN M (M1) 77| 80| 130 | 157 | 172 | 192 | 208 | 227 | 230

Nﬁnw.wup CY121681_A/California/07/2009M_USA_2009-09-04 RlvfL|s]|]L|IM|Q]|]A]|K
s009 | 01Biomed A/Ecuador/FI.C3/2009M_Ecuador_2009-07-13 -1 -1 - - - - - - -
02Biomed_A/Ecuador/EC.C3.5/2009M_Ecuador_2009-07 -1 - - - - - - - -
03Biomed_A/Ecuador/5249.C1/2010M_Ecuador_2010-02-23 -l - - - - - - - -

2010  |03Biomed_A/Ecuador/5249.C3/2010M_Ecuador_2010-02-23 -1 -1 - - - - - - -
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C4.5/2010M_Ecuador_2010 -l - - - - - - - -

- 05Biomed_A/Ecuador/Hi015.CPfxC/2011M_Ecuador_2011-01-21 | - | - | - . . " - ” -
06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C3/2011M_Ecuador_2011-02-02 s |a| = 2 . . . 2 .

2012 (07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C5/2012M_Ecuador_2012 -l - = = v | - 3 R
08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C3/2013M_Ecuador_2013-08-10 -l - - -l v] - - | R

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C3R/2013M_Ecuador_2013-08-15 -] - - -lv]-|T]|R
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1/2013M_Ecuador_2013-08-30 -] - - -lv]|-]|]T]|R
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1a/2013M_Ecuador_2013-08-30 - - - P Vv - T R

2014  |11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C6/2014M_Ecuador_2014 I - -l v - = R
2015  |12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1/2015M_Ecuador_2015-05-04 -] - - -l v ]| K| - R
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C1.4.12/2016M_Ecuador_2016-03-23 | - | | | 1| - -l v|kK]|]-]|R
14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1/2016M_Ecuador_2016-05-10 K| I = 2 = \Y K = R

2016 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C2/2016M_Ecuador_2016-05-10 z | = 2 s \Y K E R
15Biomed_A/Ecuador/Hi458.C3/2016M_Ecuador_2016-05-06 a L1l & . -l v|kK]|]-]|R
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Tabla 19. Tabla de cambios de aminoacidos detectados en el gen M (M2) de los
aislados ecuatorianos periodo 2009-2016. Secuencia genéticas comparadas con cepa
vacunal vacunal A/California/07/2009.

POSICION DE AMINOACIDOS GEN M (M2) 20| 21|26 80|82

2‘(’,“03_‘;2'& CY121681_A/California/07/2009M_USA_2009-09-04 s|poflL|als
2009 |01Biomed A/Ecuador/Fl.C3/2009M_Ecuador_2009-07-13 -l -1 -1-1-
02Biomed_A/Ecuador/EC.C3.5/2009M_Ecuador_2009-07 -l -1 -1 -1 -
03Biomed_A/Ecuador/5249.C1/2010M_Ecuador_2010-02-23 -l -1 -1 -1 -

2010  (03Biomed_A/Ecuador/5249.C3/2010M_Ecuador_2010-02-23 =l=<]-|H]-
04Biomed_A/Ecuador/Hi485.C4.5/2010M_Ecuador_2010 -1 -1 -1-1-

5643 05Biomed_A/Ecuador/Hi015.CPfxC/2011M_Ecuador_2011-01-21 | N| - | - | - | -
06Biomed_A/Ecuador/Hi030.C3/2011M_Ecuador_2011-02-02 Nl -] - -] -

2012  |07Biomed_A/Ecuador/Hi489.C5/2012M_Ecuador_2012 -|G|P]-|N
08Biomed_A/Ecuador/Hi114.C3/2013M_Ecuador_2013-08-10 -l -]-]-

2013 09Biomed_A/Ecuador/Hi118.C3R/2013M_Ecuador_2013-08-15 -1G| - -] -
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1/2013M_Ecuador_2013-08-30 -l -]-]-
10Biomed_A/Ecuador/Hi140.C1a/2013M_Ecuador_2013-08-30 -1G| -] -1]16G

2014  |11Biomed_A/Ecuador/Hi346.C6/2014M_Ecuador_2014 -l -] -] -
2015  [12Biomed_A/Ecuador/Hi320.C1/2015M_Ecuador_2015-05-04 -lv|-] -1 -
13Biomed_A/Ecuador/Hi435.C1.4.12/2016M_Ecuador_2016-03-23 | - [ G| - | - | -
14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C1/2016M_Ecuador_2016-05-10 -lv]-1-1-

2pe 14Biomed_A/Ecuador/Hi465.C2/2016M_Ecuador_2016-05-10 a|lvl =] =]=
15Biomed_A/Ecuador/Hi458.C3/2016M_Ecuador_2016-05-06 = | 8] =] = |=
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Para la creacion de los arboles moleculares con el analisis bayesiano se hizo una base
de datos con las secuencias obtenidas del repositorio de NCBI, en lo posible se
mantuvo cepas con genomas completos. Sin embargo, se considerd secuencias solas
provenientes de aislados de Ecuador y de otros paises de américa del sur, publicados en
afios previos para no perder la poca informacion disponible de estos paises.

En todos los andlisis no se considerd la region UTR de los genes y se empled un
modelo de sustitucion HKY con distribucion gamma, sin particiéon de codones, de reloj
estricto y un crecimiento exponencial coalescente como prior. Con 50 millones de
iteraciones y un muestreo cada 5000 arboles. No se considerd las regiones no
transcritas de los genes en ninguno de los andlisis y se agrego6 el lugar, fecha de
coleccion de muestra a cada una de las secuencias. Se consideré como exitoso los

analisis con resultados cercanos a 200 en el valor de ESS para el posterior, prior y
likelihood.

Para el andlisis del gen de hemaglutinina se empled un total de 539 secuencias
genéticas correspondientes a paises de América, Asia, Africa y Oceania incluidas las 15
cepas de Ecuador colectadas en el periodo 2009-2016, aislados en este estudio.

El arbol generado revela que el ancestro comin para este gen data de 1940, ademas
indica que las cepas de Ecuador se agrupan con secuencias genéticas en su mayoria del
continente americano como México, USA, Nicaragua, Bolivia, Brasil, Pert, Argentina
y Canadd, del continente euro-asidtico como Taiwan, Singapur, Corea del sur, Reino
Unido, China, Tailandia y algunos paises del continente africano como Senegal, Etiopia
Rusia en el clado 2009 -2011. Mientras que en los clados 2012-2014 se agrupan con
paises de Asia y Europa oriental pero se incluye a Brasil. En los clados 2015 y 2016 en
cambio con paises mas cercanos al continente norte Americano como USA, Canada,
Meéxico pero también se ubican algunas secuencias de Irdn Figura 49.

Ademas, se identifica dos cepas de Ecuador aisladas en el laboratorio colectadas en el
afio 2011 Hi015, Hi030 que se agrupan con secuencias de México Genbank accession #
CY089387, CY089391 (clado 2010-2011), reportadas como aislados humanos con
casos fatales o severos de infeccion pulmonar causados por una mutacién en el
aminodcido D222N/G que produce un cambio del Ac. Aspartico por glicina o
asparagina. Junto a otras cepas de Ecuador GenBank accession # CY090051,
CY090054 previamente publicadas donde también se confirmaron estas mutaciones
(Houng et al., 2012) Figura 50.

En los 8 arboles generados con los segmentos virales, se observa dos clados principales
el uno representa las secuencias genéticas del virus HIN1 estacional que circuld previo
a la pandemia 2007-2008 y el otro representa el nuevo virus A/HIN1pdmO09 reportado
en abril del afio 2009 (Greninger et al., 2010; WHO, 2009). Este desplaz6 el virus
estacional y ain se mantiene en circulacion, todas las secuencias aisladas en este
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estudio se ubican en este clado confirmando que las cepas circulantes en el Ecuador
corresponden al virus pandémico Figura 51 — Figura 54.

ECUADOR 2015 -2016 -

ECUADOR 2013

Il
—

G E N HA ECUADOR 2012 - 2014

ECUADOR 2010

ECUADOR 2010-2011

ECUADOR 2009

- ECUADOR 2008

Figura 49. Arbol filogenético gen HA generado con analisis bayesiano, set de datos
incluye secuencias de aislados de Ecuador 2009-2016.
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Figura 50. Arbol filogenético gen HA generado con andlisis bayesiano. Aislados

Ecuador clado afio 2010-2011 con mutaciones en el aminoacido 222, que cambia el
Ac. Aspartico por glicina o asparagina.
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Figura 51. Arbol filogenético gen PB2 generacio con analisis bayesiano, set de datos
incluye secuencias de aislados de Ecuador 2009-2016.
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Figura 54. Arboles filogenéticos genes virales PA, PB1, generados con analisis bayesiano, set de datos incluye secuencias de
aislados de Ecuador 2009-2016. El color azul representa ubicacion de las cepas de Ecuador, aislados en este estudio.
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El andlisis bayesiano estima que el tiempo hasta el ancestro comin mas reciente
(TMRCA) varia entre los afios 1955 y 1960 para los genes NA, NP, PA y PBI;
mientras que para el gen M lo calcula en 1972.

CONCLUSIONES

Se aislaron exitosamente 15 cepas del virus de influenza A/HIN1 pandémico, en
liquido alantoico de huevos embrionados. Se obtuvo al menos 1 cepa viral de cada
afio del periodo propuesto. Una de ellas, colectada en el afio 2009 (Muestra FI) se
consigui6 obtener particulas virales en ambos sustratos.

Los iniciadores sugeridos y protocolos establecidos en el presente estudio para la
amplificacion de genes virales, deja disponible el primer banco genético de cepas
de virus de influenza A/HIN1pdmO09 del Ecuador; con una coleccion de 209
plasmidos conservados a -20°C, que podrian ser usados en estudios posteriores de
genética inversa y genes reporteros para el screening de compuestos bioactivos
antivirales.

El analisis filogenético de los 8 genes virales, confirmé que el virus de influenza
HI1 estacional fue reemplazado por el nuevo virus originado en el afio 2009.
Ademas evidenci6 cambios de aminoacidos en las cepas aisladas que difieren de la
cepa vacunal A/California/07/2009. Confirmando, que las cepas circulantes en el
Ecuador del virus de influenza A/HIN1pdm09, contintian evolucionando y
generando mutaciones en sus aminodcidos en algunos casos asociados a
mortalidad.

RECOMENDACIONES

Considerando que el virus de influenza A se encuentra continuamente generando
variantes en las cepas circundantes, sean estas provocadas por mutaciones en los
sitios antigénicos de sus genes o por recombinacion. Es necesario realizar un
seguimiento incesante de secuencias genomicas completas del virus, en humanos y
otros hospederos. De esta manera se contribuye con la vigilancia epidemioldgica
del Ecuador.

Asimismo, en lo posible tener acceso a SCIENCE GATEWAYS con servicios
computacionales o aplicaciones de software avanzadas, que permitan desarrollar
estudios de filogenética con software que requieren una alta memoria
computacional como el aplicado en este estudio.
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ANEXOS
ANEXO 1.
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN
Protocolo empleado para extraer ARN a partir de muestras de hisopado nasofaringeo,
liquido alantoico y/o sobrenadante de medios de cultivo celular. Los materiales y

reactivos utilizados deben ser del area de extraccion de ARN para evitar
contaminacion con ADN.

Inactivacién de la muestra

1. Agregar 750 ul de TRI Reagent ® LS en un tubo estéril de 1.5 ml.

2. Afadir entre 250 pl de muestra, homogenizar la muestra 2 veces mediante
pipeteo, evitando formar burbujas durante el proceso. La relacion entre
volumen de trizol y la muestra es 3:1, en este parte del proceso se puede
guardar las muestras y mantenerlas a -60°C 6 -80°C hasta un mes.

Fase de separacion

Incubar la muestra por 5 min a temperatura ambiente.

Agregar 200 pl de cloroformo, rapidamente mezclar invirtiendo el tubo.

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 14.000 g por 15 min a 4°C (se debe formar 2 fases).
Paralelamente, en tubo estéril de 1.5 ml agregar 4ul de glucdgeno (5 mg/ml
ambion) y 50ul de Acetato de sodio 3M.

8. Al finalizar la centrifugacion, remover la fase acuosa 500ul (evitando absorber
la interfase) y colocarla en el tubo del paso 7. Vortex rapido.

Nonkw

*En la fase acuosa se encuentra el ARN, en la interfase el ADN (de color blanco),
seguida en la parte inferior de la fase organica con proteinas y otras moléculas. *El
acetato de sodio y el glucdégeno ayudan a la visualizacion del pellet durante la
precipitacion con isopropanol.

Precipitaciéon de ARN

9. Agregar 500ul de isopropanol, mezclar con Vortex
10. Incubar a temperatura ambiente por 10 min. 11. Centrifugar a 14.000 g por 10
min a 4°C.
Lavado de ARN

11. Remover el sobrenadante con cuidado para no absorber el pellet. Si es necesario
dejar 50ul.



12. Agregar 1 ml de etanol 75% frio. Vortex répido *Aqui se puede guardar las
muestras por 1 afio a -20°C, o por | semana a 4°C

13. Centrifugar a 14.000 g por 5 min a 4°C.

14. Repetir los pasos del 12 y 13 para un segundo lavado.

15. Descartar todo el sobrenadante, si es necesario usar la pipeta de 10 pl para
retirar todo residuo de etanol 75% dejando completamente seco el pellet.

16. Secar completamente el tubo y el pellet, colocando el tubo abierto sobre papel
toalla (previamente esterilizada con UV) en la camara de flujo laminar (CFL)
por 5-10 min.

17. Suspender el pellet en 30 ul de H20 libre de RNAse y DNAse (ultra pura), otra
opcion es suspender en Buffer TE (10mM Tris HCI; 0.1mM EDTA; pH=7.5).

18. Dejar 10-30 min a 4°C, antes de usar el ARN. Esto ayuda a disolver el pellet.

19. Conservar el ARN restante en un congelador a -800C.

NOTA IMPORTANTE:

Limpiar el meson, la campana de gases y la cabina de bioseguridad con

alcohol 70% y RNase away antes de empezar la extraccion.

- Limpiar pipetas y guantes con alcohol al 70% y RNase away antes de realizar
cada paso del procedimiento de extraccion, para evitar contaminacion.

— Mantener en frio los tubos con muestras que se requieran alicuotar e
inmediatamente después tomar la muestra, regresar los tubos a -80°C.

—  Después de terminar el proceso desinfectar el area de trabajo con alcohol al

70%.



ANEXO 2.

PROTOCOLO PARA AISLAMIENTO DE VIRUS DE INFLUENZA EN
LINEA CELULAR MDCK

La linea celular MDCK es usada para aislar virus de influenza provenientes de
hisopado. Adaptado de: Martinez-Sobrido L, Garcia-Sastre A. Generation of
recombinant influenza virus from plasmid DNA. J Vis Exp JoVE. 2010.

Soluciones y/o reactivos necesarios:

No: | Solucién / Reactivo: Preparacion: Condicién
almacenado:
Numero de catalogo: 11995-065 o
1| IXD-MEM Thermo Fisher Scientific 4°C
. . 0.3% de concentracion final en
Bovine Serum Albumin . . ., , o
2 (BSA) medio de infeccion. Numero de 4°C
catalogo: A9647-100G. SIGMA
o D Numero de catalogo: 15240-062 o
3 1X Antibiotic- Antimicotic Thermo Fisher Scientific -20°C
0 1 17
4 | Linea celular MDCK 90% de confluencia para el dia del 370C
ensayo placa de 6 pocillos
5 DPBS 1X, sin calcio, sin Numero de catalogo: 14190-144 4°C
magnesio ni rojo fenol Thermo Fisher Scientific
Se diluye en agua destilada y se
coloca en el contenedor de la Temperatura
6 | Cloro al 30% bomba al vacio donde se descarta P
. ambiente
el sobrenadante del cultivo
celular.
. Numero de catadlogo: 26140-079 o
7 | FBS Inactivado Thermo Fisher Scientific -20°C
. Prepara un stock de 1mg/ml.
8 g ypsin T:(iK (;reated from | \famero de catdlogo: T1426 -200C
ovine pancreas SIGMA

1. Previo al proceso, 24 horas antes sembrar cé¢lulas MDCK en placa de 6 pocillos
para obtener 90% confluencia al dia siguiente cuando se realizard el ensayo.
Ademas agregar antibidtico (i.e., 2X Anti-Anti de concentracion final) a todas
las muestras que van a ser inoculadas para evitar contaminacion y mantenerlas a
40C.



2. Limpiar la CFL y todo el material que se va a usar con alcohol 70%.

3. Previo a la inoculacion del virus en las células preparar el medio de infeccion
(0.3% BSA+1X Anti-Anti+1X D-MEN).

4. Retirar el medio de cultivo (1X DMEM+10%FBS) de los pocillos, sin tocar las
células. (Inclinar un poco la placa si es necesario).

5. Lavar las células con 1ml de DPBS 1X en cada pocillo, hacerlo en la pared no

directamente en las células, mover un poco la placa para retirar los desechos.

6. Retirar el DPBS 1X y repetir el procedimiento de lavado si es necesario.

7. Agregar a cada pocillo con 200ul de medio de infeccion con indculo viral (50ul
muestra con virus+150ul de medio de infeccion).

8. Dejar a T.A por 1 hora. Mover la placa cada 10 min en una superficie lisa (para
evitar que se sequen las bacterias).

9. Después de 1 hora de absorcion viral, remover el medio de infeccion con virus
y agregar 2ml de medio de infeccion (0.3% BSA+1X Anti-Anti+1X D-MEN)
con lug/ml de TPCK de concentracion final.

10. Después de 48 a 72 horas post-infeccion, observar el efecto citopatico (CPE, en
inglés) en el microscopio y hacer un registro fotografico.

11. Cosechar el virus con el lado més ancho de la una punta de 1000ul (parte que se
encaja en la pipeta) se hace movimientos circulares en el pocillo para
desprender por completo la capa de células. Cambiar de punta en cada pocillo
st son diferentes muestras.

12. Cosechar el medio en 2 tubos de 1.5ml para micro centrifuga y centrifugar a
1000g por 1 min.

13. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de micro centrifuga y dejar en -
800C hasta su analisis.

14. Dejar en 30% cloro las placas que se usaron para la infeccién puntas y todo
material de plastico antes de descartarlo.



ANEXO 3.

PROTOCOLO PARA AISLAMIENTO DE VIRUS DE INFLUENZA EN
HUEVOS EMBRIONADOS

Este protocolo fue empleado para el aislamiento de virus de influenza A HINI1
detectado en muestras de hisopado, también puede ser usado con muestra proveniente
de sobrenadante de cultivo celular o de liquido alantoico.

Procedimiento previo a la inoculacidon

a) Preparar las muestras que van a ser inoculadas con antibiotico 24 horas antes y
dejarlas a 4°C. Tratar las muestras con Anti-Anti a una concentracion final de 2X.
Ejm: A 200 ul de muestra (liquida) agregar 4ul de Anti-Anti 100X. Si solo se
tienen 50ul de muestra, completar con 150ul de medio de transporte para obtener
un volumen final de 200 ul por muestra.

b) Verificar la viabilidad de los huevos. Con un ovoscopio o un haz de luz observar
si el huevo esta vascularizado y ubicar la camara de aire y el ojo del embridn;
estos factores nos indicaran que el huevo es apto para inocular virus. Los huevos
deben tener por lo menos 8 dias de embrionados y maximo 10 dias.

¢) Marcar el sitio de inyeccion. En la parte opuesta de donde se observoé el ojo del
embrion, marcar con un lapiz una cruz justo donde termina la cdmara de aire. Ahi
es donde se encuentra el liquido alantoico y donde se inyectara el virus. Los
huevos siempre deben colocarse con la parte puntiaguda hacia abajo y cada cierto
tiempo mover la cubeta hacia arriba y hacia abajo para evitar que se pegue el
embrion.

Inoculacion de virus de influenza en huevos embrionados

1. Limpiar y desinfectar con alcohol al 70% la cabina de flujo laminar (CFL)

2.Rociar y limpiar con alcohol al 70% toda la superficie del huevo.

3.Secar y hacer un pequefio orificio en la cascara con la aguja enmangada
(previamente flameada), justo en el centro de la cruz que marcamos. Con mucho
cuidado tratando de no danar la membrana, para evitar contaminaciones.

4. Tomar los 200ul de la muestra (preparada el dia anterior) con una jeringuilla 1ml
(insulina), tratando de no retener aire.

5. Introducir la aguja con la jeringuilla en posicion vertical, no hacia un lado para
estar seguros de que la muestra estd entrando en el liquido alantoico y; asi, no
dafiar la membrana.

6. Depositar la muestra despacio y continuamente, sin ingresar burbujas de aire para
evitar contaminaciones y sellar con silicon caliente el orificio.

7. Rotular el huevo con lapiz (nombre de la muestra) e incubar a 37°C por 72 horas.



8. Repetir el procedimiento con cada una de las muestras
9. Después de haber terminado, desinfectar la CFL y esterilizar en el autoclave los

desechos.

NOTA IMPORTANTE :

Antes de cosechar los huevos, llevarlos al refrigerador a 4°C por 24 horas para evitar
que los vasos sanguineos se rompan durante la cosecha del liquido alantoico.

Cosecha de liquido alantoico

l.

(8]

10.

11

13.

14.

15.

En la cdmara de flujo laminar colocar todos los materiales que se van a utilizar
(mechero de alcohol, vaso de precipitacion con cucharas y pinzas en alcohol 98%,

jeringuillas para insulina de 1ml o puntas sin filtro estériles, jeringuillas de 10 ml,
tubos de 15 ml, recipiente para descartar desperdicios).

Colocar el huevo con la parte opuesta donde se inyecto el virus hacia nosotros
(parte donde se observo el ojo del embrion).

Rociar y limpiar con alcohol toda la superficie del huevo.

Con la cuchara de mango largo (previamente flameada) golpear despacio la
superficie de arriba.

Con una pinza (previamente flameada) retirar la cdscara que protege a la camara
de aire, tratando de no romper ni de hacer caer residuos de cédscara sobre la
membrana.

Tomando como referencia el ojo del embrion introducir la jeringuilla de 1ml y
deslizar la aguja hacia la cascara del huevo, de forma continua hasta llegar al ojo
del embrion nuevamente, retirando la membrana que cubre al embrion.

Flamear la cuchara pequena y esperar que se enfrie para no matar el virus.

Con la cuchara pequena cubrir al embrion y deslizarla hacia abajo lentamente,
con la jeringuilla de 10ml retirar el liquido alantoico. Purgar la jeringuilla antes
de retirar el liquido alantoico del huevo y tratar de no romper ningin tejido
durante el proceso.

Retirar la aguja de la jeringuilla y depositar el liquido alantoico en tubos de 15 ml.
Rotular los tubos y desechar el restante del huevo.

. Repetir el proceso con todos los huevos.
12.

Llevar todos los tubos a la centrifuga refrigerada a 5°C y 500 rcf por 1 min. Para
eliminar la presencia de sangre o de otros residuos.

Colocar el sobrenadante en otros tubos tratando de no llevar el pellet y dejarlos a
4°C hasta que se haga el diagndstico (preferible no mas de 48 horas).

El liquido alantoico de las muestras que resultaron positivas distribuirlo en tubos
de 1.5ml, aprox. 1ml por tubo y rotular (fecha de la cosecha, nombre de la
muestra e iniciales del cosechador).

Después de haber terminado con la cosecha, desinfectar la cabina de flujo
laminar y llevar al autoclave los desechos.



ANEXO 4.
PROTOCOLO PARA ENSAYO DE HEMAGLUTINACION

El ensayo de hemaglutinacion es usado para detectar la presencia de particulas virales
de influenza en sobrenadante de células MDCK o liquido alantoico, usando globulos
rojos de pollo o de pavo (RBC, siglas en inglés). La presencia de virus induce la
hemaglutinacion de los RBC y la ausencia produce la formacion de un pellet en el
fondo (punto rojo). Previamente al ensayo se necesita preparar RBC al 10% (i.e.,
lavado de RBC).

Protocolo de lavado gldbulos rojos de sangre de pollo (RBC)

Este protocolo utiliza el BSA (bovine serum albumin, en inglés) para suspender los
RBC, este nutriente extiende la vida util de las RBC en suspension hasta 5dias. Sin
embargo hay que observar constantemente la coloracion del sobrenadante, si este se
encuentra de color rosado intenso significa que las células se hemolizaron y hay
descartar la solucion caso contrario si el sobrenadante atin se mantiene transparente se
puede seguir usando.

Este protocolo fue obtenido de un video producido por la FAO: Haemagglutination
inhibition test (HI) Publicado el 14 de jun. de 2012 forma parte de la seccion titulada
"pruebas serologicas" del DVD "Procedimientos de muestreo de la gripe aviar y las
pruebas de laboratorio", financiado por la FAO y el Istituto delle Venezie
Zooprofilattico (IZSVe).

Procedimiento:

1. Recolectar una muestra de sangre de pollo con un jeringuilla de Sml, agregar
al tubo con anticoagulante.

2. Invertir el tubo varias veces para mezclar bien y conservar a 40C hasta su
procesamiento.

3. Destapar el tubo que contiene la sangre y vaciar el contenido en un tubo de
50ml. NO PASAR LA SANGRE A TRAVES DE AGUJAS PARA EVITAR
HEMOLISIS.

4. Centrifugar a 1500-2000g (rcf) por 10 min a 20°C, después de Ia
centrifugacion las células forman un pellet.

5. Descartar el sobrenadante invirtiendo el tubo, también se puede usar una
pipeta pasteur o pipeta graduada.

6. Agregar DPBS hasta llenar el tubo. Mezclar gentilmente por inversion



10.

11.

12.

13.

Centrifugar a 1500-2000g (rcf) por 10 min a 20°C.

Retirar el sobrenadante.

Repetir los pasos 6-8 tres o cuatro veces o hasta que el sobrenadante este
claro.

Después del ultimo lavado remover el sobrenadante y tener cuidado de no
tocar el pellet.

Usando una micropipeta o pipeta graduada, remover Iml del pellet de RBC
comprimido y colocarlo en un tubo de 50ml

Al mismo tubo agregar 9ml de PBS+0.05% de BSA requerido para obtener
solucion al 10% de RBC.

Conservar a 4°C y la solucidon puede ser usado hasta que el sobrenadante
presente una coloracion rosada (aproximadamente 5 dias), cuando esto suceda
se hace una nueva preparacion.

Ensayo de hemaglutinacion

Preparar RBC de pollo al 1% aprox. 15-20ml el volumen depende de la cantidad de
muestras a evaluar. Ejemplo para preparar un volumen de 20ml, colocar 2 ml de RBC
al 10%+18ml PBS.

Dispensar 50ul de PBS 1X en todos los pocillos de la placa que vaya a usar.
Dejando libre la primera fila o columna para colocar las muestras
concentradas.

Agregar 100ul de la muestra, sobrenadante de célula o liquido alantoico, en el
primer pocillo (primera columna o fila).

Proceder con las diluciones seriales, con la pipeta multicanal tomar 50ul y
pipetear dos veces antes de pasar a los siguientes pocillos, verificando que las
puntas poseen la misma

cantidad de liquido, hacerlo usando la misma punta. Eliminar los altimos 50ul
que sobran, para mantener el mismo volumen en todos los pocillos.

Colocar en los reservorios el RBC al 1% y con la pipeta multicanal tomar 50ul
y agregar en cada pocillo. Hacerlo de la menor dilucién para la mayor, en las
paredes del pocillo y usando la misma punta.

Mover la placa sobre una superficie plana y dar topecitos para homogenizar el
contenido de los pocillos.

Incubar la placa a 4°C o en hielo durante 45-60 min o hasta que se observe un
punto rojo en el control negativo PBS.



8. Inclinar la placa, colocarla en posicion vertical hasta que se forme una lagrima
en los controles negativos. La dilucién que no presente formacion de la
lagrima es la concentracion de virus que se tiene en el pocillo. Interpretar los
resultados obtenidos.



ANEXO S.

PROTOCOLO AMPLIFICACION 8 GENES DE VIRUS DE INFLUENZA

Sintesis de ADN (cDNA)

Previo a la amplificacion de genes como el virus de influenza A es un virus de ARN,
primero se debe realizar una copia del ARN extraido en ADN lo que se conoce como
cDNA esto es sintesis de ADN complementario con un iniciador universal
denominado UNI12 (AGCRAAAGCAGGU), complementario a los 12 nucledtidos
conservados del extremo 3’ de los ocho genes virales. Se tomo como referencia de la

publicacion de Hoffman et al. 2001 (1)

Soluciones y/o reactivos necesarios:

No | Soluciéon / Reactivo: Preparacion: Condicion
almacenado:

1 ThermoScript Reverse Numero de catalogo: 12236014 20° C

Transcriptase Thermo Fisher Scientific, Invitrogen.
Numero de catalogo: 10297018 o

2 | 100mM DNTP set Thermo Fisher Scientific, Ivitrogen -20°C

3 Agua ultra pura, libre de Numero de catdlogo: 10977-015 4°C — 10 °C
Rnase y DNase Thermo Fisher Scientific, GIBCO.

Procedimiento:

1. Preparar el MIX 1 y MIX2 con los reactivos de acuerdo al nimero de muestras que

vaya a utilizar

Componentes MIX 1 X::‘::;zz ?:l; Conc;?l:;?dén
*ARN total 9 -
20uM primer UNI 12 1 1uM
10mM DNTP’s mix 2 1mM
Componentes MIX 2 K::;:;g:: 5?]; Conc:innt;:l clon
5X ¢cDNA Buffer 4 1X
0.1 M DTT 0.5 0.2mM
H,O Ultrapura 2 -
**Thermoscrint 1

2. Se agrega la muestra de ARN al MIX 1 fuera de la cabina de CFL
3.Se lleva el MIX 1 al termociclador y se sigue el siguiente protocolo




Proceso Ciclos

Temperatura Tiempo

Stage 1 1X

65°C 5 minutos

PAUSA SE COLOCA LOS TUBOS EN HIELO

PAUSA SE AGREGA EL MIX 2

Stage 2 1X 65°C 60 minutos
Stage 3 1X 85°C 5 minutos
15°C infinito

4. Posteriormente €l cDNA es conservado a -20°C hasta su uso.

Protocolo amplificacion de genes virales

Los iniciadores usados para amplificar los genes HA, NA, NS, NP, M fueron
adaptados de la publicacion de Hoffman et al. 2001, al que se le agrego el sitio de
restriccion Sapl. Los iniciadores internos de las polimerasas (i.e., PB2-1250R, PB2-
1105F, PB1- 1262R, PB1-1124F, PA-1498R, PA-747F) detallados en la Tabla 3 en

cambio fueron tomados de la publicacién de Li et al., 2007.

Soluciones y/o reactivos necesarios:

No | Solucion / Reactivo: Preparacion: Condicién
almacenado:
1 gﬁtmmf?azea%?ﬁéi delit Numero de catdlogo: 11304-011 20° C
Y - HHg Y, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen.
100rxn
Numero de catalogo: 10297018 o
2 | 100mM DNTP set Thermo Fisher Scientific, Ivitrogen -20°C
3 Agua ultra pura, libre de Numero de catalogo: 10977-015 4°C — 10 °C

Rnase y DNase

Thermo Fisher Scientific, GIBCO.

Condiciones mix de PCR gen HA (A-B), NA, NS, M, NP

Se debe hacer un mix de PCR para cada sets de iniciadores sin embargo las

condiciones y calculos son los mismos.




Componentes GEN HA, NA, NP, M, NS Volun}t’en por | Concentracion Final
Reaccion (ul)
10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X
10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM
50mM MgSO, 1.5 3mM
H,0 Ultrapura 17.9 -
Platinum Taq HF 0.1 05U
10uM Primer mix HA-A 0.5 0.2uM
Template (cDNA) 2 -
VOLUMEN TOTAL 25
Programa empleado en el termociclador GEN HA-A & HA-B
Proceso Cicl Temperatur Tiem
GEN HA-A & HA-B iclos emperatura iempo
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 20 segundos
50°C 30 segundos
Stage 2 40X 68°C 2 minutos
1X 68°C 2 minutos
Stage 3 15°C infinito
Programa empleado en el termociclador GEN NA
Proceso GEN NA | Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
Stage 2 55°C 30 segundos
40X 68°C 2 minutos
Stage 3 1X 68°C 2minutos
15°C infinito
Programa empleado en el termociclador GEN NS
Proceso GEN NS | Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 5 minutos
1X 94°C 30 segundos
Stage 2 55°C 30 segundos
40X 72°C 1:30 minutos
Stage 3 1X 72°C 2minutos
15°C infinito




Programa empleado en el termociclador GEN M

Proceso GEN M Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 5 minutos
1X 94°C 30 segundos
Stage 2 20X 55°C 30 segundos
68°C 2 minutos
Stage 3 1X 68°C 2minutos
15°C infinito
Programa empleado en el termociclador GEN NP
Proceso GEN NP Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
Stage 2 50°C 30 segundos
40X 68°C 2 minutos
Stage 3 1X 68°C 2 minutos
15°C infinito

Condiciones mix de PCR gen PA-A

Componentes GEN PA-A Volun}t’en por | Concentracion Final
Reaccion (ul)
10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X
10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM
50mM MgSO,4 1 2mM
H,0O Ultrapura 18.4 -
Platinum Taq HF 0.1 05U
10uM Primer mix PA-A 0.5 0.2uM
Template (cDNA) 2 -
VOLUMEN TOTAL 25

Programa empleado en el termociclador GEN PA-A

Proceso GEN PA-A| Ciclos Temperatura Tiempo

Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
55°C 30 segundos

2
Stage 40X 68°C 2 minutos
1X 68°C 2 minutos
Stage 3 15°C infinito




Condiciones mix de PCR gen PA-B

Volumen por | Concentracion

Componentes GEN PA-B Reaccién ?pl) Final

10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X

10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM

50mM MgSO, 1.5 3mM

H,0O Ultrapura 17.9 -

Platinum Taq HF 0.1 05U

10uM Primer mix PA-B 0.5 0.2uM

Template (cDNA) 2 -

VOLUMEN TOTAL 25

Programa empleado en el termociclador GEN PA-B

Proceso GEN PA-B| Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
50°C 30 segundos
Stage 2
age 40X 68°C 2 minutos
1X 68°C 2 minutos
Stage 3 15°C infinito

Condiciones mix de PCR gen PB1 (A-B)
Se debe hacer un mix de PCR para cada sets de iniciadores sin embargo las
condiciones y calculos son los mismos.

Componentes GEN PB1 (A-B) Volun}t’en por Concentracion Final
Reaccion (ul)
10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X
10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM
50mM MgSO,4 1 2mM
H,0 Ultrapura 18.4 -
Platinum Taq HF 0.1 05U
10uM Primer mix PB1-A 0.5 0.2uM
Template (cDNA) 2 -
VOLUMEN TOTAL 25
Proceso GEN PB1 A-B Ciclos Temperat Tiempo
ura
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
Stage 2 50°C 30 segundos
40X 68°C 2 minutos
Stage 3 1X 68°C 2 minutos
15°C infinito




Condiciones mix de PCR gen PB2 (A-B)
Este gen se amplifica por partes, los calculos del mix son con diferentes
concentraciones pero ambos tienen el mismo programa en el termociclador.

Condiciones mix de PCR gen PB2-A

Componentes GEN PB2-A Volun}t’en por | Concentracion Final
Reaccion (ul)
10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X
10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM
50mM MgSO,4 1 2mM
H,0O Ultrapura 18.4 -
Platinum Taq HF 0.1 05U
10uM Primer mix PA-A 0.5 0.2uM
Template (cDNA) 2 -
VOLUMEN TOTAL 25

Condiciones mix de PCR gen PB2-B

Volumen por | Concentracion Final
Componentes .7
Reaccion (ul)
GEN PB2-B
10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 1X
10mM dNTPs mix 0.5 0.2mM
50mM MgSO, 1.5 3mM
H,0 Ultrapura 17.9 -
Platinum Taq HF 0.1 05U
10uM Primer mix PA-B 0.5 0.2uM
Template (cDNA) 2 -
VOLUMEN TOTAL 25

Programa empleado en el termociclador GEN PB2 A-B

Pl;)];;sgggN Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 2 minutos
1X 94°C 15 segundos
Stage 2 50°C 30 segundos
40X 68°C 2 minutos
Stage 3 1X 68°C 2 minutos
15°C infinito




ANEXO 6.

SCREENING DE COLONIAS MEDIANTE PCR CON PRIMERS
UNIVERSALES

Para detectar las colonias de bacterias que contengan el plasmido de transporte con el
gen de interés insertado se emplea iniciadores universales (i.e., T7 y SP6) cuya
secuencia se encuentran en las regiones del plasmido donde flanquea el inserto (i.e.,
genes virales de influenza). El protocolo se puede aplicar con diferentes tipos de
genes, realizando ciertas modificaciones como el ajuste en el tiempo de elongacion en
el programa que varia de acuerdo a la longitud del gen.

Soluciones y/o reactivos necesarios:

No | Solucién / Reactivo: Preparacion: Condicién
almacenado:
. Numero de catalogo:
1 | Platinum Taq DNA 10966018 Thermo  Fishor | -20° C
Polymerase C .
Scientific
10 puL primer forward y 10uL
2 | 10 uM Primers Mix T7 — SP6 | Primer reverse a 100uM, -20°C
agregar 80ul H20 ultra pura
. Numero de catalogo: 10977-
3 Alg;;f} ultra pura, libre de Rnase | ) 5'-p o000 Fisher Scientific, | 4°C — 10 °C
y hase GIBCO.
Numero de catalogo:
4 | 100mM DNTP set 10297018 Thermo Fisher -20°C
Scientific, Ivitrogen

Condiciones mix de PCR

Concentracion inicial ]\2/2:::;:;2 (I:l))r Concentracién final
PCR Buffer 10X 21X

dNTP’s mix 10mM 04 | 0.2mM
MgCL250mM 1.2 | 3mM

Primer mix (SP6 y T7) 10uM 0.8 | 0.5uM

Platinum Taq 2.5U/ul 0.08 | 1U

Agua ultra pura 14.52

Template (colonia de bacteria de color blanco) - -

VOLUMEN FINAL 20




1. Distribuir 19ul del mix de PCR en cada tubo de 0.2ml

2. Picar cada colonia con una punta de micropipeta de 10ul y diluir en el tubo
que contiene la reaccion de PCR

3. Colocar los tubos de 0.2ml en el termociclador en el programa de PCR

P?;ZSZEEN Ciclos Temperatura Tiempo
Stage 1 1X 94°C 5 minutos
1X 94°C 30 segundos
Stage 2 50°C 30 segundos
40X 72°C 2 minutos **
Stage 3 1X 72°C 7 minutos
15°C infinito

**E] tiempo dependera de la longitud del inserto. El estdndar es 1min por 1kb.

4. Cargar las muestras en un gel de agarosa al 1% y correr la electroforesis a
160V por 30 min.

5. Observar el gel en un trans-iluminador con UV, tomar la foto con una cdmara
con filtro UV para el registro en la bitacora.

6. Se determina si las colonias poseen el inserto de interés y se procede a sembrar
las bacterias seleccionadas en 3ml medio SOC con ampicilina (100ug/ul) y
20mM MgSO4

7. Seincuba a 37°C



ANEXO 7.

CODIGOS DE SECUENCIAS GENETICAS 8 GENES VIRALES,
OBTENIDAS DE LAS 15 CEPAS DE VIRUS DE INFLUENZA A/HIN1 pdm09
CONSIDERADAS PARA EL ESTUDIO.

ANO DE FECHADE | CODIGODE

CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN HA SECUENCIA
2005 2000-07-12 Fl 01Biomed AlEcuadonFI2009HA Ecuador 2008-07-13 COMPLETA
2009-07 EC 02Biomed AEcuzdorEC!2009HA Eruadar 200807 COMPLETA
2010-02-23 5249 03CARiomed AFcuadon5242 C1U2010HA Fruadar 2010-02-23 COMPIFTA
2010
2010 Hiags 04C1Biomed A/EcuadonHi485.C112010HA Enuadar 2010 COMPLETA
2011-01-21 Hin s 05Biomed A/EcuadarHin1§2011HA Ecuador 2011-01-21 COMPLETA
2011
2011-02-02 Hin3n 0ECABiomed A/EcuadonHiN2N.C12011HA Enuadar 2011-02-02 COMPLETA
2012 2012 Hiage 07C1Biomed A/Ecuador’Hi439.C1/2012HA Ecuador 2012 PARCIAL 900ps
Hi114 03Biomad A/EcuadorHi114/2013HA Ecuador 2013-02-10 COMPLETA
2013-08-10
2m3 2013-08-15 Hi13  [09Biomed AEcusdarHi1182013HA Ecuador 2013-08-15 COMPLETA
2012-08-30 Hil4¢ 1CBiomed A/EcuadorHi140/2012HA Ecuador 2013-08-30 COMPLETA
2014 2014 Hi3d6 11 C2Biamed_A/EruadarfHi3d6.C2/2014HA_Eruadar_2014 COMPLETA
2015 2015-05-N4 Hiz2n 12C3Biomed A/EcuadonHi320.C3.32015HA Ecuador 2015-05-04  [COMPLETA
2016-03-23 Hia3s 13Biomed A/EcuadorHid3572016HA Ecuador 2016.03-23 COMPLETA
2016 2016-05-06 Hid58 14Biomed A'EcuadorHi458/2016HA Ecuador 2016-05-06 COMPLETA
2016-05-10 Hidss 15Biomed_A/EcuadorH4652016HA_Ecuador_2016-05-10 COMPLETA
ANO DE FECHA DE CODIGO D
CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN NA SECUENCIA
20000713 Fl 01Biomed AlEcuadorFL2009NA Eruadar 2008-07-13 COMPLETA
2009
2000-07 EC 02Biomed A/EcuadorEC.CI2008NA Ecusdor 2009-07 COMPLETA
03Biomed AlFcuadar524%.CA2010NA Enuadar 2010-02-23 (COMPLETA
2010-02-23 5249
2010 03Biomed AlFcuadar524%.C412010NA Enuadar 2010-02-23 (COMPLETA
2010 Hid85 OdBiomed A/EcuadorHid85.C202010NA Eruadar 2010 COMPLETA
2011-01-21 Hik15 0SBiomed A/EcuadorHil152011NA Ecuador 2011-01-21 COMPLETA
2011
20:11-02-02 Hin3n OfBiomed A/EcuadorHNAN.C21201TNA Ecuador 2011-02-02 (COMPLETA
2012 2012 Hiags 07Biomed A/FcuadorHi48%.C212012NA Ervadar 2012 COMPLETA
2013-08-10 Hi114 ORBiomed A/EcuadorHi114.C272013NA Ecuader 20:13-08-10 (COMPLETA
203 2012-08-15 Hi118 0%Biomed A/EcuadarHi118/2013NA Ecuador 2013-08-15 PARCIAL 689pa
2012-08-30 Hit40 10Biomed A/EcuadonHi140/2013NA Ecuadnr 2013-08-30 COMPLETA
11Biamed AEruadar/Hi3d6.C1/2014NA Ecuador 2014 COMPLETA
2014 204 Hi3dE
11Biamed AEruadar/Hi3d6.C52014NA Ecuador 2014 COMPLETA
2015 2015-05-N4 Hi320 12Biomed A/EcuadonHiZ20.C12015NA Enuadar 2015-05-04 | PARCIAL 830ph
2016-03-23 Hid35% 13Biomed A/EcuadorH435.CU201ENA Envadar 2016-03-23 (COMPLETA
2016 2016-05-10 Hidss 1dBiomed A/EcuadarH465.CU201ENA Enuadar 2018-05-10 (COMPLETA
2016-05-06 Hiase 15Biomed A/EcuadarHid58-C1/2016NA Ecuador 2016-05-06 (COMPLETA




ARO DE

FECHA DE

CODIGO DE

CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN NS SECUENCIA
Fl
2009 2009-07-13 01Biomed A/EcuadonFLC1/2000NS Ecuador 2008-07-13 COMPLETA
EC
2009-07 02Biomed AlEcusdorEC.B1.C1/1200GNS Ecuadar 2009-07 COMPLETA
2010-02-23 5249 i )
03Biomed A/Ecuadaor524%.C1.C2/12010NS Ecuador 2010-02-23  |COMPLETA
2010 2010 Hidgs .
OdBiomed A/EcusdarHid85.C12010NS Envadar 2010 COMPLETA
2010 Hid85 i
OdBiomed A/EcuadorHid85.C312010NS Ecuador 2010 COMPLETA
2011-01-21 Hit15 0SBiomed A/EcuadarHiN15.212011NS Ecuador 2011-01-21 COMPLETA
201
2011-02-02 Hin3n |
OBBiomed A/EcuadorHin30.C1.8.10/2011NS Ecuador 2011-02-02 |COMPLETA
202 Hidg8% i
2012 O7Biomed A/EcuadarHi48%.Ch.C712012NS Eeuador 2012 COMPLETA
Hi114 X
2012-08-10 ORBiomed A/EcusdorHi114/2013NS Ecuador 2013-08-10 COMPLETA
2013 2013-08-15 Hi118 .
0%Biomed A/EcusdorHi118.24.3B/2013NS Enuadar 2013-08-15  |COMPLETA
2012-08-30 Hitdi §
10Biomed A/EcusdorHi140.C1.C2/2013NS Ecuador 2013-08-30  |COMPLETA
2014 2014 Hi3dE .
11Biomed A/Eruacor/Hi3d6.C4.C6!2014NS Enuador 2014 COMPLETA
Hiz20 12Bi o AlFcuadanHiZ20.C12015NS Ervadar 2015-05-04 COMPLETA
2015 2015-05-04 iomed A/EcusdarHiZ20.C12015NS Eruadar 5-05-0 "
Hi32n
12Biomed A/EcuadorHia20.C212015NS Envadar 2015-06-04 COMPLETA
2016-03-23 Hid35% .
13Biomed AlEcuadarHid35.C1.C3/12016NS Ecuador 2016-03-23  [COMPLETA
201 2016-05-1 Hid65 14Biomed A/EcuadonH465.C1.C3/12016NS Ecuador 2016-05-10
6 6-05-10 7] AlEcy 465 2 S sl 5 COMPLETA
2016-05-16 Hid58 15Biomed A'EcuadorH458/22016NS Ecuadnr 2016-05-06
yBEIome CUSNONHI40] cuadany ral COMPLETA
ANO DE FECHA DE CODIGO DE
CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN PB2 SECUENCIA
Fl 01Biomed A/EcuadorFLC1.C1/2009PB2 Ecuador 2009-07-13 COMPLETA
2009 2009-07-13 01Biomed A/EcuadonFIl.C2.C1/2009PE2 Ecuador 2009-07-13 COMPLETA
EC 02Biomed A/EcuadorEC.C2.C52009PB2 Ecuader 2009-07 COMPLETA
2009-07 02Biomed A/FcuadonEC.C3.C320N9PE2 Fouader 2009-07 COMPLETA
. 5
2010-02-23 5249 03Biomed AlEcuadar5242.C4.C3/2010PB2 Ecuadar 2010-02-23 COMPLETA
» 5
2010 2010-02-23 5249 03Biomed A/Ecuador5242.C1.C4/12010PB2 Eruador 2010-02-23 COMPLETA
i C
2010 Hiags QdBiomed A/FcuadanHid85.C2.3.C2R20M0PB2 Fouader 2010 COMPLETA
-01-; in15 SBi Ec HIN15.C1.C7!, . 01
. 2011-01-21 Hin15 OSBiomed A/FcuadorHiN15.C1.C7/12011PB2 Eruvadar 2011-01-21 COMPLETA
2011-02-02 Hib30 0OBBiomed A/EcuadorHiN30.C3.C1.202011PB2 Ecuader 2011-02-02 COMPLETA
2013-08-10 Hit1d | Biomed AtEousdarHi114.03.G1.2/2013P82 Ecuador 2013-08-10 COMPLETA
-15 i
2013 2013-08-15 Hin13 0%Biomed A/EcuadorHi118.C2.2.C5.6/2013PB2 Eruadar 2013-08-15 COMPLETA
2012-08-30 Hirdg 10Biomed A/EcuadorHi140.02.3.C2.4/2013PE2 Ecuador 2013-08-20 COMPLETA
Hi346 , M B
2014 2014 11Biamed A/Fruadar’Hizd46.C2.C2/12014PB2 Eruadar 2014 COMPLETA
Hi3ap 11Biamed A/Eruadar’Hiz46.C3.C2/12014PB2 Eruadar 2014 COMPLETA
Hi32n
i /Eci “HIZ20.C1.C2. 202015 3 5-06- "
2015 2015-05-14 12Biomed A/EcuadarHid20.C1.C2.212015PB2 Enuadar 2015-05-04 COMPLETA
Hi320 12Biomed A/FcuadorHid20.C2.C2.2/2015PB2 Enuadar 2015-06-014 COMPLETA
» 435
2016-03-23 Hia35 13Biomed A/EcusdarHi435.C1.3.C1.22016PE2 Ecuador 2016-02-23 COMPLETA
2016 2016-05-10 Hids5 14Biomed A/EcusdoarHi465.C1.3.C2.322016PE2 Ecuador 2016-05-10 COMPLETA
2016-05-16 Hid58 15Biomed A/EcuadorHid58 C3.C1/2016PB2 Ecuadar 2016-05-06 COMPLETA




ARO DE FECHA DE CODIGO DE
CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN PA SECUENCIA
Fl 01Biomed AlEcuadorFLC1SDMM.C12008PA Ecuador 2009-07-13  [COMPLETA
2009 2009-07-13 01Biomed AlEcusdonFlL.C2EMM.C12009PA Ecuador 2009-07-13 COMPLETA
EC 02Biomed AlEcusdorEC.C1.2.C2/12009PA Ecuador 2009-07 COMPLETA
2009-07 02Biomed A/EcuadorEC.C1.2.C3/2009PA Ecuador 2009-07 COMPLETA
., 15
2010 2010-02-23 5249 03Biomed A/Ecuadar5242.C1.3.C4;2010PA Ecuadar 2010-02-23 COMPLETA
1485
i Hidss OdBiomed AlEcuadarHid85.C1.2.C2.422010PA Eruador 2010 COMPLETA
Hi 1% 05Biomed A/EcuadarHi15.C2.C2/2011PA Ecuador 2011-01-21
2011-01-21 COMPLETA
2011 Hit1s SBiomed A/Ec “HiN15.C3.C4/12011PA Ecuador 2011-01-21
in15 05Biomed A/EcuadarHil15 ) cuador 20 COMPLETA
2011-02-02 Hib3k OBBiomed A/EcuadarHiN30.C1.C112011PA Ecuador 2011-02-02 COMPLETA/PARCIAL
2012 2012 Hiag% O7Biomed AlEcuadorHid88.C1.3/2012PA Enuadar 2012 PARCIAL
2012-08-10 Hima 0&Biomed A/EcuadarHi114.C1.3/12013PA Ecuador 2013-08-10 PARCIAL
Hi118
i JEc f .C1.2.C172012 0 3-08-15 !
2013 2013-08-15 0%Biomed A/EcuadarHi118.C1.2.C1/2013PA Eruadar 2013-08-15 COMPLETA
Hit18 0%Biomed AlEcuadarHi118.C1.2.C2/2013PA Eruadar 2013-08-15 COMPLETA
2013-08-30 Hita 10Biomed A/EcuadarHi140.C1.2.14.15/2013PA Ecnadar 2013-08-30 [PARCIAL
2014 2014 Hi348 11 Biamed A/Eruadar/Hi3d6.C2.3.C1.3/12014PA Ecuador 2014 COMPLETA
2015 2015-05-04 Hi320 12Biomed AlEcuadarHiZ20.C1.2.C102015PA Ecuadar 2015-05-04 COMPLETA
2016-03-23 Hia35 13Biomed A/FcuadarHid35.C312016PA Ecuadar 2016-013-23 PARCIAL
2016 2016-05-10 Hidss 14Biomed A/EcusdorHi465.C1.2.3.C5.6/12016PA Ecuador 2016-05-10 COMPLETO
. ia5 SBi HidS: ; 050
2016-05-16 Hia58 15Biomed A/EcusdorHi458.C1.C302016PA Ecuador 2016-05-06 COMPLETO
ARNO DE FECHA DE CODIGO DE
CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN M SECUENCIA
Fl
2009 2008-07-13 0O1Biomad A/EcusdarFILC3/2009M Ecuadar 2008-07-13 COMPLETA
2009-07 EC 02Biomed A/EcuadorEC.C3.5/2008M Ecuador 2009-07 COMPLETA
5249 03Biomed_A/Fcuadar524%.C1!2010M_Ecuador_2010-02-23 COMPLETA
2010-02-23 3Biomed_A/Fcuadar5248.C1! |_Ecuador_ : -
20m 5249
o i 03Biomed A/Ecuador/5249.C3/201CM Ecuador 2010-02-23 COMPLETA
1 i8¢
Hadd Hidg5 OdBiomed AEcuadarHidd5.C4.5/2010M Eruador 2010 COMPLETA
. 2011-01-21 Hi15 OSBiomed_A/EcuadarHil 5.CPRC2011M_Eruadar_2011-01-21 COMPLETA
2011-02-02 Hinan OfRiomer AlFcuadarHiNAN G201 Fouador 2011-02-02 COMPIFTA
2012 Hid8%
202 48 O7Biomed A/EcuadarHidd8.CH2012M Ecuader 2012 COMPLETA
Hi114 . .
2012-08-10 0ORBiomed A/EcusdarHi114.C372013M Ecuador 2013-08-10 COMPLETA
15 T
013 2013-08-15 Hi118 O%Biomed_A/EcuadarHi118.GARZ013M_Ecuadar_2013-08-15  [COMPLETA
Hit4n ANRiomen AlFcuadarHi14n CU2013M Fouador 2013-08-30 COMPIFTA
2012-08-30 Iame VFCuaianHi A v y 5 3 ol
Hit4n 2
A0Biomed AlEcuadorHi140.C12/2013M Eruadar 2013-08-30 COMPLETA
2014 204 Hi34h 11Biomed A/Enuador/Hi3d6.CE2014M Ecuador 2014 COMPLETA
205 2015-05-04 Hi32n .
> " 12Biomed A'EcuadorHi320.C1/2015M Ecuader 2015-05-04 CONMPLETA
2016-03-23 Hid3s
6-03-23 135 13Biomed A/EcuadarHi425.C1.4.12/2016M Ecuadar 2016-03-22 |COMPLETA
Hid&5s 14Biomed_A/EcuadarHi465.C1/201BM_Ecuador_2016-05-10
2016 2016-06-10 COMPLETA
1465 i d Hi465.C2! -05
HidsSs 14Biomed A/EcuadorH465.C2/201EM Ecuador 2016-05-10 COMPLETA
21 f id5: SBiome: JEcus 58.CA k 5
01606506 Hid58 15Biomed AEcuadarH458.Ca12016M Ecuador 201605 06 COMPLETA




ANODE FECHADE CODIGODE

CAPTACION CAPTACION MUESTRA CODIGOS ANALISIS FINALES GEN NP SECUENCIA
2009 2009-07-13 Al 01Biomed AEcuadonFLCA200ONP Ecuadaor 2009-07-13 COMPLETA
2009-07 = 02Biomad AlEcuadarEC.C12000NP Ecuador 2008-07 COMPLETA
2010 22 it O3Biomed AlEcuadar©249.CUZ010NP Ernadar 2010-02-23 PARCIAL
Mo HIS85 | oaBiomed AtEcusdorHi485. C4.7 B12010NP Ecuador 2010 COMPLETA
ot 2011-01-21 Hi1% 05Biomed A/FcuadorHiN15.C1U2011NP Ecuador 2011-01-21 COMPLETA
2011-02-02 HiG30n O6Biomead AEcuadanHiN30.CAS2011NP Ecuador 2011-02-02 COMPIFTA
Hittd 08Biomed AlEcuadarHi114.C1.1/2013NP Ecuador 2013-018-10 COMPLETA
2012-08-10
2013 Hit14 OfBiomed A'EcuadarHi114.C1.4/2013NP Ecuador 2013-08-10 COMPLETA
4010015 HHiS 0%Biomed A/FcuadorHi118.C1BI2013NP Enuadar 2013-08-15 COMPLETA
0 15-D8-30 Hit4n 10Biomed A/EcuadorHi14C0.C1/2013NP Ecuador 2013-08-30 COMPLETA
Hi346 11 Biamed_A/Enuadar/Hi3d6.C52014NP_Ecuador_2014 COMPLETA
2014 2014 = = =
Hi348 11Biamed A/Eruacor/Hidd6.CE2014NP Enuador 2014 COMPLETA
015 2015-05-04 HI2Z0 12Biamed A/EcuadarHi320.C1R.ZRI2016NP Eruadar 2015-05-04 |COMPLETA
2018 Edadainy Hiass 13Biomed A'EcuadorHi4236.C3.6:2016NP Ecuador 2016-03-23 CONPLETA
20:16-05-10 Hid65s 14Biomed_A/FcuadonHi465.C2.3/2016NP_Ecuador_2016-05-10 COMPLETA
CAAPr:ggIgN Ei?#:cnlgll chﬂoL?éggR?QE CODIGOS ANALISIS FINALES GEN PB1 SECUENCIA
2000 2009-07-13 Fl O1Biomed A/EcuadarFLC7.C3/2009PB1 Ecuador 2009-07-13 COMPLETA
2008-07 EC O2Biomad AlEcuadarEC.CA.5.C.A72009PE1 Ecuador 2008-07 COMPLETA
2010 2010-02-23 5249 O3Biomed A/Ecuadarit24% CA4.BG2010PB1 Ernadar 2010-02-23 PARCIAL
e S (JdBiomed AlEcuadarHi485C4.5.C1.2/2010PB1 Ecuadar 2010 COMPLETA
ot 2011-01-21 Hik15% 0f%Biomed A/EcuadorHiN15.C2.3.C1.3/2011PB1 Enuadar 2011-01-21 COMPLETA
2011-02-02 Hib3k OfBiomad AEcuadorHINAN.CA.C1.22011PE1 Ecuador 2011-02-02 COMPIFTA
201z 2012 Hiasg O7Biomed AlEcuadarHi488.C13.14/12012PE1 Ecuador 2012 PARCIAL
2012-08-10 Hit14 0ORBiomed A/EcusdorHi114.C2.3.C1.2/2013PB1 Enuadar 2013-08-10 COMPLETA
013 2013 0815 Hit8 0%Biomed A/EcuadorHi118.C1.2.C1R.202013PB1 Enuacar 2012-08-15 COMPLETA
2012-08-30 ik 1CBiomed A/EcuadorHi140.C2.2.4.C52013PE1 Ecuador 2013-08-20 COMPLETA
2014 2014 Hi346 11 Biamed_A/Eruadar/Hi3d6.C1.2.C1.2/2014PB1_Eruadar_2014 COMPLETA
2015 2015-05-04 Hi320 12Biomed A/EcuadorHid20.C12.15.16.C1002015PB1 Ecuadar 2015-05-04 [COMPLETA
2016-03-23 g 13Biomed A/EcuadarHid35.C4.C4.5:2016PB1 Ecnadar 2016-03-23 COMPLETA
2018 2016-05-10 HidsS 14Biomed A/EcuadorHi465.C2.C1/2016PB1 Ecuador 2016-05-10 COMPLETA
2016-05-N6 Hia5sa 15Biomed_A/EcuadorHi458.C1.2/2016PB | _Feuador_2016-05-04 PARGIAL




