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RESUMEN

Introduccion: El virus de influenza pandémica A (HIN1), cuya
circulacion se inici6 en abril del afio 2009 en México y Estados
Unidos, se constituyo en el Gltimo virus pandémico desde los
casos detectados en Hong Kong en 1968. El genoma del virus de
influenza A estd formado por 8 segmentos ARN de cadena
simple (polaridad negativa), que codifican para 10 proteinas.
Los genes hemaglutinina y neuraminidasa codifican para dos
proteinas de superficie y son los utilizados en los analisis de
variabilidad genética. Objetivos: a) Detectar la circulacion del
virus pandémico en pacientes con sospecha clinica de infeccion
por influenza, y b) Diseflar una estrategia para amplificar de
forma completa los genes hemaglutinina y neuraminidasa.
Materiales y Métodos: Fueron analizados por Real-Time RT-
PCR (transcripcion reversa y reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) un total de 181 muestras de hisopado
faringeo, colectadas o remitidas al Hospital de Clinicas, del 6 de
agosto al 11 de octubre de 2009. Para el disefio de amplificacion
de los genes hemaglutinina y neuraminidasa, se han utilizado
herramientas bioinformdticas y reaccion en cadena de la
polimerasa. Resultados: Del total de muestras analizadas, 27
(149 %) dieron resultado positivo para el nuevo virus
pandémico. Por otra parte, la amplificacion completa de ambos
genes proporciond los resultados esperados: 1678-pares de
bases (pb) para la hemaglutinina, y 1427-pb para la
neuraminidasa. Conclusiones: La implementacion de esta
tecnologia de amplificacion permitird posteriormente la
secuenciacion de estos genes a fin de determinar las variaciones
genéticas del virus que podrian tener un impacto en la salud
humana.

Palabras claves: Influenza A (HIN1), gen hemaglutinina, gen
neuraminidasa.

ABSTRACT

Introduction: The pandemic influenza A (HIN1) virus, whose
circulation was detected in April 2009 in Mexico and the United
States, is the latest pandemic virus since the cases reported in
Hong Kong in 1968. The genome of the influenza A virus
consists of 8 segments of single-stranded RNA of negative
polarity, coding for 10 proteins. The hemagglutinin and
neuraminidase genes encode for two surface proteins and are
used in the analysis of genetic variability. Objectives: a) to
detect circulation of the pandemic virus in patients with clinical
suspicion of influenza infection and b) design a strategy to fully
amplify the hemagglutinin and neuraminidase genes. Materials
and Methods: A total of 181 pharyngeal swabs were collected
and sent to the Hospital de Clinicas for analysis using Real-Time
RT-PCR (reverse transcription and polymerase chain reaction in
real time) between 6 August and 11 October 2009. To design the
amplification of hemagglutinin and neuraminidase genes, we
used bioinformatic tools and polimerase chain reaction. Results:
Of the samples analyzed, 27 (14.9%) were positive for the new
pandemic virus. Moreover, the complete amplification of both
genes provided the expected results: 1678-base pairs (bp) for the
hemagglutinin, and 1427-bp for neuraminidase. Conclusions:
The use of this technology for amplification will eventually
allow sequencing to identify genetic variations of the virus that
could have an impact on human health.

Keywords: Influenza A (HINI) hemagglutinin gene,
neuraminidase gene
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INTRODUCCION

En abril de 2009 fue detectado un brote de enfermedad
tipo influenza en México y Estados Unidos. Este virus fue
caracterizado por el Center for Disease Control (CDC,
Estados Unidos) como una nueva variante de influenza A,
el cual se origind a través de eventos de reordenamiento de
genes de influenza aviar, porcina y humana”" El nuevo
virus se disperso rapidamente, y para el 7 de mayo de 2009
el nimero de casos confirmados era de 2.099”" Debido a la
rapida dispersion a nivel mundial del virus, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 alerta
maxima (fase 6), constituyéndose en la tltima pandemia
después de 1968 en Hong Kong.

Segun la actualizacion de la OMS del 14 de febrero de
2010, méas de 212 paises habian reportado casos
confirmados de influenza pandémica HINI1 por
laboratorio, y 15.921 muertes® En el afio 2009, la
Direccion General de Vigilancia de la Salud (DGVS) del
Ministerio de Salud Publica del Paraguay declard un total
de 987 casos, y hasta el 11 de agosto del afio 2010 se
confirmaron 44 nuevos casos"”"

Seguin datos de la OMS, fueron catalogados como grupos
de riesgo de contraer infeccidon por el virus influenza
HINI los lactantes y niflos pequeiios (sobre todo los
menores de dos aflos), embarazadas, personas de
cualquier edad que padecen ciertas enfermedades
cronicas (asma bronquial o neuropatias, cardiopatias,
etc.), y personas portadoras de inmunodepresion grave.
Por otra parte, si bien a nivel mundial se vio que el nimero
de casos registrados ha disminuido en el afio 2010, no es
posible descartar la reaparicion de este virus pandémico, o
la circulaciéon de alguna cepa reordenante con
caracteristicas aun mas patogénicas que la que ha
circulado”™ En el reporte de recomendaciones de
diciembre de 2009, se ha solicitado mejorar la vigilancia,
y la realizacion de un mayor esfuerzo en lograr nuevos
desarrollos tecnologicos en biologia molecular, entre
otros.

El virus de influenza pertenece a la familia
Orthomyxoviridae, compuesta por cuatro géneros:
influenza A, B, C, y Thogovirus™'"" El virus de influenza A
posee un material genético constituido por 8 segmentos de
ARN de cadena simple (de polaridad negativa), que
codifican para 10 proteinas” La cubierta externa esta
compuesta por una envoltura de lipidos que se origina a
partir de lamembrana plasmatica de las células infectadas,
y dos glicoproteinas de superficie que sobresalen de la
envoltura lipidica: la hemaglutinina (HA) y la
neuraminidasa (NA), que exhiben una mayor variabilidad
a nivel de aminoacidos en comparacion con sus demas
proteinas constituyentes”” La variabilidad que muestran

los genes que codifican para las glicoproteinas HA y NA
hace que sean una herramienta util en los analisis
filogenéticos de estos virus'™* Dependiendo de las
variantes a nivel antigénico de estas glicoproteinas de
superficie, hasta la fecha se tienen 16 subtipos HA (H1-
H16)y 9 subtipos NA (N1-N9), agrupandose en diferentes
combinaciones®”

Con respecto al virus de influenza pandémica HINI, la
variante HA ha sido adquirida de porcinos americanos,
mientras que la variante NA de porcinos europeos (aunque
no se ha determinado el lugar exacto donde se produjo este
reordenamiento)'™” Ademas, se ha demostrado la
existencia de variantes resistentes a los tratamientos
antivirales mediante mutaciones especificas (por ejemplo,
la mutacion H275Y en la neuraminidasa ocasiona
resistencia al oseltamivir). Estos hechos hacen resaltar la
importancia de la vigilancia epidemioldgica mediante la
caracterizacion de las variantes virales de influenza a
través de métodos como la deteccion de genes especificos
del virus, o la secuenciacion del material genético de los
mismos.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) Detectar la
circulacién del virus pandémico en pacientes con
sospecha clinica de infeccidon con influenza, y b) Disefiar
una estrategia para amplificar de forma completa los
genes hemaglutinina y neuraminidasa y permitir avances
en el estudio detallado de las variaciones genéticas que
éstos presentan.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

En el afio 2009, fueron colectadas un total de 181 muestras
de hisopados faringeos de pacientes con sospecha clinica
de infeccion con influenza, enfermedad tipo influenza
(ETI), o neumonias graves, remitidas de otros centros o de
aquellos que asistieron al Hospital de Clinicas, Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Asuncion
(UNA), del 6 de agosto al 11 de octubre. Dichas muestras
fueron colectadas mediante la utilizacion de un hisopo
sintético de Dacron® en 2 mL de Medio de Transporte
Viral (BSA 0.5 %, penicilina 100 U/mL, gentamicina 100
U/mL, diluidas en PBS). Las muestras que fueron
colectadas dentro de las 48 horas del inicio de los
sintomas, o hasta 5 dias en casos de gravedad, fueron
mantenidas inicialmente a 4°C, sin congelar, hasta un
maximo de 3 dias antes de ser remitidas al Departamento
de Biologia Molecular y Genética (Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud, UNA), y

182 Pediatr. (Asuncién), Vol. 37; N°3; 2010



guardadas a -80°C hasta su posterior analisis. Todas
fueron codificadas a fin de respetar la confidencialidad de
datos de los pacientes; el resultado con el diagndstico
posterior fueron entregados sin costos para los mismos.

Extraccion de ARN

El ARN fue extraido utilizando TRIZOL" (Invitrogen), a
partir de 300 pL de muestra y siguiendo instrucciones del
fabricante. El acido nucleico fue finalmente resuspendido
en 50 uL de agua tratada con DEPC.

Deteccion por RT-PCR en tiempo real

El ARN extraido fue amplificado por transcripcion
reversa (RT), seguido de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con cebadores especificos,
monitoreado en tiempo real utilizando un termociclador
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: transcripcion
reversa a 50°C por 30 minutos, desnaturalizacion a 95°C
por 2 minutos para inactivar la enzima retrotranscriptasa,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15
segundos y extension a 55°C por 30 segundos. La mezcla
de reaccion fue preparada en un volumen final de 25 pL,
utilizando: 1) el AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit
(Ambion); 2) cuatro pares de cebadores con sus
respectivas sondas, utilizando el Influenza A 2009 HIN1
Assay Sets v1.0 (Applied Biosystems); y 5 nL. de ARN
extraido.

Los cuatro pares de cebadores se utilizan para amplificar
especificamente los genes MA (matriz) genérico de
longitud 106-pares de bases (pb), NP (nucleoproteina)
porcina de 195-pb, HA tipo 1 porcina de 116-pb, y un
control interno humano RNase P de 65-pb.

Disefio de cebadores para amplificar los genes
hemaglutinina y neuraminidasa

Una vez que las muestras fueron detectadas como
positivas para influenza A (HIN1) por el método
comercial arriba descrito, hemos diseniado nuevos
cebadores para amplificar en forma completa los genes
hemaglutinina y neuraminidasa de esas muestras. Para
ello, se procedid a la realizacion de una comparacion
bioinformatica de los genes ya reportados en la base de
datos Influenza Virus Resource, del National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nih.gov). Las
secuencias se eligieron en base a los siguientes criterios:
1) presencia de secuencias completas de los genes
hemaglutinina y neuraminidasa, 2) circulacion de las
cepas en los afios 2009 y 2010, y 3) que representen el
aislamiento del virus a nivel mundial. Las secuencias
fueron editadas manualmente utilizando el programa
BioEdit v7.0.5.3"" y alineadas con Clustal W.""

Posteriormente se buscaron secuencias flanqueantes en
las posiciones 5'y 3' de cada gen, que cumplan con los
siguientes requisitos: 1) una longitud de
aproximadamente 20-pb, 2) presencia del dinucleotido
G/C en el extremo 5', 3) un contenido GC de 30 % a 50 %,
4) ausencia de estructuras secundarias, verificadas con
OligoCalc"”, y 5) ausencia de apareamientos
inespecificos, verificados con el algoritmo blastn"*" En
total, se disefiaron cuatro cebadores (un par para cada
gen). Estos cebadores fueron sintetizados quimicamente
por Sigma-Aldrich.

Estandarizacion de la RT-PCR para los genes
hemaglutinina y neuraminidasa

Una vez que los cebadores fueron disefiados y
sintetizados, se optimizaron las condiciones de
amplificacion de la PCR, para cada par de cebadores. Para
este ensayo, fue utilizado un control positivo de influenza
A (HINT1) de origen brasilefio, a fin de buscar las mejores
temperaturas. Se inici6é una RT en un volumen de 40 pL,
con los siguientes componentes: 1 pLde dNTPs (10 mM),
4 uL de cebadores randomicos (50 ng/pL), 2 uL. de DTT
(100 mM), 8 uL de Buffer 5X First-Strand, 1 pL de RNase
OUT, y 1 puL de enzima MMLV (200 U/uL). Las
condiciones de ciclado fueron: 25°C por 10 minutos, 37°C
por 4 horas, y 85°C por 10 minutos.

El ADN complementario producido por este método fue
utilizado para la amplificacion por PCR, en gradiente de
temperaturas (de 48°C a 60°C), a fin de establecer la
temperatura Optima de apareamiento para cada par de
cebadores. Las condiciones de ciclado fueron: 95°C por 2
minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos,
48°C a 60°C por 30 segundos, y 68°C por 3 minutos. La
extension final fue a 68°C por 10 minutos, y finalizacion a
4°C at infinitum.

Los productos de PCR fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa 2 %, tefiidos con Bromuro
de Etidio por 10 minutos, y visualizados a través de un
transiluminador de rayos UV.

RESULTADOS

De las 181 muestras analizadas, 46 (25.4 %)
correspondieron a nifios < 5 afios. Fueron detectados 27
casos de influenza A (HIN1), lo cual equivale al 14.9 %
del total. Los aislados correspondieron a 4 muestras de
nifios £5 afios, y 23 muestras correspondientes a pacientes
mayores a 5 afios. Del total de nifios <5 afios con sintomas
de enfermedad tipo influenza (n=46), el porcentaje de
infectados por influenza A (HIN1) para este grupo etareo
correspondio al 8.7 %.
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En este trabajo, fueron disefiados cuatro cebadores
especificos para amplificar en forma completa los genes
hemaglutinina 'y neuraminidasa del virus influenza
pandémica A (HIN1) (Tabla 1).

La posicion de los cebadores en la secuencia completa de
ambos genes puede ser visualizada en la Figura 1.

Tabla 1: Cebadores de amplificacion para los genes

hemaglutinina 'y neuraminidasa del virus influenza

pandémica A (HINT).

Cebador

Secuencia (5' @ 3")

Posicion Sentido

GGCAATACTAGTA

InfHA IF Hemaglutin ina 6al 25 Forward

GTTCTGC
1664 al CTGTAGAGACCCA
InfHAIR  Hemaglutinina Reverse
1683 ITAGAGC
GCAGGAGTTTAAA

InfNATF Neuraminidasa -13al 9 Forward

ATGAATCC
1390 al CAAATTACTTGTC
Reverse

1414 AATGGTAAATGG

InfNAIR

Neuraminidasa

A. Gen hemaglutina

1664 1683 1701
1625
Hil L ml
-> «
B. Gen neuraminidasa
1390 1410 1414
-1319
- «

Figura 1: Posicion de los cebadores diseiiados (flechas) para el gen
hemaglutinina (A),y neuraminidasa (B).

Lanumeracion corresponde a secuencias de referencia depositadas en el
GenBank (numeros de acceso CY054630 para la hemaglutinina, y
CY060688 para la neuraminidasa). Los nimeros subrayados simbolizan
los nucledtidos de inicio y término de cada gen.

El uso de estos cebadores nos permitio amplificar
satisfactoriamente los genes hemaglutinina y
neuraminidasa de este virus (Figura 2). Se obtuvo el
tamafio deseado de los productos de amplificacion para
ambos genes, con 1678-pb para hemaglutinina 'y 1427-pb
para neuraminidasa. El analisis de gradiente de
temperaturas para optimizar el apareamiento de los
cebadores permiti6 establecer las temperaturas mas
adecuadas. Hemos determinado que las temperaturas mas
adecuadas fueron de 60°C para los cebadores de la
hemaglutinina, y de 52.4°C para los cebadores de la
neuraminidasa (Figura 2).

Hemos aplicado esta misma metodologia a una muestra de
hisopado faringeo, denominada 20HBO, aislada en
Paraguay en el periodo de estudio descrito previamente, y
logramos amplificar estos genes de forma satisfactoria
(Figura 3).

Hemaglutinina Neuraminidasa

2000 —
1500 ——

- -

I

1000 ——

500 —
.

e e ew e

Figura 2: Gel de agarosa 2% con productos de PCR para los genes
hemaglutinina 'y neuraminidasa (indicados con flechas), en gradiente de
temperaturas de apareamiento de cebadores para cada grupo. Los carriles
estan marcados, de izquierda a derecha, como sigue: 1, marcador de peso
molecular de ADN (longitud de nucleotidos); carriles 2-9, ensayo para el
gen hemaglutinina, con temperaturas de
60/59.1/57.6/55.3/52.4/50.3/48.8/48°C; carriles 10-17, ensayo para el
gen neuraminidasa, con las mismas temperaturas de apareamiento que
las anteriores.

Figura 3: Gel de agarosa 2%, mostrando los productos de PCR (flechas)

para los genes hemaglutinina (A) y neuraminidasa (B), de la muestra
20HBO aislada en Paraguay (2009) a partir del hisopado faringeo
previamente caracterizado por la presencia de influenza pandémica A
(HIND).

DISCUSION

Seglin datos reportados de casos de infeccion por
influenza A (HIN1) en los paises limitrofes de Paraguay,
el porcentaje de deteccion en el afio 2009 wvarid
aproximadamente del 12 al 40 %" Con respecto a los
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porcentajes, en Argentina se reportd 34 % de casos entre
junio/julio"”, Brasil 40 % de casos entre
junio/septiembre””, y Bolivia 12.7 % de casos entre
mayo/agosto”” Segun datos de la DGVS de Paraguay, el
predominio de la circulaciéon del virus influenza
pandémica A (HIN1) en 2009 se registro en el periodo
comprendido entre las semanas epidemiologicas 20 a 34
(17 de mayo a 29 de agosto), con un porcentaje del 75% de
deteccion con respecto al total de los virus respiratorios
reportados en ese periodo® Por lo tanto, esto estaria en
concordancia con la idea que las muestras incluidas en
este estudio (6 de agosto al 11 de octubre) se situaron en la
etapa de disminucion de los casos reportados.

El segundo objetivo de este trabajo fue desarrollar una
estrategia para amplificar los genes hemaglutinina y
neuraminidasa del virus influenza pandémica A (HIN1).
Estos genes son utilizados corrientemente en los analisis
de evolucion molecular y epidemiologia, a fin de
establecer la circulacion de variantes virales en
poblaciones humanas®” Los cebadores disefiados en este
trabajo permitieron amplificar de forma correcta a ambos
genes, lo cual demostrd que el disefio tedrico adoptado fue
correcto. Sin embargo, hemos observado la presencia de
amplificaciones inespecificas para el gen hemaglutinina.
Esto podria deberse a apareamientos no especificos de
uno de sus cebadores en regiones internas, lo cual
produciria productos mas pequefios.

En proximos trabajos, pretendemos utilizar el método de
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