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2. NOMENCLATURA

°C Grados centigrados

ng Microgramos

uL Microlitros

DNAc DNA complementario

RNAc RNA complementario

DNA Acido desoxirribonucleico

DTT Ditiotreitol

dNTPs Desoxirribonucledtidos trifosfatados

EB Buffer de Elucion

g Gramos

HA Hemaglutinina

IRA Infecciones Respiratorias Agudas

mg Miligramos

MgCl12 Cloruro de Magnesio

min Minutos

ml Mililitros

mM Milimoles

ng Nanogramos

nt Nucleotido

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

pH Logaritmo negativo de la concentracion de
iones de hidrogeno

RNA Acido ribonucléico

rpm Revoluciones por minuto

M Proteina de Matriz

mRNA RNA mensajero

NA Neuraminidasa

NANA Acido Siélico

NEP Proteina de Exportacion Nuclear

NP Nucleoproteina

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PB Buffer de Union

PE Buffer de lavado

RNP Ribonucleoproteina

qPCR PCR tiempo real

SSA Secretaria de Salud

TdT Transferasa de Desoxinucle6tidos Terminales

UDG Uracilo-DNA Glicosilasa

RNAv RNA viral



3. RESUMEN

En la dltima década, nos hemos enfrentado a algunos agentes etiolégicos emergentes y
mds recientemente la pandemia generada por el virus de la influenza. A pesar de que la
influenza tiene una tasa baja de fatalidad, el gran nimero de personas infectadas hace
que las pandemias y epidemias de influenza sean un problema grave para la poblacién,
por otro lado las complicaciones a salud que resultan de las coinfecciones bacterianas
aumentan el riesgo de 3muerte en las personas afectadas. Debido a los anterior, el
objetivo de esta tesis es determinar la presencia de diferentes tipos y subtipos del virus
de la influenza asi como coinfecciones con patégenos asociados a enfermedades
respiratorias para contribuir a la vigilancia sobre la epidemiologia molecular del virus de
influenza en el Noreste de México. Para ello, la estrategia experimental consistié en la
extraccion de los dcidos nucléicos totales de las muestras colectadas y la transcripcion
inversa para convertir los RNAs virales a DNAc’s. Estos se amplificaron por medio de
PCR multiplex, se fragmentaron, se marcaron con biotina y se hibridaron en el
microarreglo RPM- Flu 3.1, el cual fue lavado, fijado y escaneado para el andlisis de las
secuencias nucleotidicas identificadas usando el ensayo de microarreglos basado en la
re-secuenciacion. Los resultados mostraron la presencia del virus influenza AHIN1 en el
78% de las muestras del Noreste de México analizadas y se determiné la infeccion
simultdnea con patégenos como Streptococcus, Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria,
Staphylococcus, Moraxella, Adenovirus, Mycoplasma, Herpesvirus y Klebsiella. De las
219 muestras analizadas, el 59% fueron positivas para influenza AHIN1/pdm09 y
estaban asociadas al menos a un patdgeno (23%), seguido de dos con 19%, tres con 15%
y cuatro patégenos en el 2%. El andlisis de la asociaciéon mds frecuente del virus de
Influenza AHIN1 se encontr6 con los patdgenos de de los géneros Streptococcus
(37.4%), Haemophilus (30.1%) y Pseudomonas (20%) y la correlacién positiva se
encontré con bacterias de los géneros Streptococcus, Haemophilus y Neisseria. Los
resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad de detectar la aparicién de nuevos
re-arreglos especificos del gen NA y HA del virus de influenza en pacientes del Noreste
de México. Asi mismo, los patdgenos asociados a los virus de influenza se deberan
analizar en un mayor numero de casos para contribuir a la prevencién mediante
vacunacién asi como su tratamiento y de esta manera reducir la morbilidad y mortalidad

en la poblacion.



4. INTRODUCCION

Las enfermedades emergentes y re-emergentes son un peligro latente para la poblacion.
El virus de la influenza AHIN1 denominada inicialmente como influenza porcina, sufre
constantes mutaciones que introducen nuevas variables génicas capaces de provocar
brotes epidémicos o pandemias ocasionando un problema de salud publica. La mayor
parte de la mortalidad causada por los virus de la influenza A puede ser evitada por la
vacunacion anual; sin embargo, dicha medida no estd asociada con una completa
proteccion debido a la continua evolucion de la estructura antigénica del virus.

La vigilancia de los tipos y subtipos de los virus de la influenza circulantes es
fundamental para la mejora del manejo de la enfermedad y es especialmente importante
para la deteccion temprana que permita identificar rapidamente la propagacién de brotes,
también es importante la deteccion de nuevas variantes del virus de la influenza, o

emergencia de nuevos patrones de resistencia.

El virus influenza tipo A, pertenece a la familia Orthomyxoviridae siendo este el que
presenta mayor prevalencia en esta patologia ya que esta afecta a una gran diversidad de
organismos, con una amplia diversidad de signos clinicos en la cual estdn involucrados
diferentes factores los cuales estdn principalmente relacionados con el ambiente, el
hospedero, pero sobre todo con la cepa del virus. Los virus influenza estdn clasificados
en 3 tipos (A, B, C); basados en las propiedades antigénicas de dos proteinas internas (M
y NP): A a su vez el tipo A se subtipifica segin las caracteristicas antigénicas que
presentan dos proteinas de superficie: la Hemaglutinina (HA) y la Neuroaminidasa

(NA). Hasta el momento se conocen 18 subtipos de HA y 11 subtipos de NA.

El virus de la influenza puede evadir la respuesta inmune del huésped a través de
mutaciones puntuales (denominadas de deriva) en las glicoproteinas de superficie como
la hemaglutinina y neuraminidasa o por la recombinacién de segmentos genémicos entre
diferentes virus que co-infectan la misma célula (recombinacion del virus de distinto

origen), lo cual conducen a la formacién de una nueva cepa con re-arreglos en las



proteinas HA y NA para el caso de influenza A y linajes para el virus de influenza B

como son, B/Yamagata/16/88 (Yam88) y el B/Victoria/02/87 (Vic87).

Estas nuevas variables génicas son capaces de provocar brotes epidémicos o pandemias
ocasionando un problema de salud publica. La vigilancia del virus de la influenza es
fundamental para la mejora del manejo de la enfermedad y es especialmente importante
para la deteccion temprana de los virus que permita identificar rdpidamente la
propagacion de brotes y deteccion de nuevas variantes del virus de la influenza. Para ello
se requiere realizar la vigilancia epidemiolégica molecular con el uso de técnicas
moleculares que en conjunto permitan conocer de inmediato y de manera precisa cual es

el virus circulante, para un manejo adecuado y prevencion de epidemias.

En reportes previos de pandemias causadas por el virus de la influenza se ha descrito que
gran parte de las muertes atribuibles a la infeccién por este virus ocurren como
consecuencia del desarrollo de neumonias bacterianas. Las principales complicaciones
respiratorias asociadas a la influenza son la neumonia primaria, neumonia bacteriana
secundaria, neumonia por patdégenos inusuales y exacerbaciones de enfermedad
pulmonar crénica. Los estudios experimentales muestran que por el aumento de los
mecanismos de union e invasion bacteriana, de replicacion viral y modificaciones en la

respuesta inmune, las bacterias actdan sinérgicamente con el virus influenza.

Para ello, en la presente tesis, utilizamos un microarreglo de DNA y re-secuenciacion
para el andlisis de las secuencias nucleotidicas de los virus de influenza asi como los
patégenos asociados en pacientes con enfermedades respiratorias de los estados del
Noreste del Pais para contribuir a la vigilancia sobre epidemiologia molecular del virus

de influenza.



S.ANTECEDENTES

Infecciones Respiratorias Agudas

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA) son un variado grupo de enfermedades
causadas por agentes que afectan diversas zonas de las vias respiratorias. Los signos y
sintomas de las IRA constituyen tos de menos de 15 dias de duracidn, dificultad para
respirar, estridor, dolor o enrojecimiento faringeo, otalgia, otorrea, rinorrea, Yy
obstruccién nasal. Las IRA son infecciones leves como resfriado o catarro, faringitis,

amigdalitis, bronquitis, otitis, o enfermedades graves como la neumonia.

Las IRA son causadas tanto por agentes bacterianos como virales. Entre las bacterias que
causan estas infecciones estdn Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y
Streptococcus B hemoliticus, siendo Streptococcus pneumoniae el de mayor porcentaje
de asociacion. Los agentes virales mds comunes son el virus Sincitial Respiratorio
(RSV), parainfluenza, influenza y coxsackie, entre otros. Las infecciones respiratorias
por virus comunmente desencadenan condiciones serias que pueden resultar en la

hospitalizacion de aquellos pacientes que ademéds padecen una condicién crénica.

La influenza epidémica es responsable de morbilidad y mortalidad significativa con un
serio impacto social y econémico a través del mundo (WHO, 2005). Cada afio el virus
de la influenza tipo A causa de tres a cinco millones infecciones graves en humanos y
0.25 a 0.5 millones de personas mueren por influenza en todo el mundo (WHO, 2005).
En México la afeccidon se transmite con rapidez durante las epidemias estacionales y
afecta de 10 a 20% de la poblacién. Desde el 2009, la vigilancia epidemioldgica de
influenza en México se ha mantenido ininterrumpida. Durante todo el 2013 se detectaron
un total de 36,023 casos sospechosos a influenza, de los cuales 4,480 se confirmaron
mediante PCR tiempo real. De todos los casos confirmados a influenza se registraron
314 defunciones, resaltando que el 95% de estas correspondieron a pacientes que
presentaban una o varias comorbilidades crénicas y/o no se vacunaron para la
prevenciéon de influenza estacional (SINAVE/DGE/Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica de Influenza, 2014). Durante el 2017 se han notificado 5 220 casos



positivos para influenza, los niveles registrados son similares a los observados durante el
2016 y mayores a los niveles observados durante la temporada 2013-2014 (PHAO/OPS,
2017).

Epidemias de Influenza

La influenza es responsable de la alta tasa de morbilidad y mortalidad con gran impacto
social y econémico a nivel mundial (WHO, 2005). Datos publicados por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2014) indican que, a nivel mundial, las epidemias causadas
por los virus de influenza producen hospitalizacion y fallecimiento de las personas, sobre
todo en grupos de alto riesgo como infantes, ancianos y enfermos cronicos. Se ha
documentado que una pandemia por virus de influenza ocurrida en el afio 1918 lleg6 a

producir cerca de 50 millones de casos fatales.

Al menos cuatro pandemias de influenza han ocurrido en el siglo XIX y otras tres
ocurrieron en el siglo XX. La pandemia de "influenza espanola" ocurrida entre los afios
1918 y 1919 caus6é un nimero estimado de 21 millones de fallecimientos a nivel
mundial. Esta pandemia produjo la introduccion de la influenza AHINI. Otras
pandemias de influenza asidtica aparecieron en el afio 1957 A H2N2 y la gripe de Hong

Kong en el afio 1968 AH3N2 (Phillipe, 2010).
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Figura 1. Cronologia de pandemias del virus de Influenza. A lo largo del tiempo el virus de influenza
ha causado pandemia en todo el mundo, desde el primer brote registrado en Rusia 1889, seguido por la
aparicion de nuevos tipos y subtipos de virus de Influenza.



Existe un reporte reciente de casos fatales en China producidos por el subtipo AH7N9

(Hualan, 2013), este es un virus de origen aviar muy transmisible entre humanos.

Actualmente, existen vacunas disefiadas para proteger en contra de los tipos y subtipos
del virus de Influenza, al menos 3 tipos comunes de Influenza se encuentran co-
circulando y cominmente cada afio se producen vacunas nuevas. En el afio 2014 las
vacunas producidas (FluArix, FluLaval, FluZone y FluMist) se recomendaron de forma
cuadrivalente contra los tipos AHIN1 pdm 09 (A/California/7/2009), AH3N2 estacional
(A/Texas/50/2012) y B (B/Massachusetts — B/Brisbane) (CDC, 2014).

En el 2016 los casos reportados de influenza fueron aislados y muy por debajo de los
niveles esperados para la temporada, predominando el suptipo A H3N2 (WHO, 2016).

En el ano 2017 se ha observado un decremento de los casos de influenza en el norte de
América y se observa un ligero incremento en los casos positivos de México,

predominando el virus AHINT pdm 09, AH3N2 y B (WHO, 2017).

Virus de influenza

Los virus de la influenza son miembros de la familia Orthomyxoviridae y son
clasificados en los géneros A, B y C, de los cuales la influenza tipo A han sido aislados
de humanos, caballos, cerdos, focas, ballenas y de una gran variedad de especies de
aves, esto es contrastante en comparacion con el virus de influenza B que ha sido aislado

solo de humanos (Nerome, 1998).

Hay diferencia concluyente entre la enfermedad resultante por la infeccion causada por
el virus de influenza entre diversas especies. Asi como también hay variaciones en la
severidad de la enfermedad. La infeccién producida por los virus en mamiferos es

usualmente localizada y confinada al tracto respiratorio.

Los virus de influenza A, B y C pueden ser distinguidos en la base de sus diferencias
antigénicas entre sus nucleoproteinas (NP) y proteinas de matriz (M). Ambos virus

influenza A y B contienen 8 segmentos gendmicos de RNA, mientras que el virus de



influenza C contiene solo 7 segmentos gendmicos de RNA. Todos estos virus pueden
infectar naturalmente al hombre, sin embargo sélo el virus de la influenza A ha sido

responsable de todas las pandemias (Bouvier y Palesse 2008; Suzuki 2005).

Los virus de la influenza A y B son los mds relevantes clinicamente, ya que causan
infecciones respiratorias severas, en nifios principalmente e individuos con problemas

pulmonares o sistemas inmunes suprimidos.

El virus de influenza B fue aislado por primera vez en 1940 y desde entonces ha
continuado circulando en humanos contribuyendo cada afio a la actividad epidémica de
influenza. Los virus de la influenza B comenzaron como un grupo homogéneo e
iniciaron a divergir en dos linajes antigénicamente distinguibles hasta 1970 (Biere et al.,
2010). Estos dos linajes son genéticamente distintos, el B/Yamagata/16/88 (Yam88) y el
B/Victoria/02/87 (Vic87) en 1986 y 1987 (Nerome, 1998). Los virus de influenza B no
son clasificados en subtipos basados en los genes HA y NA, como los virus de influenza

A (Rong Yang, 2012).

Es importante mencionar que los anticuerpos contra un tipo de influenza o subtipo
confieren proteccién limitada o nula contra otro tipo o subtipo y los anticuerpos contra
un tipo o subtipo antigénico de influenza puede no conferir inmunidad a una nueva
variante antigénica del mismo tipo o subtipo. Los virus de influenza B sufren de deriva
antigénica de forma mds lenta comparada con los virus de influenza A. Los virus de
influenza A y ambos linajes de virus de influenza B han co-circulado en las temporadas

de influenza recientes (WHO, 2014).

Estructura del virus de Influenza

Los virus de influenza A y B son virtualmente indistinguibles mediante microscopia. En
La Figura 2 se puede observar que el virus de la influenza A estd formado por
glicoproteinas en forma de pico “spikes” de HA y NA, en un radio de aproximadamente

cuatro a uno, derivado de una membrana lipidica de la célula hospedera. Un menor



ndmero de canales i6nicos de la proteina de matriz (M2) atraviesan la envoltura lipidica.
La envoltura del nicleo esta constituida por tres proteinas de membrana hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA) y M2 y por encima la proteina de matriz M1 que encierra el
ndcleo viral. Interno a la matriz M1 se encuentra la proteina nuclear de exportacion
(NS2) y el complejo de ribonucleoproteina (RNP) compuesto por segmentos de RNA
virales recubiertos por la nucleoproteina (NP) y la RNA polimerasa, compuesta de dos
subunidades de polimerasas bésicas y una acidica (PB, PB2 y PA).

La organizacién del virus de la influenza B es similar a la influenza A, con cuatro
proteinas de envoltura: HA, NA, M1 y en lugar de la proteina de matriz M2 se encuentra

BM2 (Bouvier, 2008).

Nucleoproteina Neuraminidasa

Complejo
Polimerasa (PA,

Bicapa lipidica

Hemaglutinina

Proteina de Matriz 1 Proteina def M .amz 2
(Canal 16nico)

Tomado de www.MedicalEcology.org

Figura 2. Estructura del virus de influenza A. El virus de influenza contiene 8 fragmentos de RNA
viral, y estd definido por dos glicoproteinas en la superficie del virién. El primer paso de infeccién con el
virus es mediado por la glicoproteina membranal HA que permite la unién y fusién a las células



hospederas y la NA que facilita la exportacion y salida de la célula hospedera. Estas dos glicoproteinas
exhiben gran diversidad estructural y, al menos, 18 HA'y 11 NA han sido identificadas hasta la fecha. S6lo
los subtipos con hemaglutinina H1, H2 y H3, asi como neuraminidasas N1 y N2 estan circulando en la
poblacién humana.

Genoma del virus de la Influenza

El genoma del virus de la influenza A y B consiste de ocho segmentos de RNA de
cadena simple. Hay ocho segmentos que codifican para siete proteinas que constitiuyen
la particula viral (PB, PB2, PA, HA, NA, NP y M1) y al menos tres proteinas no
estructurales que son encontradas sélo en la célula infectada (M2, NS1 y NS2). Ademads
de una proteina no estructural adicional (NB) que es encontrada sélo en el virus de la
influenza tipo B.

Los 8 segmentos de los virus influenza A y B (y los 7 segmentos del virus de influenza
C) son numerados segun su longitud, en orden decreciente. Los segmentos 1,3,4 y 5 de
influenza A y B codifican para las proteinas PB2, PA, HA, y NP, respectivamente. Todos
los virus de la influenza codifican la subunidad PB1 de la polimerasa en el segmento 2.
El segmento 6 del virus de influenza A codifica sélo para la proteina NA, mientras que el
mismo segmento en el virus de la influenza B codifica para NA y para la proteina de
matriz NB. La proteina NB es una parte integral de membrana correspondiente a la
proteina M2 de influenza A. El segmento 7 de los virus de influenza A y B codifica para
la proteina de matriz M1. En el genoma de influenza A, la proteina M2 es también
expresada a partir del segmento 7 por un procesamiento de splicing alternativo, mientras
que para influenza B codifica su proteina de membrana BM2 en un marco de lectura
alternativo (Tabla 1). Para los virus A y B, el segmento 8 codifica para la proteina NS1
(antagonista de interferén) y por splicing del RNAm, la NEP/NS2, la cual estd
involucrada en la exportacion de las ribonucleoproteinas virales del nucleo de la célula

hospedera.

La organizaciéon gendmica del virus de influenza C, con siete segmentos, es similar a la
organizacion de los virus A 'y B, con la excepcion que la proteina HEF reemplaza las

proteinas HA y NA (Bouvier y Palesse, 2008).



Tabla 1. Segmentos genémicos del virus de Influenza

Segmento Codificacion Funciones conocidas
4 Hemaglutinina (HA)  Receptor de unién, fusién de membrana a la célula
6 Neraminidasa (NA) Facilita la salida de nuevos virus producidos
NB Proteina integral de membrana (andloga a la proteina M2 en
Influenza A)
7 Matriz 1 (M1) Interactda con el genoma y el factor nuclear de exportacién,

asiste el ensamblaje viral

Matriz 2 (M2) Canal i6nico, controla el pH en golgi durante la sintesis de HA

y en la desenvoltura del virién
5 NP Nucleoproteina (capside) y sintesis viral

Complejo de transcripcion

1 PB-2 Subunidad de unién, polimerasa, determinante de virulencia
2 PB-1 Subunidad catalitica de la RNA polimerasa
3 PA Subunidad viral RNA polimerasa
8 No estructurales (NS)
NS1 Control post-transcripcional,, antagonista interferén
NEP/NS2 Exportacién nuclear de RNA viral, ensamblaje viral

Tomado de Hilleman, 2002 y Bouvier, 2008

Ciclo de replicacion de Influenza

Como se muestra en la Figura 3 en la etapa inicial de la replicaciéon del virus de
influenza, la HA viral se une al 4cido sidlico en la superficie de la célula hospedera y el
virus entra a la célula por medio de una endocitosis mediada por receptor. El pH acido
del endosoma abre los canales i6nicos M2, resultando en una acidificacién del interior
del virus, éste proceso es necesario para la liberacion de las ribonucleoproteinas (RNP)
al citoplasma. Posteriormente, las RNP son translocadas al nicleo donde la polimerasa
de RNA dependiente de RNA transcribe y replica el RNA viral de sentido negativo
((-)RNAv) formando tres tipos de moléculas de RNA: RNA complementario de sentido



positivo ((+)RNAc), el cual se utiliza como templado para sintetizar mas RNA viral. Los
RNAs pequefos virales de sentido negativo (sVRNAs) regulan el cambio de
transcripcion a replicacion; y, los RNAms, que son exportados al citoplasma para su
traduccion. Las proteinas virales que son necesarias para la replicacion y transcripcion
son translocadas al ndcleo mientras que las proteinas estructurales (HA, NA y M2) son
llevadas a la membrana celular. Las RNP son entonces exportadas al citoplasma y
llevadas a la membrana celular con ayuda de la proteina M1 y NEP para el ensamblaje.
La salida del virus de influenza de la celula hospedera es mediada por la actividad

sialidasa de la NA, que destruye el 4cido sidlico de las glicoproteinas celulares.
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Figura 3. Ciclo de replicacién del virus de la influenza A. La endocitosis del virus es mediada por la HA,
las ribonucleoproteinas virales (RNPv) se liberan en el citoplasma y, posteriormente, se transportan al
nicleo, donde tienen lugar la replicacion y transcripcion. Los RNAm se exportan al citoplasma para su
traduccién. Los proteinas tempranas virales necesarias para la replicacién y la transcripciéon son
transportadas de vuelta al nicleo, mientras que las proteinas tardias M1 y NS2, facilitan la exportacion
nuclear de de las RNPv’s recién sintetizadas. El montaje y la gemacidn de los viriones recién formados, es
llevada a cabo en la membrana plasmatica.
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Adsorcion del virus

Los virus influenza reconocen el acido N-acetylneuraminico (sidlico) en la superficie de
la célula hospedera. Los é4cidos sidlicos son monosacaridos 4cidos de nueve carbonos
cominmente encontrados en el extremo terminal de muchos glicoconjugados que estdn
presentes en muchos tipos de células y en muchas especies animales. El carbon-2
terminal del acido sidlico puede unirse a el carbon-3 o el carbon-6 de galactosa, estas
diferentes uniones resultan en configuraciones estéricas unicas del acido sialico terminal.
La fraccién de acido sidlico es reconocida y unida por los “spikes” en la superficie de los
virus influenza, los cuales tienen una especificidad preferencial para uniones -2,3- o
uniones -2,6-. En las células epiteliales de la trdquea de humanos las uniones -2,6-
predominan; en el epitelio del intestino de patos son mds comunes las uniones -2,3-. El
acido sidlico con uniones terminales -2,3- estd también presente en el epitelio
respiratorio humano, pero en menor abundancia. Consecuentemente, los humanos y
otros primates pueden ser infectados por virus de influenza aviar, aunque con menos
eficiencia que con otras cepas humanas. La expresion diferencial de acido sialico en el
tracto respiratorio de los mamiferos puede explicar la baja infectividad y alta
patogenicidad de algunas cepas de virus aviar. En humanos, las proteinas de acido
sidlico con uniones -2,3- suelen ser menos abundantes y mds prevalentes en tracto
respiratorio bajo (bronquiolos y alveolos). Los pulmones no son accesibles a particulas
virales transportadas por aire como es el tracto respiratorio alto (nasofaringe, senos
paranasales, trdquea, y bronquios). Por lo tanto, la infeccién con el virus aviar es
relativamente rara en humanos, sin embargo cuando una cepa aviar infecta el pulmén
humano resulta en una neumonia severa con grados de fatalidad que exceden el 60%.

Durante la replicacion viral, la proteina HA es cortada por serin-proteasas en HA1 y
HAZ2; esta modificacion post-traduccional es necesaria para la infectividad del virus. Se
cree que la HA2 media la fusion de la envoltura del virus con la membrana celular. La
HAT contiene el receptor y los sitios antigénicos variables. Las mutaciones en multiples
sitios antigénicos resultan en una cepa viral que no serd efectivamente neutralizada por

anticuerpos del hospedero, lo que lo hace susceptible a infecciones.
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Entrada del virus

Una vez que la proteina HA del virus influenza se une al acido sidlico, el virus es
endocitado. La acidificacion del compartimento endosomal es crucial para que el virus
pueda liberarse de su envoltura por dos caminos. Primero, el bajo pH conduce a un
cambio conformacional en la HA, exponiendo un péptido de fusiéon que media la fusion
de la envoltura con la membrana endosomal, de esta manera abre un poro a través del
cual las RNPs son liberadas en el citoplasma celular. Segundo, los iones de hidrégeno
desde el endosoma son bombeados dentro de la particula viral via la proteina de canal
i6nico M2. La proteina M2 es el blanco de las amantadinas, drogas anti-influenza que
bloquean la actividad del canal i6énico y previenen la liberacién de la envoltura. La
acidificacion interna del virion de influenza disgrega las interacciones proteina-proteina

internas, permitiendo que las RNPs sean liberadas al citoplasma (Maeno 1994).

Sintesis de RNA

Una vez liberadas del virion, las RNPs son transportadas al nucleo celular por medio de
sefales de localizacion nuclear de proteinas virales, las cuales dirigen proteinas celulares
para importar las RNPs. El nucleo es la localizacion de toda la sintesis de RNA viral,
tanto de los RNA mensajeros poliadenilados y con capuchén (cap) que actian como
templado para la traduccion de proteinas virales en la célula hospedera como de los
segmentos de RNA que forman el genoma de la progenie viral. La RNA polimerasa viral
usa el RNA viral de sentido negativo como templado para la sintesis de dos especies de
RNA positivo: RNA mensajeros y RNA complementario (RNAc), intermediario. Los
RNAs positivos sintetizados son utilizados en la transcripcion subsecuente de las nuevas
copias de RNA gendémico viral (RNAv). El tallo de Poli(A) de los RNA del virus
influenza esté codificado en el RNAv como una fraccion de 5 a 7 residuos de uracilo. El
“capping” de los RNA mensajeros ocurre de una manera Unica en la cual las proteinas
PB1 y PB2 capturan los oligonucleotidos capeados de los transcritos pre-RNAm del
hospedero para iniciar la sintesis del RNAm viral, este proceso es llamado “secuestro del

£ 99

capuchon”. La transcripcion da lugar a 8 transcritos primarios (7 en caso de influenza
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tipo C). Dos de estos segmentos dan lugar a un transcrito primario que puede tener un
procesamiento alternativo de su RNAm, dando como resultado dos transcritos
alternativos. El segmento M da lugar a dos RNAms alternativos que codifican para la

proteina M1 y la proteina M2.

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

nucleoporinas (Bouvier y Palesse, 2008).

Sintesis de proteinas

Las proteinas de envoltura HA, NA, y M2 son sintetizadas por los RNAm virales en los
ribosomas unidos a la membrana de reticulo endopldsmico, donde son plegadas y
transportadas al aparato de golgi para modificaciones post-traduccionales. Las tres
proteinas tienen sefales apicales que las dirigen hacia la membrana celular para el
ensamble del virién. Se cree que M1 que juega un papel en conducir el complejo RNP-
NEP en contacto con las proteinas de envoltura para el embalaje con la membrana del

hospedero (Bouvier y Palesse, 2008).

Morfogénesis del virus

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

Palesse, 2008).
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Salida de la progenie del virus

El brote de los virus influenza ocurre en la membrana celular y probablemente inicia con
la acumulacién de proteina de matriz M1 en el bicapa lipidica del lado del citoplasma.
Los “spikes” de HA se unen por el acido sidlico en la membrana celular, hasta que las

particulas virales son activamente liberadas por la actividad sialidasa de la proteina NA.

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

1994).

Generacion de nuevos virus de Influenza

Existen dos formas distintas para la generacién de nuevos virus de influenza, la Figura 4
explica la generaciéon por Salto génico y por Deriva antigénica. Un nuevo virus es
producido a partir del salto génico y se caracteriza por un cambio abrupto, resultando en
un subtipo del virus de influenza con una nueva combinacién de HA y NA, por lo que
cuando este cambio ocurre, la poblacién no tiene inmunidad contra el virus. Este tipo de
cambio ocurre ocasionalmente y puede saltar de una especie a otra provocando
pandemias. El cambio mediante deriva génica es un pequeilo cambio en los genes del
virus de influenza que ocurren durante la replicacion del virus, este cambio produce
virus que son muy parecidos a otros y comparten las mismas propiedades antigénicas

por lo que un sistema inmune expuesto a estos virus seran facilmente reconocidos.

Hay muchos factores que determinan si una especie puede actuar como hospedera de

una infeccion. El factor mas evidente es el contacto prolongado entre el hospedero y el
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patégeno de la infeccién a ocurrir. Esto hace que algunas especies tengan mads
probabilidad de infectarse que otras. El reservorio natural de los virus de la influenza
son las aves acudticas en las cuales los virus parecen haber alcanzado un nivel 6ptimo de
la adaptacion al anfitrion. La transmision entre las aves ocurre directa o indirectamente a
través de aerosoles, contaminaciéon fecal del agua, de los alimentos, o de otros

materiales.

Los virus de influenza A son los que presentan mayor variabilidad, ademds de su
potencial pandémico dada su gran mutabilidad y la capacidad de recombinacién por
tener la caracteristica de poseer un genoma segmentado, esto es debido a que el virus
tiene multiples hospederos capaces de transmitirse el virus entre si. En los dltimos afios,
estudios de epidemiologia molecular han revelado cuales son los principales subtipos del
virus influenza que circulan en la poblacién aviar. Durante su replicacion, estos virus
pueden acumular mutaciones e intercambiar genes durante coinfecciones con la

consecuente emergencia de nuevas cepas.

La infeccién en aves se extiende desde la infeccion asintomatica, la enfermedad
respiratoria leve, a una enfermedad severa y rdpidamente fatal, lo que conlleva a la
muerte del animal. Los virus aviares de la influenza capaces de causar brotes de
enfermedad severa en pollos o pavos se clasifican como altamente patogenos y se

restringen actualmente a los subtipos H5 y H7 (Anders, 2006; de Jong y Hien, 2006).

La preferencia por una especie de hospedero en particular se determina por la unién
precisa entre proteinas HA y los receptores que contienen écido sidlico. La HA se une a
receptores que contienen acidos sialicos en su extremo terminal, es ahi donde la unién
precisa entre proteina y receptor determina la preferencia por una especie de huésped en
particular. Un interruptor es la especificidad del receptor de los é&cidos sidlicos
conectados con galactosa. En aves el enlace es 02-3 mientras que en mamiferos es de
a2- 6. Esta diferencia o impide que los virus de la influenza A crucen la barrera de la
especie y se adapten a un nuevo anfitrion. Estudios realizados con HA han demostrado
que unas pocas sustituciones de aminodcidos son suficientes para generar cambios en la

afinidad del dominio de la proteina hacia su receptor. Ademds se ha encontrado que

15



ligeras modificaciones en la estructura secundaria de la proteina puede exponer ciertos
residuos que sirven de unidén al receptor de una manera mdas directa que otras

conformaciones (Hilleman, 2002).

La influenza frecuentemente causa enfermedades respiratorias en los cerdos. Los cerdos
tienen subtipos especificos de estos virus, pero también son susceptibles a cepas
humanas y aviares. Esto se debe en parte a la presencia de ambos tipos de enlaces, 02-3
y a2-6, vinculados a 4cido sidlico en el epitelio respiratorio. Los seres humanos pueden
verse afectados por las cepas transmitidas por los cerdos. Los cerdos son reservorios del
virus, y un vehiculo para que las cepas de virus puedan tengan recombinaciones que
pudiesen dar origen a la creacién de un subtipo de alta patogenicidad capaz de infectar

tanto al hombre como a otros animales (Anders, 2006; de Jong y Hien, 2006).

En cada temporada se forman esporddicamente nuevas cepas debido al reacomodo en el
genoma del virus de influenza y debido a que estos reacomodos son normalmente
determinantes para su potencial infeccioso es necesario tener investigacién constante

sobre estos reacomodos y nuevas cepas (Wang, 2006).

Por otro lado, se ha observado en los virus de Influenza B que han sido aislados, una
diferencia importante en las secuencias nucleotidicas sobre todo en la secuencia
codificante para el gen que codifica a la HA, dichas observaciones han concluido que se
tienen viejas y nuevas variantes co-circulando en una misma época en regiones cercanas
(Kanegae, 1990). Asi mismo hasta 1990 se estimé una tasa de evolutiva aproximada de
2.3 x 1073 substituciones silenciosas por nucleétido por afio en el gen de hemaglutinina
(HA) para el virus de Influenza B (Ko6nig, 2010). Se han investigado las vacunas para
Influenza B y en afios anteriores se observé una baja eficacia, esto atribuido

probablemente a la pobre respuesta inmunoldgica.
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Figura 4. Salto génico y Deriva antigénica de virus de Influenza. El virus sufre intercambio de
segmentos génicos con otros tipos de virus de influenza de diferentes hospederos naturales, tales como las
aves y cerdos o una serie de mutaciones puntuales conocidas como deriva genética. a) El Salto génico se
debe la habilidad del virus de influenza A para infectar animales que viven cercanos a los humanos que
propicia una situacion en la cual infecciones dobles con virus humano y no humano originan nuevas cepas
con composiciones genéticas muy diferentes. Los viriones descendientes pueden contener mezclas de los
genes en los genes que codifican para la HA, NA, o ambas. b) La Deriva antigénica se debe a mutaciones
en el material genético que producen cambios en los polipéptidos viricos, los cuales sufren dos a tres
sustituciones de aminoacidos cada afio. La capacidad de las cepas de propagarse en la comunidad depende
de si se ven afectados los antigenos de HA y NA; pero ya que los cambios cambios antigénicos son menos
pronunciados tienden a causar brotes localizados mas que grandes epidemias.

Tomado de: Flu antigenic shift/ drift - www.niaid.nih.gov

Variabilidad de Neuraminidasa, Hemaglutitina y Proteina de Matriz

La NA es la proteina encargada del anclaje entre la célula hospedero y el virus, la
secuencia aminoacidica de NA estd codificada por el segmento 6. Once subtipos de
neuraminidasa estdn descritos para influenza A y solo un tipo ha sido descrito para
influenza B y C. Los nueve tipos de neuraminidasa para influenza A estdn divididos en
dos grupos filogenéticos; el primer grupo consiste en las neuraminidasas N1, N4, N5 y
N8 y segundo grupo en N2, N3, N6, N7 y NO.

La NA participa en miltiples funciones del virus, como el anclaje a las mucosas
respiratorias, permitiendo asi el movimiento hacia la célula blanco y la formacién de

nuevas particulas virales de la superficie de la célula infectada.
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La estructura de la NA conforma 470 residuos aminoacidicos y su estructura
tridimensional consiste en dominios como: citopldsmico, transmembranal, cabeza y
cubierta. La estructura tridimensional ha sido descrita en los tipos N1, N2, N4, N8, NO y

para el tipo B. Solo el 30% de la estructura es idéntica entre cada tipo.

La HA estd codificada por el segmento 4 de RNA. Esta glicoproteina es la mads
importante y constituye alrededor del 40% de las proteinas del virus. Ademads, la HA es
uno de los antigenos virales contra los que se dirige una parte importante de la respuesta
inmunoldgica neutralizante. El reconocimiento de los anticuerpos por la HA estd
altamente correlacionado a los cambios conformacionales en los sitios antigénicos
(epitopes) de la proteina. La mayor parte de los epitopes se concentran en la region HA1
de la proteina, la cual es la responsable de la antigenicidad. La HA tiene cinco epitopes
variables (A, B, C, D y E), cada uno con aproximadamente veinte aminodcidos
localizados en la superficie de la proteina (Paglini, 1999).

El receptor celular que necesita la HA viral para poder unirse a la célula suceptible y
comenzar la multiplicacién viral es el dcido sidlico. El mismo estd unido a la galactosa
mediante una unién a (2,3); algunos subtipos de HA se unen preferentemente mediante
unién a (2,6) (Flint S. y cols., 2000). Las hemaglutininas de los virus de aves y equinos
se unen preferencialmente a receptores con terminaciones o (2,3), mientras los virus
humanos se unen a receptores con terminaciones o (2,6) (Rogers G. y col., 1983). La
predominancia de estos receptores en los diferentes tejidos refleja la variabilidad del

virus en las diferentes especies.

La proteina M1 es la proteina mas conservada del virus y estd codificada por el
segmento 7 de RNA. Posee dos dominios cuya conformacién relativa es flexible.
Aunque esta proteina se localiza mayoritariamente en el citoplasma de la célula
infectada, posee una sefial de localizacién nuclear y aparece en el nicleo en los primeros
tiempos de la infeccién. La proteina M1 es el factor esencial en la formacién de

particulas virales (Gomez-Puertas 1999).

18



La proteina M2 estd codificada por un RNAm con expresion mediante splicing
diferencial derivado del segmento 7. Es una proteina integral de membrana que se
expresa de forma abundante en la membrana plasmatica de la célula infectada (Lamb,
2000). La forma biolégicamente activa de la proteina es un tetrdmero en el que los
mondémeros estdn unidos por puentes disulfuro por su zona N-terminal. Las regiones
transmembrana de los monémeros forman un canal iénico el cual se activa a pH 4cido y
es fuertemente selectivo para protones (Mould, 2000). El canal i6nico se puede inhibir
por amantadina, un antiviral especifico para el virus de la influenza A, aunque se han
observado excepciones (Xoconostle-Moran, 2013). Se han aislado cepas resistentes al
inhibidor cuyas mutaciones se localizan en la proteina M2, a lo largo de la region
transmembranal (Hay, 1995).

Con respecto a la resistencia a adamantanos, en el 2013 Xoconostle-Moran en nuestro
laboratorio encontré que el 100% de las muestras analizadas presentaron el cambio
S31N, el cual es uno de los cambios aminoacidicos mds importantes que promueven la
resistencia a adamantanos (Astrahan y Arkin, 2011). Esto corrobora que el uso de
amantadina y rimantadina no es eficaz para el tratamiento contra el virus de la Influenza
A(HINT) pandémica en México. Estos resultados corresponden a lo anunciado en el
boletin informativo sobre la composicion recomendada de las vacunas contra el virus de
la Influenza en la temporada 2013-2014 del hemisferio norte y el uso de los antivirales
contra los virus de Influenza, emitido por la Organizacién Mundial de la Salud (2013),
en el cual se informa que en todas las pruebas realizadas a los virus de la Influenza

A(HINT) pandémica, se encontr6 el cambio aminoacidico S31N.

Coinfeccion del virus de Influenza con otros patégenos asociados a enfermedades

respiratorias

La coinfeccidon bacteriana es un factor importante en la morbilidad y mortalidad de la
Infuenza. La neumonia bacteriana que complica la infeccion por influenza fue una de las
principales causas de muerte durante la pandemia de Influenza espanola de 1918 y
durante periodos de actividad de la influenza estacional en los periodos inter-

pandémicos. Durante la pandemia de 1918-1919 las bacterias que fueron encontradas
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frecuentemente eran bacterias colonizadoras de las vias respiratorias superiores de
personas sanas como Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes y/

o Staphylococcus aureu (Brundage y Shanks, 2008).

La coinfeccién bacteriana fue reportada frecuentemente en casos letales durante la
influenza A HIN1 pandémica del 2009, siendo S. pneumoniae el patégeno mas
frecuentemente identificado. Estudios en poblaciones especificas (pacientes criticamente
enfermos) demostraron la presencia de coinfeccidn bacteriana en el rango de 18% a 33%
de los pacientes con influenza AHIN1 que presentaron neumonia viral. En el 2013, en
nuestro laboratorio se encontrd que patdgenos que se presentaron con mayor porcentaje
de asociacién con los casos positivos de influenza AHINI pandémica fueron
Streptococcus (40%), Haemophilus (36%), Pseudomonas (34%) y Neisseria (35%)
(Willis C., 2013).

Por otro lado la influenza estacional y la influenza B frecuentemente también se
complican por infecciones bacterianas. La coinfeccion bacteriana ha sido encontrada en
alrededor del 30% de todos los casos con influenza estacional y los patégenos mas
frecuentes reportados incluyen Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus 'y
Streptococcus pneumoniae (Torres et al., 2012). Recientemente en nuestro laboratorio se
encontr6 que en muestras de pacientes con influenza B se encuentran asociadas a
patégenos bacterianos en el 35% de los casos, siendo mds frecuente la coinfeccién con
un solo patdégeno (44%), asociacién con dos patdégenos en un 28%, asi como tres
patégenos con un 17% y hasta 4 patégenos en un 11% (Rodriguez A., 2014). Estos
resultados fueron similares a los encontrados en Espaiia (Cilloniz et al., 2012) y Estados

Unidos (Louie et al., 2009) ya que mencionan porcentajes de asociacién del 33 y 25%

respectivamente en el total de las muestras de influenza analizadas.

Estudios recientes muestran que la influenza pandémica AHINI1 puede causar
morbilidad y mortalidad significativa en pacientes inmunocomprometidos y confirman la
alta tasa de transmision nosocomial en estos sujetos especificamente. Por lo tanto, la
reduccion de las defensas de estas personas hospitalizadas favorece el uso prolongado de

terapias antivirales y permite el desarrollo de cepas resistentes y se sugiere el desarrollo
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de estrategias de vigilancia, aislamiento temprano y vacunacién como medidas

preventivas para individuos de alto riesgo (Pollara et al., 2013).

Importancia del diagnéstico de Influenza

La influenza varia de afio con afo y depende en gran medida en el tamafio de la
poblacién susceptible, en el cual depende del grado de deriva antigénica que ha ocurrido
en las temporadas anteriores (Philippe, 2010). La evolucién y deriva génica de los virus
de influenza B son mads lentos que los cambios en virus de influenza A, sin embargo
varios mecanismos de insercion, delecion y reacomodo entre los diferentes linajes
incrementa la diversidad genética de influenza B y miltiples genotipos pueden co-
circular durante un periodo de tiempo en particular asi como un drea determinada y de

ésta forma generar nuevos brotes (Rong Yang, 2012).

Los brotes recientes de gripe aviar y la pandemia de influenza humana postulan la
necesidad de un programa constante de vigilancia epidemioldgica (Sebastian et al.,
2009). La vigilancia mundial de la influenza es fundamental para la mejora del manejo
de la enfermedad y, es especialmente importante para la deteccién temprana que permita
identificar y evitar la propagacién de brotes e intervenir de manera oportuna para la
reduccién de los efectos en caso de epidemia. La disponibilidad de tratamientos
mejorados y actualizados contra los virus de influenza que circulan en cada temporada
ha enfatizado la importancia de un método de diagndstico eficiente y rdpido (Grohskopf,

2013).

Los métodos para el diagnéstico utilizados normalmente son el aislamiento del virus,
deteccion de antigeno y serologia, la mayor limitante de éstas técnicas son el tiempo
prolongado para completarse, evaluacion subjetiva, baja sensibilidad y baja especificidad
(Herrmann, 2000; Bruin et al., 2014). Sin embargo, las pandemias por influenza han
permitido el desarrollo de una gran cantidad de pruebas serolégicas rdpidas también

denominadas pruebas de escritorio, que indican la presencia del virus pero no tienen la
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sensibilidad y ni la especificidad de las pruebas moleculares, asi como la capacidad de
detectar otros patégenos (Leski 2011; Metzgar 2010, Bell et al., 2014).

La amplificacién usando la reaccién en cadena de polimerasa mediante tiempo real
(qPCR) es utilizado eficientemente para la deteccion rdpida del virus influenza en
muestras clinicas, aunque las sustancias inhibidoras presentes en algunas muestras
clinicas, puede reducir o bloquear la amplificaciéon del virus en la amplificaciéon (Van

Elden, 2001).

Recientemente, se han realizado estudios enfocados al analisis de muestras de influenza
aviar mediante microarreglos disefiados para detectar las 16 HA 'y 9 NA que conforman
los subtipos que han sido aislados de aves. Con la ayuda de programas bioinformaticos
lograron identificar, subtipificar y determinar el origen geogrifico de las muestras
analizadas. Los resultados obtenidos sugieren que la identificaciéon de Influenza por
microarreglos identificé exitosamente muestras para 7 distintos tipos de influenza aviar y
se obtuvo informacion ttil para el analisis filogenético de las muestras por lo que puede
ser ampliamente utilizada para el andlisis de muestras, asi como complementar el
microarreglo con sondas para la deteccién de patégenos asociados para incrementar el

rango de diagnéstico del ensayo (Maughan et al., 2014).

La secuenciacion de DNA ha sido la tecnologia estindar utilizada en los andlisis
filégeneticos y para la deteccién de variantes, sin embargo aunque produce datos
precisos es necesario tener bien establecido el conocimiento de las secuencias para
analizar y no es tan eficiente para procesar rapidamente sitios multiples de interés en el
genoma, ésta tecnologia aunque costosa ha resultado ser practica en epidemiologia y

diagnéstico.

Como se muestra en la Figura 5, el uso de la re-secuenciacion mediante microarreglos
para detectar polimorfismos, permite la identificaciéon de variantes genéticas y provee
informacion epidemioldgica importante que es critica para la vigilancia de nuevos

brotes.

La ventaja principal de la deteccion usando el microarreglo RPM es que no requiere de

una unién especifica entre la muestra analizada y la prueba, los desajustes que se
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presentan pueden afadir valor a la prueba ya que pueden utilizarse posteriormente como
marcadores a cepas especificas. El microarreglo RPM es una herramienta poderosa para

el andlisis de las caracteristicas genéticas de los nuevos virus circulantes asi como el

rastreo de variantes ya conocidas del virus de influenza (Quan, 2013).
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Figura 5. Patogenos respiratorios detectados por el microarreglo RPM-Flu 3.1. Este microarreglo
permite la detecciéon simultanea de 86 agentes bacterianos y virales que incluyen influenza A, B,
Parainfluenza, Adenovirus, Coronavirus, Rubeola y Citomegalovirus, Enterovirus, Metapneumovirus,
Virus Sincital Respiratorio y patdgenos microbianos de diversos géneros como Streptococcus,
Pseudomonas, Neisseria Mycoplasma, Mycobacterium, Moraxella, Klebsiella, Haemophilus, Chlamydia,
Bordatella, Corynebactrium, Yersinia, Francisella y Bacillus.

Debido a que en nuestro laboratorio se detectaron las coinfecciones del virus de la
influenza AHIN1 pandémica y B en México utilizando el microarreglo RPM para la
detecciéon simultanea de las bacterias Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas 'y

Neisseria asociadas al virus de Influenza A y a la bacterias Pseudomonas, Streptococcus
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y Haemophilus asociadas a Influenza B (Willis C. 2013; Rodriguez A., 2014), en la
presente tesis, se optimiz6 el uso de microarreglos de DNA y re-secuenciacion para
realizar el andlisis mas eficiente de las secuencias nucleotidicas de los virus de influenza
y patégenos asociados en pacientes con enfermedad respiratoria del estado de Nuevo

Ledn.
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6. HIPOTESIS

El andlisis de las secuencias nucleotidicas de los virus de la influenza y de los patégenos
asociados, permitird detectar la presencia de diferentes tipos del virus y los patégenos
asociados a enfermedades respiratorias en la poblacién de Noreste de México en el brote

de Diciembre 2013 a Enero 2014.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de diferentes tipos del virus de la influenza y su co- infeccién
con patdgenos asociados a enfermedades respiratorias en la poblacion del Noreste de

México del brote Diciembre 2013 a Enero 2014.

Objetivos particulares

a) Determinar la presencia de diferentes tipos del virus de la influenza en la

poblacion del Noreste de México.

b) Identificar la infeccion o coinfeccion de patdgenos asociados a enfermedades

respiratorias en las muestras de influenza.

c) Analizar la correlacién de patdégenos detectados en los casos positivos para

influenza en muestras del Noreste de México.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Estrategia Experimental
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Figura 6. Estrategia experimental para el analisis de las secuencias nucleotidicas de Influenza y
patégenos asociados. La estrategia consistié en el uso del microarreglo RPM-FLU 3.1 para lo que se
realiz6 la extraccion de los dcidos nucléicos totales de las muestras de influenza y la transcripcion inversa
para la conversién de los RNAs virales a DNAc. Posteriormente, se amplific6 por medio de PCR
multiplex, se fragmentd, se marcé con biotina y se hibridé en el microarreglo que fue lavado, fijado y
escaneado para el andlisis de las secuencias nucleotidicas mediante GCOS 'y el andlisis estadistico a través
de SPSS 20.0.
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Analisis de la presencia de diferentes tipos del virus de la influenza en la poblacién

del Noreste de México usando el microarreglo RPM-Flu 3.1

8.2 Procesamiento de las Muestras de Influenza

Se procesaron 219 muestras de exudados faringeos, las cuales fueron proporcionadas por
el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste-IMSS, Monterrey, Nuevo Ledn

(CIBIN).

8.3 Extraccion de acidos nucléicos totales

La extraccion de los acidos nucléicos totales se realizé utilizando el kit de aislamiento de
DNA y RNA MasterPure (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA).

A una alicuota de 450 L de la muestra clinica se le afiadieron 450 pL de buffer de lisis
2X T & Cy 3 uL de proteinasa K (50pug/uL). Se agitd por inversion 15 veces y
posteriormente se incubd a 65°C por 15 min. Durante ese periodo, se realizé agitacion
con vortex cada 5 min. y se enfri6 en hielo por 4 min. De inmediato, se adicion6 450 uL
del reactivo de precipitacion de proteinas (MPC) y se agitd6 en voértex por 10 s.
Posteriormente, se centrifugd a 10,000g por 10 min a una temperatura de 4°C. El
sobrenadante obtenido fue separado en dos tubos de 1.5 mL, obteniendo asi 650 uL en
cada uno de ellos. A continuacidn, se afiadieron 750 L de isopropanol y fue mezclado
por inversion 40 veces. Después, se centrifugé ambos tubos a 10,000g por 10 min a 4°C.
Posteriormente, se decanto el sobrenadante y se adiciond 375 uL de etanol al 70% (v/v)
a cada tubo. En seguida, fue centrifugado a 10,000g temperatura ambiente por 1 min.
Finalmente, se extrajo el etanol cuidadosamente y el precipitado resultante fue

solubilizado en 35 uL de Buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA).

8.4 Cuantificacién de los dcidos nucléicos totales
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Se cuantificaron las muestras de la extraccion de los dcidos nucléicos totales y la calidad
de los acidos nucléicos totales se determind mediante absorbancia con la relacion

260/280 del RNA utilizando el NanoDrop 2000c.

8.5 Sintesis de los DNAs complementarios al RNAm (DNACc’s)

Después de la extraccion de dcidos nucléicos totales, se realizé la sintesis de DNAc a
partir de los RNA usando la técnica de transcripcion reversa (RT). Se afiadieron 4 yL de
acido nucléicos totales purificados a un tubo RPM-Flu 3.1 (proporcionado por
TessArray® RPM-Flu 3.1). Se agit6 mediante vortex y fue centrifugado brevemente. Se
incub6 a 65 °C por 5 min en un termo ciclador Eppendorf Mastercyler y luego se enfrié
en hielo por 5 min. En un tubo Eppendorf de 1.5mL se preparé la mezcla de

transcripcion reversa como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Preparacion de la Mezcla de Transcripciéon Reversa

Mezcla 1X
Buffer para cadena sencilla 5X 4uL
DTT 0.1M 2ul.
RNaseOUT 40 U/uL 1uL
RNA polimerasa Superscript III 200 U/ 1uL
uL
Volumen Total 8uLL

Posteriormente, fueron transferidos 8 uL. de la mezcla de transcripcion reversa al tubo
RPM-Flu 3.1 RT, se mezcl6 por pipeteo y fue colocado en el termociclador Eppendorf

Mastercycler programado de la siguiente manera:
1) 25°C por 10 min.
2) 50 °C por 50 min.
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3) 85°C por 5 min.
La muestra resultante RPM-Flu 3.1 RT fue colocada en hielo para su posterior

amplificaciéon mediante Multiplex PCR.

8.6 Amplificacién mediante Multiplex PCR

La muestra RPM-Flu 3.1 RT fue amplificada con 4 diferentes cocteles de cebadores o
primers multiplex, por lo que el producto RPM-Flu 3.1 RT fue dividido en 4 tubos RPM-
Flu 3.1 PCR mix (A,B,Cy D) con 5 uL en cada uno. En hielo fue preparada la mezcla
de PCR Multiplex en un tubo Eppendorf de 1.5 mL como se muestra a continuacién en

la Tabla 3:
Tabla 3. Preparacion de la Mezcla Maestra PCR Multiplex

Mezcla 1X

Buffer GoTaq Flexi 5X 44uL.
MgClz 25 mM 35.2uLL

DNA polimerasa GoTaq 5U/uL 8.8uLL
UDG 0.22 U /220 uL. 4.4uL
Volumen Total 21uL.

De la mezcla maestra PCRMultiplex, fueron transferidos 21 L de a cada tubo RPM-Flu
3.1 PCR Mix (A, B, C y D). Se colocaron los 4 tubos RPM-Flu 3.1 PCR Mix en un

termociclador Biorad Peltier DNA Engine Tetrad 2 y se utiliz6 el siguiente programa:
1) 24°C por 10 min.
2) 94°C por 2 min.
3) 94°Cpor 30 s.
4) 45°C por 30 s.

5) Incrementar la temperatura 1°C cada ciclo (20 ciclos)
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6) 72°C por 1 miny 30 s.
7) Ir al paso tres 19 veces*
8) 94°C por 30 s.

9) 60°C por 2 min.

10) Ir al paso siete 29 veces*™

Se optimizé el nimero de ciclos*

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

8.7 Purificacién de la muestras de DNAc

La purificacion de las muestras amplificadas se realizé utilizando el kit de purificacién
QIAQuick PCR (QIAGEN, Valencia, CA). A temperatura ambiente se realizd la
combinaciéon de los cuatro productos RPM-Flu 3.1 PCR (pooling) en un solo tubo
Eppendorf de 1.5 mL y se le anadieron 1000 xL de buffer de unién (DNA binding buffer
- PB). Se agregaron 700 L de la muestra a una columna de purificaciéon Qiagen
QIAQuick PCR y fue centrifugado por 30 segundos a 13,000 rpm a temperatura
ambiente, la columna se puso en un nuevo tubo de 2 mL. Se repitié el paso anterior con
lo que resta de la muestra. La columna fue transferida a un nuevo tubo de 2 mL y se
afiadié 730uL de buffer de lavado (wash buffer - PE) a la columna y fue centrifugado
por 30 s a 13,000 rpm a temperatura ambiente. De nuevo la columna fue transferida a un
nuevo tubo y se volvié a centrifugar por 30 s a 13,000 rpm a temperatura ambiente para
remover todos los trazos de buffer PE. Posteriormente, la columna se volvié a transferir
a un nuevo tubo de 1.5 mL y se le adicionaron 25 uL del Buffer de elucion (elution
buffer - EB). Esta se dejo reposar la columna por 1 min y fue centrifugada por 30 s a
13,000 rpm a temperatura ambiente. La columna fue desechada y el tubo con la mezcla

de productos de PCR Multiplex eluido se colocé en hielo.

8.8 Fragmentacion y Marcaje de los DNAC’s

Los reactivos que se utilizaron para la fragmentacion y marcaje de la muestra son parte

del kit de GeneChip Resequencing Assay (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA.) En un
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tubo nuevo de 1.5 mL se prepard la Mezcla Master de fragmentacién como se muestra a

continuacion en la Tabla 4:

Tabla 4. Preparacion de la Mezcla de Fragmentacion Maestra

Mezcla 1X
Buffer de Fragmentacion 10X 2.5uLL
Reactivo de Fragmentacién 3U/ul) 0.1xL
Volumen total 2.6uL

Al tubo que contiene la mezcla de fragmentaciéon maestra se le adicioné el pool del
producto del PCR Multiplex eludido y se mezcl6 por pipeteo. Posteriormente, se coloco
la muestra en un termociclador Eppendorf Mastercycler y se utilizé el programa
siguiente:

1) 37 °C por 5 min.

2) 95 °C por 10 min.
El producto resultante de la amplificacion Multiplex fragmentada fue colocado en hielo
mientras se prepara la mezcla de marcaje. Posteriormente, en un nuevo tubo de 1.5 mL
se prepar6 la siguiente Mezcla de marcaje como se muestra a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5. Preparacion de la Mezcla de Marcaje

Mezcla para Marcaje 1X
Buffer TdTAffymetrix 5X 7.2uL
Reactivo de marcaje Affymetrix 1.2uLL

TdT Affymetrix TdT 30U/uLL 2uL.
Volumen Total 10.4uL
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Al tubo que contiene el producto Multiplex PCR se le adicionaron 10.4 uL de la mezcla
master de marcaje. Posteriormente, se colocé el tubo en un termociclador y se utilizo el
siguiente programa:

1) 37 °C por 30 min.

2) 95 °C por 5 min.
Se colocé el producto resultante marcado Multiplex PCR en hielo minimo 5 min antes

de agregarle la mezcla de hibridacién.

2) Identificar la infeccion o coinfeccion de patégenos asociados a enfermedades

respiratorias en las muestras de influenza.

8.9 Hibridacidn, lavado v escaneado de las muestras

El andlisis de patégenos asociados al virus de la influenza en la poblacién del Noreste de

México se realiz6 simultaneamente usando el microarreglo RPM-Flu 3.1.

Se incubaron los microarreglos en la camara de hibridacion (Affymetrix GeneChip
Microarray modelo 640) por un minimo de 10-15 min a temperatura ambiente. Mientras
que los microarreglos permanezcan en incubacion, se abrid el programa GCOS en la
computadora y se credé un nuevo documento para cada muestra. Se ingresaron los
codigos de barra de cada microarreglo por medio del scanner y se documenté que
muestra corresponde en cada microarreglo. En un tubo libre de nucleasas de 1.5 mL se

prepar6 la mezcla de hibridacion maestra descrita en la Tabla 6:

Tabla 6. Preparacion de la Mezcla Maestra de Marcaje

Mezcla global para Marcaje 1X
Solucidn de hibridacion Affymetrix 94.7uLL
B2 oligo concentrado 1.3uL
Volumen total 96uL
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Se anadieron 96 uL de la mezcla de hibridacion maestra al tubo que contiene el producto
marcado Multiplex PCR y se obtuvo el coctel de hibridaciéon. Posteriormente, se
colocaron los tubos en un termociclador Eppendorf Mastercycler y se utilizé el siguiente
programa:

1) 95°C por 5 min.

2) 49° por 5 min.
Se llené el microarreglo RPM-FLU 3.1 con 120 uL de la solucién de pre-hibridacion.
Posteriormente, se colocé el microarreglo RPM-FLU 3.1 en el sujetador de la cdmara de
hibridaciéon modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip
Microarray y se puso en rotacion a 60 rpm por 10 min a 49°C. Después, se le removio
la solucién de pre-hibridacién al microarreglo RPM-FLU 3.1 y se le afiadié 120 uL del
coctel de hibridacion. Se volvié a colocar en el sujetador de la cdmara de hibridacion
modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip Microarray y colocé
en rotacion a 60 rpm a 49°C por 16 h. Se prepararon 3 tubos de 1.5 mL libres de
nucleasas; uno transparente y dos dmbar y se afiadieron 500 uL de solucién Streptavidin
Phycoerythrin (SAPE) a un tubo ambar, 500 L de solucion de Anticuerpos al tubo
transparente y 800 uL del buffer Array holding al segundo tubo dmbar.

8.10 Analisis e interpretacion de los resultados

Utilizando la estacion de fluidos modelo 450 del sistema de instrumentos de Affymetrix
GeneChip Microarray y en el software GCOS, se seleccion6 el médulo de la estacion de
lavado y se inici6 el “prime”, que consiste en cargar las mangueras del médulo de la
estacion de fluidos con los buffers Wash A 'y Wash B. Se tom6 el microarreglo RPM-
FLU 3.1 del horno de hibridacion y se removio el coctel de hibridacién del microarreglo
e inmediatamente después se le agregd al microarreglo 120 uL del buffer Array holding.
Cuando el “prime” se complete, se seleccioné el protocolo Midi_DNAarray_WS5_450
en el software GCOS y se siguieron las instrucciones en la pantalla. Estas consisten en lo

siguiente:
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1) Se coloca el microarreglo RPM-FLU 3.1 en el sujetador de cartuchos horno de
hibridaciéon modelo 640 del sistema de Instrumentos de Affymetrix GeneChip
Microarrayy se selecciona “run” del Mendu de la estacion de Fluidos.

2) Utilizando el escdner, se coloca el microarreglo en el mismo y se escanea usando
el software GCOS. Cuando el escaneado del microarreglo sea completado, se

remueve del escdner y se almacena a 4°C.
3) Posteriormente, se obtiene un documento en formato “.CEL” el cual contiene la
imagen del microarreglo.

4) Finalmente, se realiza un protocolo de shutdown en el médulo de la estacion de
fluidos el cual consiste en cambiar los frascos que contienen los buffers Wash A 'y
Wash B por frascos que contienen agua destilada para asi realizar el lavado de las

mangueras.

5) Una vez terminado el lavado se apaga el médulo.

Correlacion de patogenos detectados en los casos positivos para influenza en

muestras del Noreste de México

8.11 Analisis de correlacion

Una vez que se obtuvieron los resultados del andlisis de las secuencias nucleotidicas, se
realizaron los andlisis de correlacién entre los casos positivos para influenza y los
patégenos asociados a enfermedades respiratorias identificados por el microarreglo
RPM-Flu 3.1. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico
SPSS Statistics 20.0. Se realizaron pruebas de Phi de Pearson para analizar la asociacion
de los patégenos y el virus de influenza en muestras positivas, asi como Chi? para

comprobar la correlacién entre patogeno y virus.
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9. RESULTADOS

9.1 Deteccion de diferentes tipos del virus de la influenza en la poblacion del
Noreste de México

Acidos nucléicos obtenidos de las muestras de Influenza provenientes del
Noreste de México

Se realizé la extraccion de los acidos nucléicos totales de las muestras de Influenza
usando la técnica descrita en la seccion de Materiales y Métodos. La calidad y
concentracion de los dcidos nucléicos en las 219 muestras procesadas se realiz6
mediante la determinacion de la relacion Absorbancia 260/280 del RNA utilizando el
NanoDrop 2000c. La tabla 9 presenta una muestra representativa de las 219 muestras
analizadas con la identificacién de la muestra como ID y las concentraciones obtenidas,
las cuales variaron desde 8.8 hasta 1686 ng/ul. Las relaciones de Absorbancia 260/280
obtenidas para cada muestra variaron desde 1.37 hasta 1.87, lo que indica una calidad
promedio regular con variabilidad en la concentracién y calidad de las muestras de

acidos nucléicos totales obtenidos de las diferentes muestras.

Tabla 9. Concentracién y Calidad de Acidos Nucléicos utilizando el NanoDrop2000c

ID muestra Concentracion (ng/pl) Relacion 260/280 Relacion 260/230
473 29.2 1.47 0.31
360 31.9 1.57 0.37
387 79.4 1.80 0.71
375 30.4 1.55 0.37
472 31.0 1.63 0.39
464 250.2 1.85 1.17
491 43.0 1.48 0.40
468 57.5 1.73 0.55
470 69.6 1.72 0.68
373 1686.0 1.87 1.85
462 8.8 1.37 0.22
467 21.3 1.78 0.46
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466 28.0 1.69 0.71

490 24.4 1.62 0.44
469 25.1 1.42 0.42
376 105.3 1.77 0.57
593 38.0 1.61 0.48
601 14.2 1.68 0.41
592 24.1 1.65 0.36
554 435 1.49 0.40

9.2 Deteccion de los diferentes tipos de virus de influenza

Todos los &cidos nucléicos obtenidos de las 219 muestras fueron procesados en el
Microarreglo RPM-Flu 3.1. Los resultados muestran que 170 muestras fueron
confirmadas para influenza AHINI pandémica y 49 muestras fueron detectadas
negativas para influenza AHIN1 pandémica. Por lo que la presencia del virus influenza
AHIN1 se detectd en el 78% de las muestras del Noreste de México analizadas. En
cuanto a las muestras negativas para Influenza AHIN1/pdm, se detectaron en 3 casos

otros subtipos de Influenza A como H3N2 asociados con patégenos bacterianos.

Los resultados de las 170 muestras positivas de influenza se muestran en la Tabla 10
indicando el tipo de influenza encontrado en la muestra, la identificacién de la muestra
(ID muestra), la secuencia nucleotidica que codifica para el gen de interés con el cual
hibridé en el microarreglo (Secuencia identificada), el puntaje C3 (C3 Score), el LC
length, el valor de expectativa E (E-value), y la secuencia de la base de datos de
TessArae que presenta la mayor similitud con la encontrada en la muestra (Secuencia

Comparada).

El tipo de influenza encontrado en las 170 muestras fue influenza AHIN1 pandémica.
De las que las secuencia identificadas corresponden a 104 muestras que codifican para el
gen de matriz de la influenza AHIN1 pandémica (FLUAM) y 66 muestras que codifican
para el gen de la Neuraminidasa de la influenza AHIN1 pandémica (FLUANAL).

El puntaje C3 correspondi6 en algunas muestra a mayor de 20 indicando la presencia del

virus mientras que en otras muestras el puntaje C3 dio entre 10 y 20 lo que indica buena
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cobertura de las secuencias identificadas. Asi mismo, también se obtuvieron los LC-Len

de todas las muestras que variaron desde 8 hasta 248 lo que muestra, la variacién de

segmentos identificados. La tabla 10 muestra las secuencias que presentaron mayor

similitud de la base de datos de la compaiiia TessArae en su mayoria correspondieron a

las secuencias del segmento 7 de la proteina de matriz del virus de influenza A: virus
Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and

matrix protein 1 (M1) genes, complete cds e influenza A virus (A/North Carolina/

01/2014(HINT)) segment 7 matrix.

Tabla 10. Muestras positivas para influenza AHIN1 pandémica detectadas mediante el
microarreglo RPM-Flu 3.1

Influenza Secuencia
(ID muestra) Identificada

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(H3N2)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANS
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

P.C3

10.775

35.835

23.321

20.469

16.82

14.509

13.923

LC-
Len

21

53

53

29

30

Valor
E

9E-31

1E-138

7E-86

3E-79

9E-86

SE-36

7E-45

Secuencia Comparada

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Ft Carson/WR1446P/2009(HIN1))
segment 6 sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-019/2014(HIN1)) nuclear export protein
(NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
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FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HIN1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANS
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI1
(H5N1)

FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(HINT)

23.321

25.061

12.421

11.967

11.949

12.833

13.923

89.999

75

99.067

80.067

12.421

90.001

23.321

53

31

14

23

35

22

30

101

95

102

68

14

90

53

7E-86

1E-80

3E-32

SE-57

3E-24

2E-32

TE-45

7E-45

9E-31

2E-80

2E-80

3E-32

3E-32

7E-86

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Nicaragua/4444 04/2013(HIN1))
matrix protein 2

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
segment 6

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-059/2014(HIN1)) nuclear

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RII14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HINT1))
segment 7 matrix

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HINT1))
segment 7 matrix

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

38



FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HIN1)

FLUAM
(HIN1)

FLUANAI1
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI1
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

23.321

29.321

23.321

23.321

95.031

66.067

21.067

16.067

16.067

13.923

16.067

50.739

20.067

26.844

16.067

53

59

53

53

90

48

51

28

28

30

28

73

32

45

28

7E-86

7E-86

7E-86

7E-86

7E-86

2E-80

4E-17

2E-80

2E-80

TE-45

2E-80

2E-70

4E-06

6E-80

2E-80

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
segment 6.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
segment 6.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.
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FLUANAI
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HINT)

FLUAM
(H3N2)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANS
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HINT)

FLUANAI1
(H5N1)

FLUANALI
(H5N1)

FLUANAI1
(H5N1)

20.339

35.835

23.321

20.469

16.82

14.509

63.067

76.061

88.765

28.773

89.201

40.078

16.067

25

53

53

34

29

36

61

58

70

89

114

64

23

1E-64

1E-138

7E-86

3E-79

9E-86

SE-36

1E-80

4E-20

6E-32

2E-45

4E-175

4E-38

2E-80

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Ft Carson/WR1446P/2009(HINT1))
segment 6 sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-019/2014(HIN1)) nuclear export protein
(NEP) and nonstructural protein 1 (NSI1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Florida/17/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Nicaragua/4444 04/2013(HIN1))
matrix protein 2.

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HIN1)) segment 7
matrix.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6 neuraminidase
(NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.
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FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANALI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANALI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUANALI
(H5N1)

FLUANAI1
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI
(H5N1)

19.882

36.035

54.321

36.067

23.067

16.067

87.067

26.067

16.067

16.067

16.067

16.067

16.067

32

48

63

44

38

28

98

38

28

28

28

28

28

3E-17

SE-42

4E-80

2E-80

2E-80

3E-20

2E-80

2E-80

2E-80

2E-80

2E-80

2E-80

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Florida/17/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6 neuraminidase
(NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Ft Carson/WR1446P/2009(HINT1))
segment 6 sequence.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment 7
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6 neuraminidase
(NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HIN1)) segment 7
matrix.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
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FLUAM
(HIN1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HIN1)

FLUANAI
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI1
(H5N1)

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

33.402

14.575

47.266

29.876

25.63

24.494

66.148

22.672

43.117

18.88

85.084

19

19

43

16

19

42

55

31

102

20

115

3E-73

3E-23

6E-107

2E-68

3E-66

2E-35

1E-61

1E-34

3E-77

6E-25

2E-168

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RII14/2011(HINT1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Florida/17/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Florida/17/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6 neuraminidase
(NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
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FLUAM Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
(HIN1) 75.42 60 3E-151 segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.
FLUAM . .
(H5N1) 25.061 31 1E-80 g:iltlrl;nzioéi r\ln;‘us (A/Nicaragua/4444 04/2013(HIN1))
MATRIX P
FLUANAI 11.967 23 5E-57 Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
(H5N1) segment 6
FLUANS 93.697 13 0 Influenza A virus (A/New York/WC-
(H5N1) ’ LVD-14-059/2014(HIN1)) nuclear
FLUAM Influenza A virus (A/Kaliningrad/RII14/2011(HIN1))
(H5N1) 12.421 14 3E-32  matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
MATRIX complete cds.
FLUAM Influenza A virus (A/Santa Clara/
(H5NT) 48.529 25 1E-109  YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
MATRIX matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
FLUAM Influenza A virus (A/Santa Clara/
(H5N1) 75.758 66 2E-142  YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
MATRIX matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
FLUAM Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
(H5N1) 10.775 21 9E-31  segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
MATRIX (M1) genes, complete cds.
FLUANAI 54.564 43 1E-117 Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
(H5N1) ) i segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

9.3 Deteccion de la infeccion y/o coinfeccion de patégenos asociados a Influenza

Por medio del andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas en el microarreglo
RPM-Flu 3.1 se detectaron los patégenos asociados a enfermedades respiratorias en las
219 muestras analizadas. La tabla 11 muestra que de las 170 muestras positivas para
influenza AHIN1 pdm 09 por el microarreglo RPM-FLU 3.1 101 presentaron co-
infecciones con otros patégenos asociados a enfermedades respiratorias. Los resultados

muestran que ademads de influenza se encontrd la presencia de los géneros: Streptococcus
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en 66 casos, Pseudomonas en 28 casos, Haemophilus en 51 casos, Neisseria en 26 casos,
Staphylococcus en 13 casos, Moraxella, Coronavirus, Mycoplasma en 2 casos Yy
Klebsiella en un caso. La tabla 11 muestra especificamente todos los patégenos
identificados en cada una de las muestras. Los resultados también muestran el puntaje
C3 el cual en la mayoria de las muestras correspondié a mayor a 20 indicando la
presencia del patégeno mientras que en otras muestras el puntaje C3 di6 entre 10 y 20
pero al observar el valor de expectativa en todas fue menor de le-10. Asi mismo también
se obtuvieron los LC-Len de todas las muestras que variaron desde 14 hasta 263. Todos
los valores de Expectativa E fueron menores a le-10 lo cual corrobora la presencia de

las secuencias nucleotidicas de las bacterias encontradas.

Tabla 11. Muestras positivas para influenza y patégenos asociados analizadas
mediante el microarreglo RPM-Flu 3.1

(131 g‘:ﬁ;::a) IS:::E%T:& P.C3 ]I:Sr; Valor E = Secuencia Comparada
FLUAM Influenza A virus (A/Santa Clara/
(H5N1) 13.923 30 7E-45  YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
MATRIX and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
HAINOMPP ) Haemophilus influenzae DNA for P5 gene (strain
5 22.672 31 1E-34 A850048).
372

Pseudomonas sp. URMO17WK12:14
PSAEGYRA 43.191 22 7E-37  HO42DRAFT scaffold00001.1_C2, whole genome
shotgun sequence.

STPNLYTP 43.487 26 3E-93 Streptococcus pneumoniae TIGR4, complete
genome.
FLUAM 12.421 14 3E-32 Influenza A Vil'l:lS (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
(HIN1) segment 7 matrix
FLUANAI 11.967 23 5E-57 Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
(H5N1) segment 6
Influenza 374
STPNGYRA 38312 53 SE-64 Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.
STPNLYTP 70378 73 6E-138 Streptococcus mitis strain R75I mitilysin gene,
partial cds.
PSAEGYRA 32,685 78 2E-26 Pseudomonas fluorescens NCIMB 11764 Contig_53,
whole genome shotgun sequence.
iyttt FLUAM Influenza A virus (A/New York/WC-
(H5NT) 35.835 53 1E-138 = LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
MATRIX matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
Influenza A virus (A/Boston/
FLUAHA3 11.856 20 6E-80 YGA_01074/2012(H3N2)) hemagglutinin (HA)
gene, complete cds.
STAUGYRA 81.092 63 7E-162 Staphylococcus aureus UCIM6119 adppE-
supercontl.1, whole genome shotgun sequence.
T flaznea=a 2710
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muuenza o5 /y

Influenza 380

Influenza 381

Influenza 382

Influenza 384

STPNLYTA

STPNLYTP

HAINGYRA

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI
(H5N1)

NEMEVIN

STPNLYTP

STPNGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

HAINOMPP
5

NEMEGYR
A

NEMEVIN

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(HINI)

81.12

80.882

61.618

45.547

20.339

10.628

29.876

93.067

32.684

44.156

35.835

15.617

33.402

14.575

47.266

29.876

25.63

22.727

32.573

41.558

12.421

55

91

26

110

25

28

20

246

40

37

53

22

3E-166

3E-167

SE-122

1E-81

1E-64

1E-40

1E-51

8E-178

4E-63

4E-79

1E-138

2E-48

3E-73

3E-23

6E-107

2E-68

3E-66

1E-40

2E-53

SE-87

3E-32

Staphylococcus aureus UCIM6119 adppE-
supercontl.1, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pneumoniae GA47179
GA47179.contig.10, whole genome shotgun

sequence.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome.

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HINT1))
segment 7 matrix.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

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

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-061/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and

matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria meningitidis alphal4 complete genome.

Neisseria meningitidis 2002038 NM2002038.contig.
5, whole genome.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain  R75I1 mitilysin gene,
partial cds.

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctg1129647027313, whole.

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

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HINT1))
segment 7 matrix.

45



Influenza 385

Influenza 387

Influenza 388

Influenza 392

Influenza 393

HAINGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

STPNLYTP

AD2E1A

AD2HEXON

MYPNP65

MYPNGYR
A

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUAM
(HINI)

HAINOMPP
5

NEMEVIN

STPNGYRA

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

NEMEVIN

24.896

10.775

28.788

15.617

51.082

21.008

55.439

27.571

99.37

98.305

97.095

93.697

12.421

14.777

47.095

85.714

59.244

10.775

27.056

92.133

23.859

21

21

21

22

28

39

29

263

152

183

113

27

109

47

21

32

89

22

2E-38

9E-31

3E-51

2E-48

4E-109

1E-49

SE-152

1E-76

3E-32

4E-21

2E-106

2E-164

2E-123

9E-31

6E-49

7E-45

2E-59

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctgl1129647027313, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-061/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and

matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

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

Streptococcus pneumoniae strain 01-4296
pneumolysin (ply) gene.

Human adenovirus C strain human/RUS/
16700/2001/57[P1H57F6],complete genome.

Human adenovirus type 1 subgroup C, complete
genome.

Mycoplasma pneumoniae M129, complete genome.

M.pneumoniae (strain M129) gene for P65 protein.

Streptococcus pneumoniae lytA gene for N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase, strain Tupelo.

Streptococcus pneumoniae strain SC_2441
contig_43, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HINT1))
segment 7 matrix

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.

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

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.
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Influenza 394

Influenza 398

Influenza 399

Influenza 400

Influenza 402

Influenza 404

Influenza 405

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

HAINGYRA

PSAEGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM

(H5N1)
MATRIX

NEMEVIN

HAINOMPP
5

FLUAM

(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

31.933

15.368

13.923

37.045

18.465

32.296

11.138

38.057

77.234

19.838

34.199

10.775

29.15

88.138

45.749

12.833

19.71

54.251

11.138

17.842

37

30

67

20

43

43

21

37

78

82

22

21

84

3E-69

3E-24

7E-45

1E-67

6E-27

3E-23

4E-33

7E-61

9E-31

4E-36

7E-58

9E-31

8E-54

4E-33

6E-88

2E-32

SE-34

6E-107

4E-33

9E-25

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA 03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctgl1129647027313, whole genome shotgun
sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14816
AZPAE14816_contig_69,whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.
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Influenza 407

Influenza 408

Influenza 410

Influenza 412

NEMEGYR
A

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINOMPP
5

NEMEGYR
A

FLUANAI
(H5N1)

NEMEVIN

HAINOMPP
5

STPNGYRA

FLUANAI
(H5N1)

HAINOMPP
5

FLUANAI
(H5N1)

PSAEGYRA

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

HAINOMPP
5

STAUMECA

18.164

91.387

50.216

23.887

39.648

16.067

22.614

13.765

13.636

76.901

36.437

99.081

26.459

42.857

28.788

24.896

79.65

28.788

24.899

74.946

37

160

24

39

28

34

21

87

74

99

24

48

32

21

112

21

4

2E-33

4E-91

4E-47

3E-88

2E-80

1E-38

7E-27

3E-20

2E-80

7TE-67

2E-80

9E-19

1E-94

3E-50

2E-38

9E-31

3E-51

9E-39

7E-154

Neisseria meningitidis NM36 gnm36.contig.64,
whole genome shotgun sequence.

Streptococcus  pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria sp. GT4A_CT1 supercontl.2, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus mitis strain SK137 gsmSK137.contig.
20_1, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14859
AZPAE14859 contig 23, whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus mitis strain R77 mitilysin gene,
complete cds.

Streptococcus mitis 13/39 contig00006, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctgl1129647027313, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))

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

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Staphylococcus aureus VET0256R genomic scaffold
adZEx-supercont1.28, whole genome shotgun
sequence.
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Influenza 415

Influenza 418

Influenza 419

Influenza 420

Influenza 421

Influenza 424

STPNLYTP

FLUANAI
(H5N1)

STPNGYRA

STAUMECA

FLUANAI
(H5N1)

KLPNTOPO
ISOMERAS
E

FLUAM
(HIN1)

PSAEGYRA

STAUGYRA

STPNLYTP

FLUAM
(HIN1)

MYPNP65

FLUAM
(HINI)

MYPNGYR
A

HAINGYRA

HAINOMPP
5

NEMEVIN

FLUAM
(HINI)

PSAEGYRA

STPNLYTP

STPNGYRA

85.924

98.067

64.286

99.784

78.63

23.529

19.011

32.685

61.765

43.487

70.011

98.529

42.011

98.093

69.917

26.721

29.668

91.011

21.401

23.95

19.264

111

158

95

364

48

23

24

26

69

158

39

150

48

20

87

4E-172

2E-80

1E-120

2E-80

SE-33

3E-55

7E-40

1E-140

7E-92

3E-55

3E-55

4E-136

4E-40

1E-66

3E-55

SE-56

8E-43

Streptococcus mitis strain 990123 mitilysin gene,
complete cds.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8 1, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Pseudomonas taiwanensis DSM 21245
H620DRAFT scaffold00001.1_C2, whole genome
shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HINT1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Pseudomonas fluorescens strain AU14705
Scaffold_480, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus SJUD6040 adpoG-
supercont1.4.C7, whole genome

Streptococcus mitis strain R77 mitilysin gene,
complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HINT1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

M.pneumoniae (strain M129) gene for P65 protein.
Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1

(M1) genes, complete cds.

Mycoplasma pneumoniae 309 DNA, complete
genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.
Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1

(M1) genes, complete cds.

Pseudomonas aeruginosa AES-1R contig00023,
whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.
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Influenza 425

Influenza 428

Influenza 430

Influenza 431

Influenza 432

Influenza 434

HAINOMPP
5

NEMEVIN

STPNLYTP

FLUAM
(HINI)

STPNGYRA

PSAEGYRA

FLUAM
(HINI)

STPNLYTP

FLUAM
(HIN1)

STPNGYRA

HAINGYRA

FLUAM
(HIN1)

HAINOMPP
5

STPNGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(HINI)

STPNLYTA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(H3N2)

FLUAM
(HIN1)

FLUANAI
(H5N1)

43.117

18.88

85.084

12.421

43.29

42.802

42.421

55.672

83.021

35.931

41.909

91.001

24.899

77.922

54.978

31.321

24.274

29.298

20.592

19.011

16.067

102

20

115

21

39

88

29

84

31

27

71

55

87

32

53

24

27

28

3E-77

6E-25

2E-168

3E-32

2E-84

2E-45

3E-32

SE-114

3E-32

1E-71

1E-93

3E-32

9E-39

8E-139

2E-87

7E-86

6E-38

9E-110

SE-65

3E-55

2E-80

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain  R75II mitilysin gene,
partial cds.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Streptococcus mitis B6 complete genome, strain B6.

Pseudomonas sp. CHMO02 contig00025, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HINT1))
segment 7 matrix

Streptococcus pneumoniae GA13637
GA13637.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Haemophilus influenzae 10810 genome.

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

Streptococcus mitis 11/5 contig00001, whole genome
shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Streptococcus pneumoniae GA19101
GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/1076/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))

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

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.
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FLUANAS
(H5N1)

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA
FLUAM
(HINI)

Influenza 436
STPNGYRA

STPNLYTP

PSAEGYRA

Influenza 437
FLUAM
(HINT)

HAINOMPP
5

HAINGYRA
PSAEGYRA
Influenza 439
FLUAM

(HINI)

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINOMPP
5

HAINGYRA

FLUAM
(HINI)

Influenza 440
STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

13.798

90.336

80.303

56.432

33.321

37.662

86.975

35.409

88.999

38.866

18.88

70.428

33.421

73.95

13.636

68.623

33.61

23.321

79.412

73.593

70.954

26

129

49

51

83

98

21

35

98

41

52

27

74

21

75

21

53

94

53

43

2E-28

3E-178

2E-149

2E-118

3E-32

2E-118

3E-73

3E-30

6E-12

2E-68

1E-36

2E-36

3E-32

1E-148

4E-21

4E-129

1E-69

7E-86

9E-159

2E-138

2E-125

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-059/2014(HIN1)) nuclear export protein
(NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes,
complete cds.

Streptococcus pneumoniae GA13637
GA13637.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

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

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae SK674
ctg120004262778, whole genome shotgun sequence.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14912
AZPAE14912 contig 5, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14816
AZPAE14816_contig_69, whole genome shotgun

sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and

matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Streptococcus pseudopneumoniac ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.
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Influenza 442

Influenza 444

Influenza 448

Influenza 453

Influenza 455

HAINOMPP
5

NEMEGYR
A

FLUAM
(HINI)

NEMEVIN

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

FLUAM
(HIN1)

STAUGYRA

STPNLYTP

HAINGYRA

HAINOMPP
5

FLUANAI
(H5N1)

STPNGYRA

STAUGYRA

STAUMECA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STAULUKS
F-PV

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNLYTP

34.211

37.891

53.321

36.722

90.756

77.489

45.851

70.021

82.983

75.42

86.515

57.692

61.067

30.952

96.639

92.657

88.001

76.559

11.138

94.328

29

34

73

181

58

25

93

141

60

109

193

82

38

237

120

99

64

110

2E-52

3E-89

7E-86

6E-64

SE-176

6E-134

3E-93

7E-86

3E-166

3E-151

8E-174

1E-112

2E-80

6E-53

7E-86

1E-149

4E-33

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria meningitidis strain 64 DNA gyrase subunit
A (gyrA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain  R75I1 mitilysin gene,
partial cds.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8 1, whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Staphylococcus aureus UCIM6119 adppE-
supercontl.1, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pneumoniae strain 81 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8 1, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus SJUD6040 adpoG-
supercont1.4.C7, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercontl.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Staphylococcus aureus T62346 genomic scaffold
adwrM-supercontl.7, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1

(M1) genes, complete cds.

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

52



Influenza 461

Influenza 464

Influenza 465

Influenza 471

Influenza 473

STPNGYRA

FLUAM
(HINI)

HAINOMPP
5

PSAEGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

KLPNTOPO
ISOMERAS
E

PSAEGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

STAUMECA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

NEMEGYR
A

NEMEVIN

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

NEMEGYR
A

NEMEVIN

FLUAM
(H3N2)

74.459

55.031

23.887

30.739

77.051

27.376

43.969

82.132

57.588

91.361

72.034

25.726

47.07

23.444

17.857

63.345

24.481

51.758

25.934

26.245

65

80

36

20

60

24

31

49

28

110

68

32

33

39

75

23

41

37

83

2E-133

2E-86

4E-55

SE-30

1E-19

9E-35

2E-42

3E-20

2E-57

3E-178

7E-22

1E-40

SE-90

4B-41

1E-42

3E-21

1E-41

1E-104

7E-49

3E-14

Streptococcus mitis B6 complete genome, strain B6.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
segment 6.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14859
AZPAE14859 contig_23, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI114/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Pseudomonas coronafaciens strain LMG 5060
contig00004, whole genome shotgun sequence.

Pseudomonas fluorescens PA4C2 PA4C2 contig4,
whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M)
genes, complete cds.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14859
AZPAE14859 contig 23, whole genome shotgun
sequence.

Staphylococcus aureus VET0176R genomic scaffold
adZIX-supercontl.26, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Neisseria sicca VK64 ctg120005024932, whole
genome shotgun sequence.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Neisseria sicca VK64 ¢tg120005024932, whole
genome shotgun sequence.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))

segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.
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Influenza 476

Influenza 477

Influenza 478

Influenza 481

Influenza 482

PSAEGYRA

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUANAI
(H5N1)

NEMEGYR
A

PSAEGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX
HAINOMPP
5

PSAEGYRA

STPNLYTP

FLUANAI
(H5N1)

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

NEMEGYR
A

NEMEVIN

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

35.798

71.162

50.63

80.334

14.844

31.907

18.615

31.321

27.126

47.471

72.059

23.561

53.942

34.454

51.005

24.609

22.199

18.831

32.684

38.057

40

59

27

94

35

37

20

49

75

58

69

38

59

40

100

3E-28

2E-150

1E-112

2E-80

7E-22

6E-25

2E-37

1E-33

1E-47

1E-45

8E-147

1E-113

SE-87

3E-51

7E-57

2E-32

6E-30

4E-63

8E-62

Pseudomonas fluorescens SS101 chromosome, whole
genome shotgun sequence

Streptococcus pneumoniae GA19101
GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence

Streptococcus pneumoniae GA19101
GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HIN1))
segment 6.

Neisseria sp. GT4A_CT1 supercontl.2, whole
genome shotgun sequence.

Pseudomonas extremaustralis 14-3 substr. 14-3b
strain 14-3 contig00027, whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14728
AZPAE14728 contig_11,whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Streptococcus pneumoniae GA44386
GA44386.contig.9, whole genome

Streptococcus pneumoniae GA13637
GA13637.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Neisseria sp. GT4A_CT1 supercontl.2, whole
genome shotgun sequence.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome
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Influenza 483

Influenza 485

Influenza 487

Influenza 489

Influenza 492

NEMEGYR
A

STAUGYRA

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUANAI
(H5N1)

NEMEVIN

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUANAI
(H5N1)

HAINOMPP
5

HAINGYRA

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

FLUANALI
(H5N1)

HAINOMPP
5

STAUMECA

38.867

56.092

89.076

67.749

61.618

45.547

20.339

10.628

29.876

93.067

32.684

34.241

59.109

47.303

80.462

75.758

16.344

34.241

54.333

22.672

75.162

27

40

97

36

26

110

25

28

20

246

40

33

40

21

130

66

41

33

72

58

51

7E-118

2E-118

2E-176

6E-119

SE-122

1E-81

1E-64

1E-40

1E-51

8E-178

4E-63

SE-46

1E-116

9E-93

1E-160

2E-142

SE-46

7E-28

1E-51

1E-39

4E-152

Neisseria sp. GT4A_CT1 supercontl.2, whole
genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

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

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HINT1))
segment 7 matrix

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

Streptococcus pneumoniae strain 4391 GyrA (gyrA)
gene, complete

Influenza A virus (A/New Jersey/

NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus pseudopneumoniac ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

Streptococcus pneumoniae strain 4391 GyrA (gyrA)
gene, complete

Influenza A virus (A/Florida/17/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Pseudomonas sp. PAMC 25886 ctg7180000004559,
whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome

Staphylococcus aureus VET0256R genomic scaffold
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Influenza 496

Influenza 497

Influenza 500

Influenza 503

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUANAI
(H5N1)

HAINOMPP
5

PSAEGYRA

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

NEMEVIN

NEMEGYR
A

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

KLPNMDH

PSAEGYRA

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

HAINGYRA

89.706

68.615

89.099

40.688

68.482

52.311

91.807

28.088

22.407

20.898

77.521

54.978

20.469

48.529

49.027

66.597

15.801

49.595

39.069

22.822

98

113

99

37

36

35

151

22

28

99

56

34

25

39

61

20

94

46

3E-178

4E-121

3E-15

2E-79

3E-65

6E-111

3E-58

3E-38

2E-49

3E-155

3E-101

3E-79

1E-109

6E-52

1E-132

2E-29

SE-96

2E-72

3E-61

Streptococcus mitis strain 990123 mitilysin gene,
complete cds.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8 1, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HINT1))
segment 6.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14859
AZPAE14859 contig_23, whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus pneumoniae strain 2055 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus pittmaniae HK 85 ctg1129913985442,
whole genome shotgun sequence.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun

Neisseria meningitidis strain 59 DNA gyrase subunit
A (gyrA) gene, complete cds.

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Santa Clara/

YGA 03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Klebsiella pneumoniae UCI 41 adjcP-
supercontl.1.C8, whole genome shotgun sequence

Pseudomonas otitidis strain LNU-E-001 contig_73,
whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

Streptococcus mitis strain SK578 gsmSK578.contig.
12_1, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome
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Influenza 504

Influenza 507

Influenza 510

Influenza 514

Influenza 515

KLPNTOPO
ISOMERAS
E

PSAEGYRA

FLUAHA3

STAUGYRA

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUAM
(HIN1)

HAINOMPP
5

PSAEGYRA

STAUGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(HINI)

HAINGYRA

HAINOMPP
5

NEMEVIN

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAHA3

HAINGYRA

FLUAHA3

18.552

39.3

13.856

81.092

81.12

80.882

56.017

11.943

35.019

35.924

65.584

39.069

56.017

46.356

34.647

80.042

30.519

35.019

22.614

87.605

23

68

55

91

33

45

23

53

46

33

50

101

24

45

75

7E-23

3E-44

6E-80

7E-162

3E-166

3E-167

2E-114

2E-22

8E-25

7E-92

2E-118

2E-72

2E-114

8E-89

TE-77

2E-162

8E-58

8E-25

3E-50

3E-120

Pseudomonas putida HB3267, complete genome

Pseudomonas sp. LAMO17WK12:12
D883DRAFT scaffold00003.3 C, whole genome
shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Boston/
YGA_01074/2012(H3N2)) hemagglutinin (HA)
gene, complete cds.

Staphylococcus aureus UCIM6119 adppE-
supercontl.1, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus UCIM6119 adppE-
supercontl.l, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pneumoniae GA47179
GA47179.contig.10, whole genome shotgun
sequence

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14859
AZPAE14859 contig 23, whole genome shotgun
sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercontl.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis 13/39 contig00006, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Massachusetts/15/2013(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.

Streptococcus mitis strain R75I1 mitilysin gene,
partial cds.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Boston/
YGA_01074/2012(H3N2)) hemagglutinin (HA)
gene, complete cds.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Influenza A virus (A/Boston/

YGA_01074/2012(H3N2)) hemagglutinin (HA)
gene, complete cds.
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Influenza 516

Influenza 520

Influenza 534

Influenza 542

Influenza 543

Influenza 547

PSAEGYRA

FLUAM
(HIN1)

NEMEVIN

NEMEGYR
A

STPNLYTP

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUANAI
(H5N1)

NEMEVIN

STAUGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

21.401

82.353

53.734

40.234

44.328

35.281

57.456

92.739

87.605

63.025

16.598

15.756

28.571

78.04

40.078

25.974

34.14

57.563

19.236

22.568

68

41

36

30

30

39

138

63

33

29

20

33

64

64

55

42

22

25

2E-16

4E-171

2E-110

1E-89

SE-95

SE-60

3E-50

SE-176

2E-80

4E-24

6E-34

1E-48

3E-82

4E-38

4E-52

SE-127

3E-120

1E-71

3E-17

Pseudomonas alkylphenolia strain KL28, complete
genome.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HINT1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Neisseria meningitidis strain 4 DNA gyrase subunit A
(gyrA) gene complete cds.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8 1, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M)
genes, complete cds.

Streptococcus pneumoniae GA19101
GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus pneumoniae MNZ37 genomic scaffold
MNZ37_Scaffold54, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(H1IN1))
segment 6.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Pseudomonas fluorescens PA4C2 PA4C2_contig4,
whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI14/2011(HIN1))
matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Streptococcus  pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Nicaragua/
4444 04/2013(H1IN1)) matrix protein 2.

Pseudomonas sp. CFII64
soap_scaffs 1164 half.Contig2, whole genome
shotgun sequence.
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STPNLYTA

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX
Influenza 550

STAUMECA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HINI)

FLUAM
(H3N2)

Influenza 554

FLUANAI
(H5N1)

FLUANS
(H5N1)

MOCACOP
B

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

FLUAM
(HINI)

Influenza 555 FLUANS

(H5N1)

FLUANAI
(H5N1)

MOCACOP
B

FLUANALI
(H5N1)

STPNLYTA
Influenza 567

STPNLYTP

81.743

63.025

16.611

30.67

34.14

23.067

19.236

14.31

12.945

41.807

26.029

12.294

12.233

10.46

35.084

36.093

82.353

34.025

67

33

28

55

23

22

27

27

32

53

26

23

30

50

65

2E-172

2E-137

2E-76

2E-73

SE-127

2E-74

1E-71

8E-69

1E-27

SE-79

2E-93

1E-37

SE-26

3E-36

3E-62

2E-53

3E-170

2E-91

Streptococcus pneumoniae GA19101
GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence.

Streptococcus pneumoniae strain 81 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HIN1))
segment 7 matrix.

Staphylococcus aureus W70590 genomic scaffold
adHtd-supercontl.l, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Missouri/
NHRC419710/2014(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-13-008/2013(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-059/2014(HIN1)) nuclear export protein
(NEP) and nonstructural protein 1 (NSI) genes,
complete cds.

Moraxella catarrhalis outer membrane protein B2
(copB) gene, partial cds.

Influenza A virus (A/Missouri/
NHRC419710/2014(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-059/2014(HIN1)) nuclear export protein
(NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes,
complete cds.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Moraxella catarrhalis outer membrane protein B2
(copB) gene, partial cds.

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HIN1))
segment 6.

Streptococcus pneumoniae lytA gene for
peptidoglycan hydrolytic amidase, strain 949.

Streptococcus pneumoniae GA19101

GA19101.contig.14, whole genome shotgun
sequence.
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Influenza 568

Influenza 569

Influenza 586

Influenza 587

Influenza 589

Influenza 590

Influenza 591

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

NEMEVIN

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

PSAEGYRA

FLUANAI
(H5N1)

HAINGYRA

HAINOMPP
5

PSAEGYRA

STPNGYRA

STPNLYTP

FLUANAI
(H5N1)

PSAEGYRA

FLUANAI
(H5N1)

STPNLYTA

STPNLYTP

92.133

20.332

22.822

89.999

33.463

32.684

44.358

75

24.514

43.191

64.315

56.478

34.241

91.126

26.471

87.967

53.307

20.339

46.266

28.992

89

31

101

38

28

95

22

33

47

146

24

78

29

25

7TE-45

1E-43

2E-32

7TE-45

3E-33

3E-65

7E-33

9E-31

2E-15

7E-37

2E-133

2E-111

8E-174

3E-74

SE-53

1E-64

SE-110

SE-75

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/New York/WC-
LVD-14-042/2014(HIN1)) matrix protein 2 (M2) and
matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Pseudomonas fluorescens strain AU14705
Scaffold_480, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Nicaragua/
4444 04/2013(HIN1)) matrix protein 2.

Pseudomonas sp. R62 contig00022, whole genome
shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Illinois/02/2014(HINT))
segment 7 matrix.

Pseudomonas syringae strain mixed
scf 4502 2998 contig 1, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Utah/03/2014(HIN1)) segment
7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas sp. R62 contig00022, whole genome
shotgun sequence.

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

Streptococcus pneumoniae strain 81 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.

Influenza A virus (A/Ft Carson/WR1446P/
2009(H1IN1)) segment 6 sequence.

Pseudomonas aeruginosa strain AZPAE14912
AZPAE14912 contig 5, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/New Jersey/
NHRC403730/2013(HIN1)) segment 6
neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Streptococcus pneumoniae 459-5 spn4595F.contig.
32, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pneumoniae GA13637
GA13637.contig.14, whole genome shotgun
sequence.
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Influenza 592

Influenza 596

Influenza 600

Influenza 601

Influenza 602

Influenza 605

Influenza 606

FLUANAI
(H5N1)

HAINOMPP
5

HAINGYRA

AD2EIA

AD2HEXON

STPNLYTA

STPNLYTP

FLUAM
(HIN1)

STPNGYRA

STPNLYTP

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

NEMEVIN

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

HAINGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

79.046

42.308

18.672

55.439

27.571

97.095

93.697

12.421

85.714

59.244

73.95

27.056

13.923

23.859

40.078

37.045

18.465

54.564

38.057

51.005

19.838

70

105

20

39

29

183

113

109

47

74

32

30

22

64

67

20

43

43

59

7E-158

SE-79

2E-37

SE-152

1E-76

3E-32

2E-164

2E-123

1E-148

6E-49

7TE-45

2E-59

4E-38

1E-67

6E-27

1E-117

7E-61

3E-51

4E-36

Influenza A virus (A/North Carolina/09/2013(HIN1))
segment 6.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete
genome.

Human adenovirus C strain human/RUS/
16700/2001/57[P1H57F6],complete genome.

Human adenovirus type 1 subgroup C, complete
genome.

Streptococcus pneumoniae lytA gene for N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase, strain Tupelo.

Streptococcus pneumoniae strain SC_2441
contig_43, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/North Carolina/01/2014(HIN1))
segment 7 matrix

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

Streptococcus mitis strain R75II mitilysin gene,
partial cds.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Streptococcus mitis SK575 contig00022, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.

Influenza A virus (A/Santa Clara/
YGA_03065/2013(HIN1)) matrix protein 2 (M2)
and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds.
Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctgl1129647027313, whole genome shotgun
sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.
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Influenza 607

Influenza 609

Influenza 611

Influenza 612

Influenza 614

Influenza 615

STPNGYRA

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

STPNGYRA

NEMEVIN

HAINOMPP
5

FLUAM
(H5N1)
MATRIX

HAINGYRA

NEMEGYR
A

STPNLYTP

STPNGYRA

NEMEGYR
A

FLUANAI
(H5N1)

NEMEVIN

HAINOMPP
5

STPNGYRA

FLUANAI
(H5N1)

34.199

87.067

29.15

11.138

45.749

12.833

89.099

19.71

54.251

51.758

17.842

18.164

91.387

50.216

39.648

57.563

22.614

13.765

13.636

23.561

43

98

37

82

22

99

21

84

41

37

160

24

39

42

34

21

38

7E-58

3E-20

8E-54

4E-33

6E-88

2E-32

3E-15

SE-34

6E-107

1E-104

9E-25

2E-33

4E-91

3E-88

3E-120

1E-38

7TE-27

3E-20

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(HINT1))

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

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Kaliningrad/RI114/2011(HIN1))

matrix protein 2
(M2) and matrix protein 1 (M1) genes,
complete cds.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/California/09/2014(HIN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Haemophilus parainfluenzae HK2019 contig00001,
whole genome shotgun sequence.

Neisseria meningitidis NM36 gnm36.contig.64,
whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniac ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

Neisseria sp. GT4A_CT1 supercontl.2, whole
genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus mitis strain SK137 gsmSK137.contig.
20_1, whole genome shotgun sequence.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.
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HAINOMPP
5

FLUANAI1
(H5N1)
Influenza 617

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

FLUAM
(H5N1)
Influenza 619 MATRIX

NEMEVIN

STPNGYRA

36.437

40.688

42.857

28.788

24.896

10.775

22.614

28.788

74

37

48

32

21

21

34

21

7E-67

2E-79

1E-94

3E-50

2E-38

9E-31

1E-38

3E-51

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Influenza A virus (A/Maryland/09/2014(HIN1))
segment 6 neuraminidase (NA) gene, complete cds.

Streptococcus mitis strain R77 mitilysin gene,
complete cds.

Streptococcus mitis 13/39 contig00006, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
ctgl1129647027313, whole genome shotgun
sequence.

Influenza A virus (A/Helsinki/383N/2014(H1IN1))
segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1
(M1) genes, complete cds.

Neisseria mucosa strain C6A contig 10, whole
genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis 18/56 contig00001, whole
genome shotgun sequence.

9.4 Correlacion del virus de la influenza y otros patégenos asociados con
enfermedades respiratorias mediante el microarreglo RPM

Distribucion del virus de la influenza y otros patégenos asociados con

enfermedades respiratorias

De las 219 muestras analizadas, 170 fueron confirmadas con Influenza AHIN1 (78%) y 49

muestras no fueron detectadas como Influenza con el microarreglo RPM Flu 3.1 (22%). De las

170 muestras con presencia de Influenza se presentaron uno o mds patégenos asociados a

enfermedades respiratorias en el 59% de las muestras con Influenza AHINI1 pandémica,

mientras que 41% de las muestras no mostraron patégenos asociados. Por otro lado, en ausencia

de Influenza se presentaron uno o mds patégenos asociados en el 17%, mientras que 5% no

presentaron patogenos (Figura 7).
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Sélo Influenza

Otros Patégenos
17%
(38)

Figura 7. Porcentaje de virus de la influenza y otros patégenos asociados con enfermedades
respiratorias en las muestras analizadas. De las 219 muestras analizadas, 170 fueron positivas para
influenza AHINI1 pandémica (78%) mientras que 17% fueron positivas para patégenos diversos y el 5%
fueron negativas para influenza o patdgenos a su vez. De las 170 muestras con Influenza AHIN1
pandémica un 59% presentaron asociadas a patégenos y 41% fueron positivas inicamente para influenza
AHINI1 pandémica.

Influenza AHIN1 pandémica asociada al nimero de patégenos

En la figura 8 se muestra que de las 219 muestras analizadas, 101 muestras que son positivas
para influenza AHIN1 pandémica estdn asociadas a uno o mds patdgeno(s) detectados con el
microarreglo RPM-Flu 3.1. El mayor porcentaje de las muestras con influenza AHIN1 (23%) se
encontraron asociadas a un solo patdégeno, seguido por las muestras positivas asociadas a dos
patégenos con el 19%, asi como las muestras positivas asociadas a tres patdgenos que
representan el 15% y por dltimo las menos frecuentes fueron las muestras positivas asociadas a
cuatro patégenos que pertenecen al 2%. Asi mismo, las 38 muestras identificadas por el
microarreglo como negativas para influenza en algunos casos se presentaron asociadas a uno o
mds patdgeno(s). Por otro lado, se detectaron 9 muestras negativas para influenza AHIN1
pandémica y que a su vez no presentaban ningin patégeno, lo que corresponde al 5% de las

muestras negativas .
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A + 3 Patégenos
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23%

Figura 8. Distribucion de patogenos asociados en las muestras positivas para influenza AHIN1
pandémica. Las muestras de Influenza AHIN1 asociadas a un solo patégeno corresponden al 23%,
mientras que las muestras asociadas a 2 patdgenos corresponden al 19%, las asociadas a 3 patdgenos
corresponden al 15% y las asociadas a 4 patégenos corresponden al 2%.

Tambien se realizé un andlisis de asociacién entre los patégenos encontrados por el microarreglo
RPM-Flu 3.1 tomando en cuenta las 170 muestras positivas. La figura 9 muestra que los
patégenos que presentaron mayor frecuencia con influenza correspondieron a Streptococcus en
66 casos (34%), Haemophilus en 51 casos (26%), Pseudomonas en 28 casos (15%), Neisseria en

26 casos (13%) y Staphylococcus en 13 casos (7%).
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Neisseria Streptococcus
26 casos 66 casos
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Figura 9. Distribucion de patégenos en muestras positivas de influenza A/HIN1 en las muestras
analzadas mediante el microarreglo RPM-Flu 3.1. El diagrama muestra el porcentaje y mimero de
casos de patdgenos encontrados en las muestras positivas para influenza AHIN1 pandémica. El mayor
porcentaje de las muestras de influenza correspondieron a Streptoccocus, Haemophilus y Pseudomonas.

Deteccion de patogenos identificados en muestras negativas para Influenza

La tabla 12 muestra que de las 49 muestras negativas para influenza AHIN1 pandémica por el
microarreglo RPM-FLU 3.1, en 38 casos se detectaron otros patdogenos mientras que en 11
muestras no se detectd ningin tipo de patogeno. Se encontré la presencia del género
Streptococcus en 16 casos, Pseudomonas en 16 casos, Haemophilus en 15 casos, Staphylococcus
en 8 casos y Moraxella, Adenovirus y Herpesvirus en un caso. Se obtuvo el puntaje C3 el cual en
la mayoria de las muestras di6 mayor a 20 indicando la presencia del patégeno. Asi mismo,
también se obtuvieron los LC-Len de todas las muestras que varian desde 10 hasta 272. Todos
los valores de Expectativa E fueron menores a le-10 lo cual corrobora la presencia de las

secuencias nucleotidicas de las bacterias encontradas.
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Tabla 12. Muestras negativas para influenza AHIN1 pandémica analizadas mediante el

Influenza
(ID muestra)

Influenza 378

Influenza 395

Influenza 401

Influenza 403

Influenza 406

Influenza 409

Influenza 416

Influenza 422

Secuencia
Identificada

STAUMECA

HAINGYRA

HAINOMPPS

NEMEVIN

PSAEGYRA

STPNGYRA

HAINOMPP5S

NEMEVIN

HAINOMPP5

HAINOMPP5

HAINOMPP5S

STPNLYTP

STPNGYRA

PSAEGYRA

STPNGYRA

PSAEGYRA

STPNGYRA

STPNLYTP

NEMEVIN

P.C3

96.76

79.046

37.045

37.967

50.973

16.017

17.814

34.647

18.219

23279

23.887

75

22.294

24.125

77922

22.568

52.381

49.79

23.651

LC-Len

158

70

42

40

26

12

25

23

18

18

46

18

38

51

31

22

Valor E

7TE-158

2E-56

9E-62

3E-51

3E-31

3E-35

2E-75

2E-34

6E-42

2E-51

4E-152

TE-57

2E-137

2E-14

9E-97

1E-105

1E-47

microarreglo RPM-Flu 3.1

Secuencia Comparada

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
genome shotgun sequence.

Pseudomonas  aeruginosa  strain AZPAE14816
AZPAE14816_contig_69, whole genome shotgun

sequence.

Streptococcus  mitis  18/56  contig00001, whole
genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.
Haemophilus influenzae 10810 genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus pneumoniae strain 2055 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.

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

Pseudomonas  aeruginosa  strain = AZPAE14859
AZPAE14859_contig_23, whole genome shotgun

sequence.

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

Pseudomonas aeruginosa AES-1R  contig00023,
whole genome shotgun sequence.

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

Streptococcus mitis strain 990123 mitilysin gene,
complete cds.

Neisseria meningitidis 8013, complete genome.
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Influenza 427

Influenza 429

Influenza 433

Influenza 445

Influenza 446

Influenza 449

Influenza 452

Influenza 458

Influenza 466

Influenza 470

Influenza 475

STPNLYTP

STPNGYRA

PSAEGYRA

PSAEGYRA

HAINOMPP5S

PSAEGYRA

STPNGYRA

HAINGYRA

HAINOMPP5

STPNGYRA

HAINGYRA

HAINOMPP5

STPNGYRA

PSAEGYRA

HAINGYRA

STAUGYRA

STPNLYTP

STAUGYRA

STPNLYTP

STAUMECA

PSAEGYRA

16.807

12.554

26.459

35409

24.494

66.148

32.684

79.461

60.121

19.481

86.515

57.692

30.952

37.743

38.174

87.815

67.017

97.269

27.311

95.248

30.739

13

26

42

55

18

120

211

15

109

193

38

50

28

75

58

272

133

20

3E-50

TE-42

3E-15

9E-41

2E-35

1E-61

3E-65

7E-162

3E-116

1E-32

8E-174

1E-112

6E-53

2E-29

8E-81

1E-175

7TE-139

7E-58

7TE-18

Streptococcus  pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence.

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

Pseudomonas  aeruginosa  strain AZPAE14908
AZPAE14908_contig_50, whole genome shotgun

sequence.

Pseudomonas sp. PAMC 25886 ctg7180000004559,
whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas  aeruginosa BWHPSA044  adkfY-
supercontl.1.C2, whole genome shotgun sequence.

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

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8_1, whole genome shotgun sequence.

Haemophilus influenzae R2846, complete genome.

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Streptococcus mitis strain SK608 gsmSK608.contig.
8_1, whole genome shotgun sequence.

Pseudomonas mendocina ymp, complete genome.

Haemophilus influenzae 86-028NP, complete genome.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus pneumoniae GA13637
GA13637.contig.14,  whole  genome  shotgun
sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Streptococcus mitis strain  R75II mitilysin gene,
partial cds.

Staphylococcus aureus VETO176R genomic scaffold
adZIX-supercontl .26, whole genome shotgun

sequence.

Pseudomonas aeruginosa AES-1R  contig00023,
whole genome shotgun sequence.
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Influenza 479

Influenza 480

Influenza 486

Influenza 498

Influenza 501

Influenza 505

Influenza 509

Influenza 513

Influenza 521

Influenza 546

Influenza 549

Influenza 553

KLPNTOPOIS
OMERASE

PSAEGYRA

STPNLYTP

STAUMECA

PSAEGYRA

PSAEGYRA

AD7EIA

STPNLYTP

STPNGYRA

HAINGYRA

HAINOMPPS

PSAEGYRA

STPNGYRA

STPNLYTA

STAUGYRA

STAUMECA

STAUMECA

PSAEGYRA

STAUGYRA

STAUMECA

HUCYDNAP
OL

26.923

43.969

68.697

97.84

30.35

21.79

89.083

91.807

73.16

54.564

49.595

29.183

16.45

15.768

82.353

57451

89.201

40.467

29.832

17.711

48.95

21

17

72

124

18

19

121

151

65

43

94

30

12

68

30

114

33

15

44

9E-35

SE-50

4E-137

4E-35

2E-15

6E-169

9E-128

1E-117

SE-96

8E-24

4E-43

3E-28

4E-171

3E-120

4E-175

6E-34

2E-76

4E-40

SE-110

Pseudomonas fluorescens NZ052
contig00019_contig_1, whole genome shotgun
sequence.

Pseudomonas sp. LAMO17WK12:12
D883DRAFT_scaffold00003.3_C, whole genome
shotgun sequence.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

Staphylococcus aureus W70590 genomic scaffold
adHtd-supercontl .1,

Pseudomonas  aeruginosa  strain AZPAE14816
AZPAE14816_contig_69, whole genome shotgun
sequence.

Pseudomonas brassicacearum strain PA1G7 genomic
scaffold Scaffold1, whole genome shotgun sequence.

Human adenovirus 66 strain 87-922, complete
genome.

Streptococcus pseudopneumoniae ATCC BAA-960
contig00042, whole genome shotgun sequence

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

Haemophilus influenzae R2846, complete genome

Haemophilus influenzae 10810 genome.

Pseudomonas putida S12, complete genome

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

Streptococcus pneumoniae GA44386
GA44386.contig.9, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Pseudomonas sp. PAMC 25886 ctg7180000004559,
whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus M1413 adtCH-
supercont1.6.C6, whole genome shotgun sequence.

Staphylococcus aureus W70590 genomic scaffold
adHtd-supercont1.1,whole genome shotgun sequence.

Human herpesvirus 5 isolate Nantes 13445 DNA
polymerase (UL54) gene, partial cds.
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Influenza 566 Pseudomonas  aeruginosa  strain AZPAE14908

PSAEGYRA 33.463 31 4E-39 AZPAE14908_contig_50, whole genome shotgun
sequence

Moraxella catarrhalis strain P44 UspA1l (uspal) gene,

Influenza 575 = MOCAUSPA1  40.211 57 7TE-81
complete cds.
STPNLYTA 87967 78 0 Streptococcus pneumoniae 459-5 spn4595F.contig.32,
whole genome shotgun sequence.
Influenza 583
STPNLYTP 78 571 74 3E-158 Streptococcus pneumoniae strain 2055 pneumolysin
(ply) gene, ply-1 allele, complete cds.
HAINGYRA 79.046 70 7E-158 Haemophilus influenzae 10810 genome.
HAINOMPPS  37.045 42 2E-56 Haemophilus influenzae 10810 genome.
NEMEVIN 37967 40 OF-62 Neisseria mucosa strain C6A contig_10, whole
Influenza 603 genome shotgun sequence.
Pseudomonas  aeruginosa strain = AZPAE14816
PSAEGYRA 50.973 26 3E-51 AZPAE14816_contig_69, whole genome shotgun
sequence.
STPNGYRA 16017 12 331 Streptococcus  mitis  18/56  contig00001, whole
genome shotgun sequence.
HAINOMPPS  17.814 25 3E-35 Haemophilus influenzae 10810 genome.
Influenza 608 o o
NEMEVIN 34,647 23 2ETS Neisseria meningitidis G2136 chromosome, complete
genome.
Influenza 610 HAINOMPPS 18219 15 2E-34 Haemophilus influenzae 10810 genome.
Influenza 613 | HAINOMPP5  23.279 18 6E-42  Haemophilus influenzae 10810 genome.
HAINOMPPS  23.887 18 2E-51 Haemophilus influenzae 10810 genome.
Streptococcus pneumoniae strain 2055 pneumolysin
Influenza 616  STPNLYTP 75 46 4E-152 (ply) gene, ply-1 allele, complete cds.
STPNGYRA 22904 12 7E-57 Streptococcus pneumoniae strain 4391 GyrA (gyrA)

gene, complete cds.

9.5 Analisis de Influenza AH1N1 y patégenos asociados

Adicionalmente, se determinaron los porcentajes de frecuencia entre los patégenos encontrados
por el Microarreglo RPM-Flu 3.1 tomando en cuenta las 208 muestras positivas para al menos
un patégeno. La tabla 13 muestra los patégenos identificados y su porcentaje del total de las
muestras. Los patégenos encontrados en las muestras analizadas del Noreste de México

correspondieron al género Streptococcus en 82 casos (37.44%), Haemophilus en 66 casos
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(30.13%), Pseudomonas en 44 casos (20.09%), Neisseria en 31 casos (14.15 %), Staphylococcus
en 21 casos (9.6%), Moraxella y Adenovirus en 3 casos (1.37% respectivamente), Mycoplasma

en 2 casos (0.91%), Herpesvirus y Klebsiella en 1 caso (0.45% respectivamente).

Tabla 13.Correlacion de Influenza AHIN1 pandémica con patégenos asociados a

enfermedades respiratorias

i Influenza A/HIN1 Influenza A/HIN1 Total #
Patogeno " i =
(positivas) (negativas) N=219
Streptococcus o o .
P : (34%) (32.65%) (37.44%)
) 51 15 66
Haemophilus (26%) (30.61%) (30.13%)
seudomonas (15%) (32.65%) (20.09%)
_ ) 26 5 31
eisseria (13%) (10.20%) (14.15%)
Staphylococcus (7%) (16.32%) (9.6%)
2 1 .
Moraxella (1.17%) (2.04%) (1.37%)
Ad i > : -
enovirus (1.17%) (2.04%) (1.37%)
2 2
Mycoplasma (1.17%) B (0.91%)
H i l :
erpesvirus - (2.04%) (0.45%)
Klebsiell, 1 1
ebsiella (0.58%) - (0.45%)

Total de casos positivos:  Total de casos negativos:
170 49

Para analizar la correlacién de los patdgenos con el virus de la influenza se realizé un anélisis
estadistico de correlacién de Phi como lo muestra la Tabla 14. Se observa la distribucién de
todos los patégenos encontrados por el microarreglo RPM-Flu 3.1 en las 170 muestras en los
casos positivos y negativos de Influenza AHIN1 pandémica. Los resultados del andlisis de
correlacidon, muestra que los patégenos que presentaron mayor correlacion positiva con la prueba

Phi con los casos positivos de influenza AHIN1 pandémica fueron Streptococcus (0.724),
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Haemophilus (0.520) y Neisseria (0.572). Sorprendentemente, el género Neisseria mostrd una

correlacién positiva con el virus de influenza AHIN1 pandémica (0.572) con la correlacién de

Phi mientras que los géneros Pseudomonas y Staphylococcus, no mostraron correlacion

significativa con valores de 0.168 y 0.182 respectivamente.

Tabla 14. Analisis de correlacion de las muestras positivas para Influenza AHIN1

pandémica asociadas a patégenos

Patégeno Influenza A/HIN1  Influenza A/HIN1 Total # Prueba Prueba
g (positivas) (negativas) N=219 Phi? Pearson
66 16 82
trept X ! 0.231
Streptococcus (34%) (32.65%) (37.44%) 0.724 3
. 51 15 66
Haemophilus (26%) (30.61%) (30.13%) 0.520 0.108
28 16 44
Pseudomonas (15%) (32.65%) (20.09%) 0.168 -0.104
26 5 31
isseri .572 0.140
Neisseria (13%) (10.20%) (14.15%) U3
13 8 21
Staphylococcus (%) (16.32%) 9.6%) 0.182 -0.096
M /] - " 3 0.311 -0.018
oraxetia (1.17%) (2.04%) (1.37%) : ‘
Ad ] 2 ! : 0.311 0.018
enoviris (1.17%) (2.04%) (1.37%) : -
Mycopl . . 0.465 0.075
FEOPEome (1.17%) . (0.91%) ) :
He ] : : 0.115 136
erpesvirus - (204%) (0.450/0) . .
Kiebsiell ! . 0.428 0.053
eostedta (0.58%) . (0.45%) ) :
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10. DISCUSION

El virus de influenza es responsable de morbilidad y mortalidad significativa con un serio
impacto social y econdémico en todo el mundo. Cada afio el virus de influenza A causa de tres a
cinco millones de infecciones graves en humanos y 0.25-0.5 millones de personas mueren por
gripe en todo el mundo. Los principales factores que hacen tan peligroso al virus de la influenza
A son su elevada tasa de mutacién generando epidemias de influenza anuales y la redistribucién
de los segmentos en la co-infecciOn de diferentes virus de influenza A en una misma célula que
conducen a una nueva cepa que es capaz de ocasionar una pandemia. Es por esto que en esta
tesis establecimos un programa de vigilancia epidemioldgico capaz de detectar los tipos y
subtipos del virus de influenza en la poblacién del estado de Nuevo Leodn. Para ello, se
selecciond la plataforma de microarreglos RPM-Flu 3.1 que demostré ser capaz de identificar los
diferentes tipos y subtipos del virus de influenza asi como su coinfeccién con patdgenos

asociados a enfermedades respiratorias de una forma rdpida, simultidnea y eficaz.

En un estudio previo en el laboratorio, Willis en el 2012 llevd a cabo la validacién del
microarreglo RPM-Flu 3.1 aislando los dcidos nucléicos de las muestras e identificando las
secuencias presentes en vacunas como Fluzone, Fluarix y controles positivos proporcionados por
la SSA del Estado de Nuevo Ledn asi como una muestra positiva proporcionada por la compaiiia
TessArae. Los resultados detectaron las secuencias especificas de cada subtipo del virus de
influenza A y B que hibridaron a sus complementarias en el microarreglo RPM-Flu 3.1

permitiendo la correcta identificacion del tipo y subtipo del virus de influenza.

Para la vigilancia epidemioldgica del brote del afio 2014 se obtuvieron 219 muestras de
exudados faringeos del estado de Nuevo Ledn, México. El microarreglo RPM-Flu 3.1 fue capaz
de detectar la secuencia que codifica para la proteina de matriz del virus de influenza AHIN1
pandémica en la mayoria de las muestras y las secuencias que codifican para las proteinas NA,
HA y proteinas no estucturales del virus de influenza AHIN1 pandémica en las restantes. Estas
secuencias hibridaron a su secuencia complementaria en el microarreglo y por medio de la re-
secuenciacién se obtuvieron fragmentos de estas secuencias que corresponden a los patdgenos
identificados. Los resultados del microarreglo mostraron que de las 219 muestras positivas para
Influenza AHIN1 pandémica por qPCR, 170 fueron confirmadas para influenza AHINI1
pandémica. Las secuencias nucleotidicas obtenidas con el Microarreglo RPM-Flu 3.1 no fueron
capaces de detectar la presencia del virus de la influenza AHIN1 pandémica previamente

analizadas por qPCR en 49 muestras descritas como negativas para AHIN1.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas por el RPM-Flu 3.1 presentaron puntajes C3 mayores a
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10. Las muestras se identificaron como positivas cuando el puntaje C3 fue mayor a 20, en las
muestras que presentaron un puntaje C3 de entre 10 y 20 se tuvo que analizar el valor de
expectativa E para identificar a esas muestras como positivas. Todas las muestras cuyo puntaje
C3 resulto entre 10 y 20 presentaron un valor de expectativa E menor a 1E-10 identificando a
esas muestras como positivas. Lo resultados anteriores nos permitieron detectar la presencia de

diferentes tipos y subtipos del virus de influenza AHIN1 pandémica.

Por otro lado, el comportamiento de la pandemia de influenza AHIN1 pandémica se caracterizo
por una alta tasa de mortalidad que se le atribuyd a varios factores de la salud. En un estudio
llevado a cabo en Estados Unidos (Louie et al., 2009), esta alta tasa de mortalidad se atribuye a
la coinfeccion que presenta el virus de la influenza pandémica AHINI1 con otras bacterias,
especialmente del genero Streptococcus, Haemophilus y Staphylococcus. Es por eso que esta
tesis tuvo como uno de sus objetivos determinar las coinfecciones del virus de la influenza
AHINI1 pandémica en México utilizando el microarreglo RPM-Flu 3.1 que permite la deteccién
simultanea de una amplia variedad de bacterias y virus asociados a enfermedades respiratorias
(Lin et al., 2009).

Los resultados obtenidos lograron determinar los géneros de bacterias y virus que presentan
coinfeccidon con influenza AHIN1 pandémica en el estado de Nuevo Leén. En las muestras
analizadas se identificaron los géneros bacterianos y virales que presentaron coinfeccién con el
virus de influenza AHIN1 pandémica los cuales fueron: Streptococcus, Haemophilus,
Pseudomonas, Neisseria, Staphylococcus, Moraxella, Adenovirus, Herpesvirus y Klebsiella.
Estos resultados permitieron determinar la infeccidon simultinea de patégenos asociados a
influenza con las bacterias del género Streptococcus, Haemophilus, Neisseria y Pseudomonas.
Adicionalmente, también encontramos la presencia de Adenovirus en dos casos y estos casos

presentaron una co-infeccidn con el virus de influenza AHIN1 pandémica.

Estos resultados son similares a los publicados en un estudio hecho por Casalegno et al., 2010,
en donde los principales patégenos detectados fueron del género Streprococcus, Haemophilus,
Pseudomonas asi como casos aislados de Adenovirus. Nuestros resultados apoyan los estudios
llevados acabo en Estados Unidos (Louie et al., 2009) en el cual encontraron que las bacterias
del género Streptococcus, Haemophilus y Staphylococcus en coinfeccion con el virus de
influenza AHIN1 pandémica. Asi mismo, en Espafia (Cilloniz et al., 2012) encontraron a las
bacterias del género Streptococcus y Pseudomonas presentando coinfeccidon con el virus de
influenza AHIN1 pandémica y en Argentina (Palacios et al., 2009) las bacterias del género
Haemophilus, Streptococcus y Staphylococcus presentaron coinfeccidn con el virus de influenza

AHIN1 pandémica. Es importante mencionar que ademds de las bacterias del genero
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Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas y Neisseria se observd una coinfeccion entre el virus
de influenza AHIN1 pandémica con el género de bacteria Staphylococcus en las poblaciones del
estado de Nuevo Leén. El género Staphylococcus ya estaba descrito en la literatura como
patégeno que presenta coinfeccién con el virus de influenza tanto como en la Influenza
estacional o la pandémica. La bacteria Staphylococcus aureus es un patdgeno oportunista
asociada a infecciones del tracto respiratorio y causante de infecciones respiratorias en paises
sub-desarrollados debido probablemente a la falta de higiene, mala alimentacién y falta de

atenciéon médica. Staphylococcus aureus es un agente ampliamente diseminado constituyendo
parte de la flora comensal del ser humano, principalmente en la piel de axilas, ingles, periné y

fosas nasales. La portacion nasal ha sido reconocida como importante en la epidemiologia de la

infeccion estafilococica desde hace décadas, siendo el mejor indicador de colonizacion y

potencial de diseminaciéon del agente. Este constituye el principal reservorio del
microorganismo, desde donde coloniza las otras dreas de la piel y las manos del personal de

salud, que son el vehiculo de contagio a otros pacientes en el caso de pacientes hospitalizados

(Mendoza, et al., 2000).

La bacteria Neisseria meningitidis es un patégeno asociada a infecciones del tracto respiratorio y
que en algunos casos puede presentarse en la flora nasofaringea y puede causar complicaciones
graves a la salud. Hasta el momento de forma global no se ha reportado que Neisseria sea un
patégeno que se presente frecuentemente en la coinfeccion con Influenza, sin embargo en el
presente trabajo y en trabajos anteriores, se llegaron a observar cierto niimero de casos y una
correlacion significativa con esta bacteria, tanto para Influenza AHINT1 en la poblacién del norte
y sur de México (Willis, 2013) como para Influenza B en la poblacién del norte y sur del pais
(Rodriguez, 2014) esto nos puede indicar que la poblacién mexicana tiene cierta predisposicion a
la coinfeccién con Neisseria, las causas podrian estar relacionadas con los hébitos de higiene,

atencién médica deficiente o incluso podria estar relacionado a la alimentacidn.

En cuanto a los porcentajes de los casos que presentaron coinfeccion de influenza AHINI1
pandémica con bacterias asociadas a enfermedades respiratorias que fueron del 34% para
Streptococcus pneumoniae y 15% para Pseudomonas aeruginosa, esto concuerda con los
estudios de Espafia (Cilloniz et al., 2012) y Estados Unidos (Louie et al., 2009) ya que
mencionan porcentajes del 33 y 25% respectivamente para Streptococcus pneumoniae y

Pseudomonas aeruginosa.

Los resultados obtenidos en ésta tesis muestran que el 59% de las muestras positivas para
influenza AHIN1 pandémica presentan una coinfeccién con bacterias asociadas a enfermedades
respiratorias, Se considera que el 59% de muestras positivas que presentan coinfeccién es un

porcentaje alto en comparacion a otros estudios que reportan de un 18% hasta un 33%
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dependiendo el patégeno bacteriano (Torres 2012, Rong-Yang, 2012 y Morales de Le6n et al,
2009) y este resultado podria atribuirse a que durante el procesamiento de las muestras se logrd
optimizar el paso de PCR Multiplex aumentando de nimero de ciclos de amplificacién y con
esto aumentar el nimero de fragmentos amplificados y asi contribuir al aumento de la
sensibilidad del microarreglo ya que se sabe que esta técnica tiene un mayor porcentaje de
especificidad (98%) que de sensibilidad (95%) comparado con otras técnicas de deteccién como
el PCR tiempo real, asi mismo el aumento en el porcentaje de las muestras que presentan
coinfeccidon también podria atribuirse a caracteristicas de la poblacion como las diferencias

socio-econdmicas y culturales entre paises que tienen un efecto en la salud y la higiene.

La vigilancia epidemioldgica deberd de continuar realizdndose ya que el virus de influenza A
humano puede llegar a sufrir reordenamientos de sus segmentos con otros tipos de virus de
influenza como la influenza aviar, generando una nueva cepa del virus de influenza A y
generando a su vez una nueva pandemia (Fanning et al.,, 2002). Se espera que esta nueva
pandemia sea aun mds agresiva debido a la falta de respuesta inmune de la poblacién humana

ante este virus.

Los resultados obtenidos nos permitieron identificar mayormente al subtipo de influenza AHIN1
pandémica en la poblacién del Noreste de México debido a que la gran mayoria de los casos
analizados (170 de 219) present6 infeccién del virus de influenza AHIN1 pandémica, esto
concuerda con lo reportado por PAHO/OPS, 2015 indicando la alta prevalencia de este subtipo
en el estado de Nuevo Leén. Demostrando que este subtipo del virus de influenza sigue
circulando en Meéxico afectando principalmente a nifios pequefios, ancianos, pacientes
inmunosuprimidos y las personas con enfermedad subyacente, como una enfermedad cardiaca o
asma en la temporada de invierno. En cuanto a las edades de las personas que sufrieron
hospitalizaciones y muertes en la pandemia del virus de influenza AHIN1 pandémica nuestros
resultados concuerdan con lo observado en un estudio realizado por Chowell et al., 2011, donde
indican que la poblacién més afectada fue la poblacion adulta activa. Estos autores mencionan
que en los tres primeros brotes que ocurrieron en el 2009, el mayor nimero de hospitalizaciones
por influenza AHIN1 pandémica se presentd en la poblacién adulta activa mientras que en el
brote que ocurrié a finales del 2011 fueron los adultos de edad avanzada. Estos resultados
también concuerdan con las edades de los pacientes de nuestras muestras ya que la gran mayoria
de los pacientes que sufrieron una infeccidn con el virus de influenza AHIN1 pandémica en el
2009 resultaron estar entre los 20 y 60 afios de edad mientras que la poblacion més afectada a
finales del 2011 fueron los nifios y ancianos. Esto podria explicarse debido a una inmunizacién
por parte de la poblacion adulta activa con el virus de influenza AHIN1 pandémica en el 2009 y/

o por las campaiias de vacunacion que se llevaron a cabo en el 2010.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de ésta tesis permitieron:

1) Detectar la presencia del virus influenza AHINI1 en el 78% de las muestras del Noreste de

Meéxico analizadas.

2) Determinar la infeccién simultanea de patégenos asociados a influenza con los patégenos de
los géneros: Streptococcus, Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria, Staphylococcus, Moraxella,

Adenovirus, Mycoplasma, Herpesvirus y Klebsiella.

3) Detectar en el 59% de las muestras con Influenza AHINI uno o mds patdgenos asociados a
enfermedades respiratorias, de los cuales el mayor porcentaje (23%) se encontraron asociados a

un solo patégeno, seguido de dos con 19%, tres con 15% y cuatro patégenos en el 2%.

4) Analizar la asociacion mds frecuente del virus de Influenza AHINT1 en la poblacién de Nuevo
Leén con los patégenos de los géneros Streptococcus (37.4%), Haemophilus (30.1%) y
Pseudomonas (20%).

5) Determinar la correlacion positiva entre el virus de Influenza AHINT1 y la coinfeccion con los
patdgenos identificados de los géneros Streptococcus (0.724), Haemophilus (0.520) y Neisseria
(0.572).

Los resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad para detectar la apariciéon de nuevos
re-arreglos especificos al gen de matriz, Neuraminidasa y Hemaglutinina del virus de influenza
AHINI1 pandémica en pacientes del estado de Nuevo Ledén en México. Ademds de también
puede continuarse la vigilancia epidemioldgica analizando la variabilidad de los genes de
Neuraminidasa y Hemaglutinina asi como identificando los tipos y subtipos del virus de

influenza AHINT1 pandémica.
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