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PREFACIO

Este trabajo fue realizado con la idea de profundizar sobre la importancia
evolutiva y los beneficios que los virus les proporcionan a sus huéspedes ya
qgue en el colectivo comun existe la ideologia que toda infeccion virica provoca
una enfermedad, sin embargo proporcionalmente al ndmero de virus que
existen, son pocas las infecciones viricas que originan sintomas de
enfermedad. Los virus son parasitos obligados que se han especializado en
insertar su material genético dentro del genoma de la célula huésped y han
perfeccionado a lo largo de la historia evolutiva diversas estrategias para co-
existir con su huésped. Por ello existe la hipotesis de que el genoma de la

mayoria de los organismos se origino a partir de genomas virales.

La transferencia de informacién genética entre diversas especies de
organismos permite la adquisicibn de nuevas propiedades evolutivas, que
puede otorgar ventajas o desventajas adaptativas al organismo que hereda las
secuencias gendémicas. En los ultimos afios algunas especies de virus del grupo
de los parvovirus como por ejemplo el virus IHHNV producen infecciones
persistentes en crustaceos, sin desarrollo de enfermedad aparente. La
persistencia viral esta relacionada con su capacidad de integrarse al DNA
cromosomico de sus huéspedes, debido a esto han co-evolucionado junto con

sus huéspedes, derivando en una adaptacion selectiva positiva.

Un ejemplo importante de co-evolucion ocurre en el camarén Penaeus

monodon, éste es infectado de forma persistente por el parvovirus IHHNV y no

Vil



desarrolla enfermedad en el crustaceo. El virus de la influenza subtipo A HIN1
también ha co-evolucionado con sus huéspedes (aviar, porcino y humano),
debido a que presenta bajas tasas de cambio evolutivo en las aves, con una
gran capacidad de adaptacion y equilibrio. El estudio de la adaptacion selectiva
de los virus, se ha abordado recientemente en la genomica comparativa
mediante métodos evolutivos computacionales y las técnicas moleculares
basicas como el PCR, bioensayos con organismos vivos y cultivo celular,
secuenciacion de genomas, entre otras técnicas. En esta Tesis abordamos una
perspectiva integral para comprender mecanismos de co-evolucién comparando

al modelo humano y al camaron.

Vil



I. Introduccién

|.1. Generalidades sobre los virus

Los virus son parasitos obligados e intracelulares, carecen de informacion
genética que codifiqgue estructuras necesarias para la generacion de energia
metabdlica o para la sintesis de proteinas. Son dependientes de la célula
huésped, por lo tanto estan vivos mientras estén dentro de esta y son
ensamblajes quimicos metabdlicamente inertes fuera de la célula (Cann, 2009).
Los virus son las entidades biol6gicas mas abundantes y diversas en la tierra.
Estan presentes en todos los ambientes explorados, son capaces de infectar a
todos los organismos de los tres reinos de la vida (archaea, bacteria y
eucariota), ademas de otros virus (Feschotte y Gilbert, 2012; Koonin y Dolja,
2013). La composicién y estructura de los genomas virales es mas variada que
los genomas de los reinos bacteriano, vegetal y animal. Los acidos nucleicos
son de una sola cadena o doble cadena, su configuracion es linear, circular o
segmentada. La polaridad de sus genomas es positiva (la misma polaridad o
secuencia nucleotidica que el mMRNA), polaridad negativa 6 ambisentido (Cann,
2009). Debido a la estructura genémica que presentan los virus, tienen un papel
muy importante en la transicién evolutiva celular (Bandea, 2009). Ya que los
acidos nucleicos virales al infectar células del huésped evolucionan mediante
recombinacion y mezcla de material genético entre ambos (Koonin y Dolja,

2013, Feschotte y Gilbert, 2012; Flegel, 2009). Esta transferencia genética entre



los organismos y los virus permite la adquisicibn de ventajas o desventajas
adaptativas (Dunning, 2011). Todas las células, animales y vegetales son

susceptibles de ser infectadas por virus de manera especifica.

I. 2. Caracteristicas generales del IHHNV

El virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa IHHNV, es
una de las enfermedades infecciosas virales que merecen mayor atencién por
su frecuencia de aparicion, su capacidad de producir severas epizootias con
altas mortalidades y considerables pérdidas econémicas a la industria del
cultivo de L. stylirostris y L. vannamei (Lightner, 1988 y 1996). Este virus
pertenece taxonomicamente a la familia Parvoviridae por las siguientes
caracteristicas: su didmetro es de 18-26 nm, con simetria icosaédrica, carece
de envoltura, contiene un DNA unicatenario lineal (cubierto por la capside como
hebra positiva 0 negativa), de un tamafio estimado de 3.9-5.9 kb (Berns et al.,
1995). Por medio de la técnica electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida
(SDS-PAGE) se determiné que la capside del virus estd formada por cuatro

polipéptidos con peso molecular de 74, 47, 39 y 37.5 kD (Bonami et al., 1990).

[.2.1. Virulencia del IHHNV

Los peneidos adultos infectados con IHHNV que han superado una epizootia,
no desarrollan signos macroscopicos importantes por lo tanto no son
susceptibles a este virus ya que no muestran sintomas de la enfermedad y

tampoco mortandad, en cambio los juveniles de P. stylirostris de tamafio



pequefio (5.0 mg a 3.7 g) presentan mortalidades masivas (Lightner et al.,
1983). La severidad de la infeccion es mayor para L. stylirostris, en L.vannamei
solo se manifiesta como el sindrome de deformidad y enanismo o RDS (por sus
siglas en inglés), presentandose en esta especie como un agente de
enfermedad crénica, sin grandes mortalidades (Bell et al., 1984; Kalagayan et
al., 1991). Es importante mencionar que los individuos de P. stylirostris y P.
vannamei que estan infectados y que sobreviven a las epizootias del IHHNV
son portadores de este virus el cual se transmite a un nuevo lote de cultivo tanto
de forma vertical (presente en el genoma de los huevos) como horizontal (por
ingestion de las heces como por eventos de canibalismo) (Motte et al., 2003;

Lightner, 1996).

I.2.2. Resistencia de los peneidos al IHHNV

7

Las especies de peneidos resistentes 6 no susceptibles al IHHNV son P.
monodon, |. indicus y L merguiensis (Lightner, 1996). En adultos de P. monodon
infectados de forma persistente por el IHHNV, no se observan los signos
clinicos antes mencionados y solo se ha reportado una disminucién en la tasa
de fecundidad (Withyachumnarnkul et al., 2006). Las razones de la resistencia
de esta especie ante esta enfermedad no son totalmente comprendidas. Se
desconoce lo que ocurre a nivel celular y molecular con los organismos
sobrevivientes ante las infecciones persistentes provocadas por el IHHNV, solo
se les llama resistentes, el conocimiento sobre el tema es muy limitado. A

continuacion se presentan algunas posibles explicaciones.



1.2.3. Co-evolucion entre el IHHNV y su huésped

Es necesario comprender la interaccion co-evolutiva que ocurre entre el virus y
su huésped. Comprender esta interaccion nos permitira conocer de forma
integral la infeccién virica. Algunos investigadores sefialan que los acidos
nucleicos virales evolucionan a partir de las células que infectan, mediante
recombinacién, duplicacion genética y mezcla de material genético de los virus
con sus hospederos (Koonin y Dolja, 2013: Feschotte y Gilbert, 2012; Flegel,
2009; Bandea, 2009). La simbiosis o infeccidén persistente propicia un delicado
balance entre el virus y el huésped, en el cual el virus ajusta su replicacion y

patogenicidad para evitar la muerte del huésped (Cann, 2009).

Existe la hipotesis de que el IHHNV, se podria adaptar a sus hospederos L.
vannamei y L. stylirostris mediante seleccidn positiva. Esto es, incrementando la
frecuencia de variantes, que otorgan ventajas adaptativas y diversidad genética

a las poblaciones virales (Posada, 2009).

1.2.4. Endogenizacién de secuencias de genomas virales y su utilidad

inmunoldgica

Es posible que secuencias del genoma del IHHNV se puedan integrar al
genoma del camarén. Se tienen registros de que la familia Parvoviridae ha
integrado secuencias de sus genomas en los genomas de sus huéspedes
desde hace 50 millones de afios de evolucion (Belyi et al., 2010). Por ejemplo,

el Dependovirus AAV2 cuando infecta al humano, se integra en el cromosoma



19, como parte de su estrategia de replicacion (Belyi et al., 2010). Las
secuencias endégenas modifican la evolucion del genoma de su huésped y
alteran la expresion de genes para su beneficio (Daubin y Ochman, 2004). Otra
hipotesis propone que las recientes endogenizaciones de secuencias de
genomas virales en los genomas de artropodos, operan como memoria de
DNA, que activa su sistema inmune adaptativo (Flegel, 2009; Daubin y
Ochman, 2004; Kazazian, 2004; Goic y Saleh, 2012). Un ejemplo es el sistema
de defensa antiviral RNA de interferencia (iIRNA) (Labreuche y Warr, 2012), el
cual destruye el material genético ajeno e inactiva los virus dejandolos en
latencia mediante la regulacién de su replicacion, sin causar signos de infeccién
en el huésped (La Fauce y Owens, 2012; Goic y Saleh, 2012; Labreuche y
Warr, 2012). Es importante investigar mas eventos de integracion, patogénesis
y los mecanismos de persistencia del IHHNV ya que siguen siendo
desconocidos. El conocimiento sobre estos temas proporcionaria informacion
importante sobre los procesos de seleccion positiva adaptativa del genoma y

co-evolucion entre el virus y su huésped.

|.3. Caracteristicas generales de la influenza subtipo A (H1N1)

Otro virus en el cual se han presentado procesos infectivos y evolutivos que
ameritan ser estudiados, es el virus de la influenza subtipo A (H1N1) por su alta
variabilidad genética y antigénica. La infeccion respiratoria aguda causada por
el HIN1 es un problema de salud publica que ha causado la muerte de

alrededor de 50 millones de personas en el mundo, y cada afio permanece



como una amenaza a la salud publica (Taubenberger et al., 2006). Este virus se
clasifica taxonomicamente en la familia Orthomyxoviridae, consta de ocho y
siete segmentos de RNA de cadena simple y tiene polaridad negativa
(Duesberg, 1967; Cheung y Poon, 2007; Bouvier y Palese, 2008). Se clasifica
en subtipos debido a que las glicoproteinas hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA) determinan el alto grado de variabilidad antigénica, por lo
qgue las secuencias de estas proteinas se utilizan para clasificar a los virus
cuando aparecen nuevas cepas. Estudios filogenéticos han descrito que
Gnicamente el subtipo A es el responsable de los 16 subtipos de HA
denominados (H1-H16), y nueve subtipos de NA (N1-N9) (Laver et al., 1984;
Cheung y Poon, 2007). Solo tres subtipos HA (H1, H2 y H3) y dos NA (N1 y N2)
han causado epidemias humanas mediante la transmision de persona a
persona (Bouvier y Palese, 2008). La proteinas HA y NA, son los principales
antigenos del virus contra la respuesta inmune (Laver et al., 1984; Cheung y

Poon, 2007).

1.3.1. Subtipos virales de la influenza

El subtipo de influenza A infecta al humano, cerdos, caballos, mamiferos
marinos y varias especies de pajaros (Carrat et al., 2007; Webster et al., 1992;
Robert et al., 1992). Estudios filogenéticos de los virus de la influenza A, han
demostrado que en las aves silvestres acuaticas este virus esta muy adaptado y
presenta poca variabilidad genética. Se ha propuesto la hipotesis, que las aves

acuaticas son el origen de todos los virus de la influenza en otras especies



(Robert et al., 1992). Los subtipos de influenza A mas comunes en humanos y
cerdos son H1N1, H1N2, H3N2, son cosmopolitas, pero su origen,
caracteristicas antigénicas y genéticas, se diferencian entre las distintas
regiones geograficas (Kuntz et al., 2009). Diversos estudios han evidenciado
que el cerdo es una especie reservorio en la que se generan las nuevas
variantes recombinantes del virus de la influenza que se transmite a otras
especies de organismos con potencial pandémico en la poblacién humana (Ito
et al., 1998; Campitelli et al., 1997; Chen et al., 2005; Dawood et al., 2009).
Durante este siglo han surgido diversas cepas de influenza, debido a la
recombinacién genética aviar, humana y porcina, estas variantes virales han

sido responsables de las epidemias y pandemias en el mundo.

1.3.2. Variabilidad genética del antigeno HA de la influenza subtipo A (H1IN1)

El virus de la influenza subtipo A (H1N1) produce epidemias y pandemias
humanas ocasionadas por la alta sustitucion de aminoacidos dentro de los sitios
de union en sus antigenos Hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Carrat y
Flahault, 2007). Esta variabilidad en los antigenos no permite que los
anticuerpos los reconozcan. La sustitucion de aminoacidos proviene de
mutaciones (deriva genética), seleccion natural y recombinacién de los
segmentos de RNA en diferentes especies (Chen y Holmes, 2006; Domingo,
2006). La glicoproteina HA es la responsable de la union del antigeno viral al
receptor de tipo acido sialico en los enlaces a- 2,6 y en menor grado en el

enlace a-2,3 y también controla la fusion viral de la membrana celular del



huésped (Couceiro et al., 1993; Cheung y Poon, 2007; Nayak et al., 2009). La
sintesis de la conformacion de HA se origina por un polipéptido precursor (HAo)
durante su post-traduccion, su estructura se basa en dos subunidades HA1 y
HA2 enlazadas por un enlace disulfuro, la escision de esta proteina en HA1 y

HA: es importante para la infectividad viral (Cheung y Poon, 2007).

[.3.3. Pandemia del virus de la influenza subtipo A (H1N1) en México

En México en el afio 2009, surgié una nueva variante inusual del virus de la
influenza A (HLN1). El pais no contaba con la capacidad para identificar a este
virus, por ello los centros de Prevencién y Control de Enfermedades (CDC) de
los Estados Unidos, reportaron a la Organizacion Mundial de la Salud, que este
virus surgié por una recombinacion interespecifica de sus genes (porcino, aviar
y humano) (Dawood et al.,, 2009; Trifonov et al., 2009). El HIN1 variante
mexicana se expandié a 43 paises regostandose 12,515 casos de los cuales 91

personas infectadas murieron (Trifonov et al., 2009).

El estudio de la dinamica evolutiva de los virus de influenza, facilita la
comprehension de su epidemiologia. El estudio de Moya et al., 2004, establecio
la fuente del brote viral; mediante un arbol filogenético se construyé su historia
epidemioldgica (se determind su origen, se identifico la variante viral actual y se
estimaron las probabilidades futuras de supervivencia de variantes de virus de
influenza. El objetivo de reunir toda esta informacion fue conocer al virus de la
gripe para anticipar vacunas cuando una nueva epidemia comience a emerger.

Es importante mencionar que las variantes de virus de influenza mexicanas son



diferentes genética y antigénicamente, en funcion de su ubicacion geografica.
Sin embargo en México, a la fecha no existen investigaciones dirigidas a
entender la dindmica evolutiva del virus de influenza, a pesar del incremento
inusual de influenza pandemia presentada en los ultimos afios. Por todo lo
anterior el objetivo de este trabajo es, evaluar algunos mecanismos de
adaptacion evolutiva de los virus IHHNV y HIN1, con sus respectivos

hospederos mediante un enfoque experimental y de bioinformatica.
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Il. Hipotesis

La adaptacion selectiva de los virus de la Necrosis Hipodérmica vy
Hematopoyetica Infecciosa (IHHNV) y de la Influenza subtipo A (HIN1) y sera

positiva a los cambios celulares e inmunolégicos de sus huéspedes naturales.

[ll. Objetivo general

Discernir los mecanismos de adaptacion evolutiva de los virus IHHNV, y A
(H1N1) con sus respectivos hospederos mediante un enfoque experimental y de

bioinformatica.

Objetivos especificos

1.-Evidenciar el estado actual del conocimiento sobre el virus IHHNV en

decapodos.

2.- Evaluar la endogenizacion del IHHNV en camaron blanco Litopenaeus
vannamei y camaron azul Litopenaeus stylirostris mediante un estudio

experimental.

3.- Investigar los procesos de adaptacion evolutiva del virus A (H1N1) durante la

pandemia del 2009 en la poblacion mexicana mediante andlisis bioinforméatico.

4.- Definir los procesos de co-evolucion del IHHNV y el A (HIN1) en sus

respectivos huéspedes.

5.- Producir anticuerpos monoclonales para conocer los cambios evolutivos de

la proteina HA de los virus de influenza A (H1N1).



V. Capituio |

El virus de la Necrosis

Hipodérmicay Hemato

povetica

(IHHNV): Un breve repaso de lo

gue hacemos vy no sabemos
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IV. l.Introduccion

La camaronicultura es una de las ramas de la acuicultura que mas se ha
desarrollado en los dltimos 15 afios a nivel mundial. En México el cultivo de
camaron inicié en 1985, incrementandose la produccion y el area de cultivo de
manera progresiva en los ultimos afos. Las especies mas importantes desde el
punto de vista productivo y comercial pertenecen a la familia Penaeidae y son:
Penaeus vannamei, que tiene un color blanquecino o ligeramente amarillento, y
Penaeus stylirostris, que tiene un color ligeramente azulado (Martinez-Cérdova
et al., 2002).

Las enfermedades infecciosas virales han causado epizootias y pérdidas
econOmicas considerables a la industria del cultivo de camardn. Hasta fines de
1988 solamente se habian reportado seis virus capaces de afectar al género
Penaeus, y para 1996 el numero se habia incrementado a més de 20 (Lightner,
1988 y 1996). En el continente americano los agentes virales que merecen
mayor atencion por su aparicion frecuente, amplia distribucion, capacidad de
causar epizootias con altas tasas de mortalidad, ademas de producir pérdidas
econdmicas de miles de millones en la industria de camarones peneidos son:
En primer lugar el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) que ha
causado peérdidas econémicas de ocho mil millones, en segundo lugar el Virus
del Sindrome de Taura (TSV) con pérdidas de tres mil millones y en tercer lugar
el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) con pérdidas de

mil millones (Lightner, 2011).
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En México a raiz de la epizootia que causo el IHHNV a P. stylirostris en la
década de los 90s, se opté por suspender su cultivo y cultivar en cambio al
camarén blanco P. vannamei, que es, como ya se menciond, menos susceptible
a este virus (Morales Covarrubias, 1999). No se ha tomado en cuenta que el
IHHNV esta mutando continuamente (Robles-Sikisaka et al., 2010) y que P.
vannamei podria estar perdiendo variabilidad genética debido al rapido
desarrollo productivo sin control en el manejo de sus poblaciones, lo cual podria
generar en perdida de variabilidad genética y por lo tanto incrementar su
susceptibilidad a enfermedades (Rivera-Garcia y Grijalva-Chon, 2006). Eliminar
el cultivo de P. stylirostris, susceptible al IHHNV y solamente producir P.
vannamei resistente al IHHNV, no es la solucion al problema. Aun se sabe
poco sobre los aspectos fisiolégicos, genéticos, patogénicos, provocados por el
IHHNV en sus hospederos, a pesar de que el IHHNV es una de las amenazas
mas serias para la industria camaronicola (JSA Shrimp Virus Work Group,
1997) Por lo anterior el objetivo principal de este primer capitulo es recapitular
la informacion disponible sobre el virus IHHNV en decapodos, esta informacion
nos facilitara comprender su epidemiologia. La investigacion ha sido publicada y

se presenta a continuacion en su formato final.
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Given its high prevalence, its wide distribution and its remarkable capacity to
causc severe mortality in shrimp, the infectious hypodermal and hacmatopoict-
ic necrosis virus (IHHNV) may deserve far more attention than it has reccived,
as it remains considered as onc of the most scrious problems plaguing the glo-
bal shrimp farming industry. Furthcrmore, its rcal measurable impact over wild
shrimp populations remains unknown. Undeniably, the progress that we have
reached today on the knowledge of its geographical distribution, clinical signs,
genctic diversity, transmission and virulence may help to identify and under-
stand important aspects of its biology and pathogenesis. However, the informa-
tion regarding the molecular cvents that occur during the infection process is
scarce. Thus, it may not be surprising to find that there are no therapeutic
options available for the prophylaxis or treatments to reduce the deleterious
impact of this viral pathogen to date. The aim of this review is to integrate and
discuss the current state of knowledge concerning several aspects of the biology
of IHHNV and to highlight potential future directions for this arca of rescarch.

Introduction

Even when marine viruses were described for the first
time by Spencer (1955), their existence remained largely
ignored because of the relatively low abundances inferred
through the usc of cultured-based assays (Breitbart ct al.,
2007). It was not until 1989, when Bergh and colleagucs
reported high abundances of viruses in aquatic environ-
ments, that the attention was focussed on the environ-
mental and epidemiological roles of marine viruses.

Besides being important catalysts of biogeochemical
cycling influencing the availability of nutrients on the sca
(Fuhrman, 1999), a vast reservoir of genctic and biologi-
cal diversity, and a key factor driving the cvolution of its
hosts (Suttle, 2007), marine viruses probably infect all liv-
ing organisms inhabiting scawaters (Suttle, 2005), and as
a consequence they are a major cause of discases and
mortality in the oceans (Suttle, 2007). 1t is clear that mar-
inc viruses infect several commercially important culti-
vated species, such as fish and shrimp, and for this reason
they have been intensively studied.

0 2011 slackwell Verlag GmbH « Transboundary and Emerging Dusemes

In recent years, several viral discases have caused criti-
cal economic losses to the global shrimp-farming industry
(Chamberlain, 1994). To date, more than 20 viruscs have
been reported to infect cultured and wild shrimp (Light-
ner, 1994; Overstrect, 1994). Among these viruses, the
infectious hypodermal and hacmatopoictic necrosis virus
(IHHNV) represent onc of the most scrious threats to the
cultured shrimp industry and the shrimp fishery (JSA
Shrimp Virus Work Group, 1997). Thus, this review pro-
vides a bricf overview of the current science on THHNV
and identifics arcas for further development regarding this
virus.

History, Clinical Signs and Geographical Distribu-
tion of IHHNV

During the carly 1980s, the population of Penacus styliros-
tris rcared at the University of Arizona's experimental
shrimp culture facility on Hawaii were severely affected
by a highly lcthal discase of viral actiology. Examination
by clectron microscopy and histopathology of specimens
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of P. stylirostris, P. monodon and F. vannamei naturally
infected with IHHMNV showed the presence of large con-
spicuous eosinophilic intranuclear indusions (type Al
resembling those described by Cowdry (1934) in ectoder-
mally and mesodermally derived tissues (Lightner et al.,
1983a). Thus, to describe the principal lesions caused by
this disease, it was named infectious hypodermal and hae-
matopoictic necrosis (IHHMN) (Lightner et al., 1983a,b).

While the IHHN disease detected in juveniles of P. styfi-
rostris resulted in mortality rates of 90% of the affected
population, populations of P. vanmamei were shown to be
susceptible to carry the disease but no mortalities were
observed (Lightner et al., 1983b). As P. stylirostris was the
only species severely affected, these observations suggested
a disease of species-specific viral aetiology in terms of gross
manifestations (Bell and Lightner, 1984). The viral aetio-
logical agent IHHNV was subsequently isolated from a dis-
eased host and, according to the Koch's postulates, passed
by a cell extract to a susceptible host in which the discased
host was manifested later. Findings from this event, by his-
tological examinations and using light microscopy, pro-
vided evidence that the IHHN disease was caused by a
virus (Bell and Lightner, 1984).

Lightner et al. (1983b) reported that THHNV was
imported into Hawaii with penaeid populations originated
from South or Central America and suggested that the
virus is enzootic in penacid culture farms where P. styliros-
tris and P. vanname were grown in those regions.

The first recognizable signs in P. stylirostris are lethargic
surface swimming followed by motionless, inverted sink-
ing to the bottom, muscle opacity, lack of mobility and
death. It has been reported that the discase is more severe
in groups of small-sized animals (5.0 mg to 3.7 g) than in
larger-sized groups (14.3-36.9g) (Bell and Lightner,
1984, 1987). Besides, it is worth noting that P. stylirostris
specimens surviving IHHNV may become carriers and
transmitter of the virus for life, despite the absence of evi-
dent gross signs of disease (Bell and Lightner. 1987).
Thus, wvertically infected larvac and early post-larvae
undergo mass mortalities when reaching the juvenile state
{Lightner, 1996). In contrast, the impact of this virus in
other penacid species is not so severe. In P. vanmmamei, it
has been associated with runt deformity syndrome (RDS),
causing significant reduction on the growth rate and
cuticular deformities as bent rostrum, blistered cuticle,
bent telson, abdominal anomalies and curly antennae
(Kalagayan et al, 1991; Browdy et al., 1993 Primavera
and Quinitio, 2000). In addition, no important diminu-
tion on growth rate, deformities or serious effects on
fecundity have been observed in P momodon (With-
yachumnamkul et al. 2006). However, the reason for
such differences in signs among species is not fully under-
stood yet.
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Tissue histopathology and electron microscopy of acute
and subacute organisms of the species P. stylirostris,
P. monodon and P. vannamei have shown large Cowdry
type A intranuclear inclusions in gills, nerve cord, stom-
ach mucosa, antennal gland, cuticular hypodermis, hae-
matopoictic and connective tissues (Lightner et al., 1983a;
Bell and Lightner, 1984). Pemaeus stylirostriz presented a
higher degree of tissue damage in the gills, nerve cord
ganglia compared with P. vanmamei. The damage pro-
voked by such histopathology may be the cause for the
characteristic clinical signs observed in IHHMV-infected
shrimp (Bell and Lightner, 1984).

It is worth mentioning that there is currently no effec-
tive strategy to treat or prevent the occurrence or spread
of this virus, and only few studies have been conducted
to evaluate the potential antiviral strategies against
IHHMV. Thus, a recent report revealed that the introduc-
tion of dsRMNAi corresponding to the IHHNV capsid pro-
tein (CP) in experimentally infected house crickets
(Acheta domesticus) was effective in reducing viral replica-
tion, and it was suggested that the administration of
IHHMV -specific dsRMNAis may provide a potent strategy
for an effective treatment against this virus in crustaceans
(La Fauce and Owens, 2009).

After the discovery of IHHNV in Hawaii, this virus
was found to be widely distributed in cultured shrimp in
Morth, South, Central America, the Caribbean and the
Indo-Pacific. In the Gulf of California, Mexico, this virus
was detected in shrimp farms where the blue shrimp
(P. stylirostris) was cultivated (Lightner, 1992; Lightner
et al., 1992). Furthermore, in a survey study performed in
two stations in the MNorthern part of the Gulf of Califor-
nia, a high prevalence of this virus was found in wild
adult females (86% and 89%%) and males (56% and 57%)
of P. stylirostris (Morales-Covarrubias et al., 1999). On
the contrary, recent reports have shown that the preva-
lence of IHHNV in wild shrimp F. setiferus (white
shrimp) and P. aztecus (brown shrimp) from the estuary
of La Pesca in La Laguna Madre Tamaulipas, México, is
low (only 4.4%) (Guzmin-Sienz et al., 2009).

High prevalence of IHHNV has been also recently
reported in other regions of the world, such as China.
Hence, during 2001-2004, by means of PCR diagnosis,
prevalences of 51.5% and 83% were detected in shrimp
and crabs, respectively (Yang et al, 2007). The virus has
also been detected in both coasts of India, causing slow
growth in P. monodon. The phylogenetic analysis of sev-
eral DNA sequences shows that the Indian IHHNV isolate
is closely related to an isolate from South-East Asia,
which suggests that the entry of the virus reached India
from South-East Asia (Rai etal, 2009). In addition,
because of its geographical isolation and a strict quaran-
tine policy avoiding the importation of live prawns into
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the country, Australia was supposed to be free of this
virus. However, some reports detected the occurrence of
this virus in Australia since 1992 (Owens et al, 1992) to
date (Saksmerprome et al., 2010). Furthermore, culture
facilities of penacid shrimp in SE Asia using exclusively
wild broodstock were infected with IHHNV (Lightner
ct al, 1990). Taken together, these observations suggest
that the West Pacific may be the original geographical
source for IHHNY (Owens ct al, 1992). Table | presents
a list of countrics in which ITHHNV has been isolated or
detected.

Virus Taxonomy and Structure
Based upon its morphological characteristics (the smallest

of the known penacid shrimp viruses, with a diameter of
22 nm non-enveloped particles, with an isometric icosa-
hedral shape). its buoyant density in CsCl (1.40 giml)
and its genome size (single-stranded DNA with a size of
3.9 kb) (Lightner, 2011), the IHHNV has been classified
as a member of the family Parvoviridac (Mathews, 1982).
The capsid of the virus is composed of four polypeptides
with 74, 47, 39, and 37.53 kDa (Bonami et al, 1990).
Diespite its geographical origin, a total of three large and
partially overlapping open reading frames (ORFs) have
been identified in all isolates (Shike et al., 2000). Further-
maore, the overall genomic organization is similar to that

of the mosquito brevidensoviruses, and it has therefore
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been proposed that the term IHHNV is inappropriate
and suggested that this virus should be renamed Penaeus
stylirostris densovirus (PstDNV) (Shike et al., 2000).
Interestingly, the full-length THHMNV CF was recombi-
nantly expressed in Escherichia coli with a His-tag at its N
terminus, and it was found that it can spontancously
sclf-assemble, without involvement of intramolecular
disulphide bonds, into virus-like particles (VLPs) with
homogeneous size and appearance similar to  those
observed in native THHNV particles. Furthermore, it was
found that the recombinant THHNV-VLPs are able to
encapsidate substantial amounts of nucleic acids with a
predominant size of 0.5 kb, mainly RNA (Hou et al., 2009).

Transmission and Host Range

It is now widely accepted that the transmission of
IHHNV within a penacid shrimp population may occur
whether horizontally (transmitted among individuals of
the same generation by direct contact, or indirectly, by
ingestion of infected organisms) or vertically (the virus is
passed from an infected female parent to her F1 progeny)
(Lightner et al., 1983ab; Motte et al, 2003). Several
reports regarding successful horizontal transmission by
ingestion of IHHNV-infected shrimp tissue have been
published (Bell and Lightner, 1987; Tang and Lightner,
2008; Coelho et al., 2009). On the other hand, even if
vertical transmission of the virus was suspected (Lotz,

Table 1. The geographical distrbution of infectious hypodermal and hasmatopoietic necross vines solates

Continent  Country References
America Argentina Martoreli at al., 2010;.
Peru Alaro-Aguilera et al., 2010;.
Brazl Dos Santos-Braz et al., 2009; Coelho et al., 2009
enezuela Boada et al, 2008
Colombia Tang et al, 2003
Mexico Unzueta-Bustamante et al, 1998; Nunan et al, 2000; Tang and Lightrer, 2001; Guzman-53enz et al., 2009
Ecuador Fmenez et al., 1999; Nunan et al., 2000
USA (HI, TX and CA)  Kalagayan et al., 1991; Owens et al, 1992; Munan et al., 2000; Shike et al , 2000; Tang et al., 2007
Panama Munan et al., 2000; Tang and Lighiner, 2001
Balize Tang et al., 2007
Asia China Yang et al, 2007; Thang et al., 2007
India Rai et al, 2009
Philippines Balak et al.. 1998; Nunan et al., 2000; Tang et al., 2003, 2007
Thailand Chayaburakul et al., 2004; Tang et al,, 2003, 2007
Taiwan Tang et al, 2003
Brunei Darussalam Claydon et al., 2010
Oceania BAustralia Krabsetsve et al., 2004; Saksmerprome et al., 2010
Afrca Madagascar Tang et al, 2003; Tang and Lightner, 2006
Mozambigue Tang and Lightner, 2006
Tanzania Tang et al, 2003; Tang and Lightner, 2006
Mauritius Tang et al., 2003
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1997), it was just recently demonstrated that IHHNV was
detected, by dot-blot and nested-PCR, in the ovaries of
infected females whereas sperm from infected males was
generally free of virus. Furthermore, a negative impact of
this modc of transmission was subsequently found as
nauplius productivity of IHHNV-free females was higher
(102 000 naupli produced by spawning) than that
observed for IHHNV-infected females (99 000 naupli pro-
duced by spawning) (Motte ct al., 2003). Another inter-
csting obscrvation worth noting here is that when healthy
shrimp were experimentally infected with THHNV, those
with a larger sizc showed a significantly lower prevalence
of inclusion bodics and associated histopathology than
smaller organisms; this may be rclated to the increased
ability of the immunc system of mature shrimp to defend
against this virus, which may not be so devcloped on
younger organisms. Other results have shown that a lar-
ger population of P. stylirostris (in terms of average
weight) will show a less acute manifestation of the discase
within a given time when compared to groups with
organisms having smaller average sizes (Bell and Lightner,
1987).

Compared to the white spot syndrome virus (WSSV),
which is capable to infect more than 80 crustacean spe-
cies, cither naturally or experimentally (Sanchez-Paz,
2010), IHHNV has been detected in only a few marine
crustaceans (Table 2). Knowledge of the host range of this
virus is important as it may hdp to prevent or restrict its
spread and could help to cvaluate the potential damage
to wild populations. Thus, it has been reported that most
penacid species can be infected with IHHNV, and to date,
several penacid species have been reported as host or
potential carriers of IHHNV cither from culture facilitics,
wild populations or from experimental infection. As pre-
viously mentioned, the virus has been detected in P styli-
rostris, P. vannamei and P, monodon. Recent reports have
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shown that the brown shrimp (P. subtilis) is susceptible
to be experimentally infected but none of the dinical
signs characteristic of the discase were observed on the
IHHNV-infected organisms (Coclho et al, 2009). The
virus has also been detected, with low prevalences (4.4%)
in two other penacid species (P. aztecus and P. setiferus)
sampled on the East Coast of Mexico (Guzman-Sacnz
ct al,, 2009), and, as on P. subtilis, no clinical signs of the
discasc were cvident. In addition, this virus has also been
detected, by PCR assays and DIG-labelled probes, in non-
penacid prawn species as in post-larvac and subadults of
Macrobrachium rosenbergii, where it caused high mortali-
ties and deformities similar to those of RDS described in
P. stylyrostris, P. v i and P. don (Hsich ct al,
2006). Recent reports indicate the occurrence of IHHNV
in three different crustacean specics (Artemesia longinaris,
Cyrtograpsus angulatus, and Palacmon macrodactylus) with
high prevalences (56%, 67% and 40%, respectively) in the
Bahia Blanca Estuary in Argentina (Martorelli ct al,
2010), while in Peri it was detected with very low preva-
lence (0.31%) in P. vanmamei (Alfaro-Aguilera et al,
2010).

Virulence

It is important to emphasize that IHHNV is a highly lethal
agent in at least one specics of penacid shrimp, P. styliros-
tris, causing high mortalities (~50%) within 14 days of
appearance of gross signs of the discase, and by the time
the discase had run its course the mortalitics increased to
80-90% (Lightner et al,, 1983a). Not only high mortalitics
caused by this virus have been observed, but unexpectedly
high prevalences in wild shrimp populations have also
been reported. By means of a histopathological survey,
high prevalences (46-26%) were found in the Gulf of Cali-
fornia in specimens of P. stylirostris, P. californiensis and

Table 2. Known host speces reported to be naturally or expenmentally infected with IHHNV. Species names are in accordance to the taxonomic

scheme of Holthuis (1930)

Phylum Order Famaly Species References
Arthropoda Decapoda Penasxdae Penaeus stylirostris Lightner et al, 1983b; Bell and Lightner, 1984
P. vannamei Lightner et al, 1983b; Bell and Lightner, 1984
P. monodon Primavera and Quinitio, 2000
P. setiferus Guzman-Saenz et al,, 2009
P. japonicus Tang et al, 2007
P. cafiforniensis Robles-Sikisaka et al, 2010
P. subtifs Coelho et al,, 2009
P. artecus Gurman-Saenz €t al., 2009
Artemesia longinans Martoreli et al., 2010
Arthropoda Decapoda Palaemonadae Macrobrachium rosenbergil Hsieh et al., 2006
Palaemon macrodactylus Martorelk et al.,, 2010
Arthropoda Decapoda Varundae Cyrtograpsus angulatus Martoreli et al, 2010
a4 © 2011 Eackwell Verlag GmbH « Transboundary and Emerging Drseases.
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P. vanmamei (Pantoja et al, 1999). Furthermore, a high
prevalence of IHHNV (49%) was found in wild parent
stocks of P. stylirestris, in a shrimp aquaculture facility in
Guaymas Bay, Sonora, Mexico. Analysis of sex-related
prevalence showed that males were significantly more
likely to be infected with THHNV (34%) than females
(44%) (Unzueta-Bustamante ct al., 1998).

Recent reports have shown low prevalences (10%) of
juvenile specimens of the brown shrimp (P, subtilis) after
peroral infection with THHNV, while the rest of the
organisms were asymptomatic to IHHNV and no histo-
logical evidence of infection was observed (Coclho et al.,
2009). However, high mortalities, fluctuating among
B0-100%, were recorded in post-larvac of Macrobrachim
rosenbergii in southern Taiwam, while in subadults no
muortalities were observed, but survivors were affected by
growth retardation and deformities similar to those found
in P. monodon, P. vannamei and P. stylirosiris infected
with IHHNV (Hsich et al., 2006).

IHHNV Genome

The study of viral genomes is particularly important as it
encodes multiple elements required for genome packag-
ing. as well as proteins that interact with components of
the host cell, ensure its replication and modulate host
defences. To date, the complete genome of 15 different
IHHMNYV isolates have been sequenced and characterized
in detail. The complete genome of IHHNV ranges from
29 nucleotides (nt) (an East African isolate, GenBank
accession number: AY124937) to 4.6 nt (GenBank acces-
sion number: D228538). The single-stranded DNA viral
genome is composed by 20068% of A, 19.00% C, 24.04%
G and 36.28% T. Thus, the A + T content is 56.96% and
the G + C content is 43.04%.

As previously mentioned, the genome is composed by
three large ORFs — the left ORF, 2001 nt; the right ORF,
990 nt; and the middle ORF, 1092 nt - and a potential
domain of 704 nt, referred as small ORF, is present on
the minus strand (Fig. 1). The left ORF is located at the
position 313-25396 nt and comprises nearly 530% of the
genome (Tang et al., 2003). It contains an ATG triplet at
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position 3%9 nt and possesses some features following
agreement with the perfect consensus Kozak rule (Kozak,
1986) that modulates translation in ecukaryotes (Dhar
et al., 2010). If this consensus sequence is functional, the
left ORF may encode a polypeptide of 666 amino acids
(aa) with a molecular mass of 75.77 kD, which is highly
homologous to a major non-structural protein (N5-1) of
mosquito brevidensovirus. This putative protein contains
two regions resembling conserved motifs for both a repli-
cation initiator motif and a MTP-binding and helicase
domains. Both motifs are highly similar to those found
among the Parvoviridae. Because of these characteristics,
it has been proposed that the left ORF may encode the
major non-structural protein (MS-1) (Shike et al., 2000),
which, in vertebrate infecting parvoviruses, has a pleiotro-
pic function as it participates on DNA replication, DMNA
packaging, enhancement of capsid gene expression, cyto-
toxicity and several other functions (Doerig et al, 1990;
Wilson et al., 1991; Nathalie et al., 1993; Momoeda et al.,
1994; Cotmore and Tattersall, 2007a).

Furthermore, the middle ORF, located entirely within
the left ORF (Dhar et al., 2010), but in a different reading
frame, begins at position 534 nt and is terminated by a
TAG codon at position 1631 nt. This ORF contains an
in-frame ATG codon located at position 543 nt, slightly
deviated from the Kozak consensus rule, which if func-
tional may participate to encode a non-structural protein
(M5-2) of 363 aa with a molecular mass of 42.11 kDa,
whose function, as with other parvoviruses, is presently
unknown (Shike et al., 2000).

The right ORF consists of %90 nt, starts at 2535 nt and
terminates at 3527 nt. Thus, the left and the right ORFs
overlap by 62 nt in their 3’ and 5" terminal ends, respec-
tively. As previously mentioned, this ORF, which is in the
same reading frame as the middle ORF, contains an ATG
codon slightly deviated from the characteristics of the
Kozak consensus rule (Dhar et al, 2000). In accordance
with this, the right ORF may encode a protein of 329 aa
with a molecular mass of 37.48 kDa. By analogy to the
right ORF sequence from other parvoviruses, it seems
likely that the ITHHNV right ORF may encode the CP
(Shike et al., 2000). However, it must be noticed that there
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Fg. 1. Schematic representation of the genome organization of IHHNV (acconding to the sequence submitted to GenBank, accession number
AF273215, by Shike et al, 2000). The three open reading frames (ORFs; left ORF, middle ORF and nght ORF) are indicated by baxes. The pre-
dicted donor (D) and acceptors (Al, A2 and A3) sites are represented by black triangles. The locations of the promoters (P2, P11 and PE1) are
represented by thin bomes. Modified from: Dhar et al., 2010
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is striking incompatibility among the protein composition
of the IHHNV capsid {aforementioned) and the size of
the viral genome.

In addition to the three previously described ORFs, the
IHHNV genome contains a small ORF upstream of the
left ORF. This ORF comtains a putative alternative 5
splice junction site (donor site, D1) and three putative
alternative 3" splice junction sites (acceptor sites, Al, A2
and A3}, which when working together generate different
mature transcripts. These alternative splice junctions are
located upstream of the left ORF (Shike et al, 2000; Dhar
et al, 2010).

Finally, different transcription mapping cssays revealed
the existence of three transcription promoters referred as
P2 (20-110 nt), P11 (located on the genomic region 180
540 nt) and P61 (2347-2512 nt; Fig. 1). P2 drives the
cxpression of the MS-1 gene, P11 drives the transcription
of the middle ORF, whercas P61 drives the expression of
the structural gene (Shike et al., 2000; Dhar et al, 2007,
2010). It was further demonstrated, by means of a lucifer-
ase activity assay, that P2 had a promoter activity 3.7-fold
higher than that of P11 and over 5-fold higher than that
of PAl promoter, while the activity of P11 was 1.4-fold
higher than that of the P61 promoter (Dhar et al., 2010).

Genetic diversity

Several studies have shown that the study of genetic
diversity of wiruses is particularly important as it may
shed light to understand its pathogenesis and tropism,
and consequently, it may help to design antiviral strate-
gics. Few years after its discovery in Hawaii, a study
determined the degree of genetic diversity among 14
IHHNV isolates of the ITHHNV from cultured shrimp
stocks sampled in six different countries of the Americas
during 15 years (1982-1997) (Tang and Lightner, 2002).
Based on a sequence analysis of a 2.9-kb fragment of the
IHHMNV genome, containing the left, middle and right
ORFs, low sequence variations among isolates were
ohserved, indicating a notable stability of its genome owver
such period. Such stability may be due to the develop-
ment of a more balanced host—pathogen relationship
(Tang and Lightner, 2002). Unfortunately, current levels
of genetic diversity, in terms of the underlying evolution-
ary process (mutation, genetic drift, gene flow and natural
selection) were not quantitatively measured (Robles-Siki-
saka et al., 2010). Furthermore, while nuceatide substitu-
tions were detected, no deletions or insertions were
found. Fifteen nt substitutions resulted in aa changes (7
in left ORF, 1 in middle ORF and 7 in right ORF), but
no correlation was found among such substitutions and
virulence (Tang and Lightner, 2002). Subsequently, a sim-
ilar study including samples from the South-East Asia
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region (Philippines, Thailand, and Taiwan) and from
Africa (Tanzania, Madagascar and Mauritius) showed a
high nucleotide sequence identity (99.8%) among the
Philippine and the Hawaii isolates, which, according to
the authors, supports the assumption that the IHHNV
was introduced to Hawaii with infected P. monodorn
stocks from Philippines, and it seems probable that it
spread from here to other countries in the Americas
(Tang et al, 2003). Recently, two different IHHNV
genetic variants have been reported to occur in Australia.
A non-infectious form of IHHNV (type A) was detected
in P. monodon samples (Krabsetsve et al, 2004; Tang and
Lightner, 2006}, and an infectious type of IHHNV identi-
fied in samples from farmed P. menodon. (Saksmerprome
ct al., 2010). Interestingly, it was found that the DNA
sequence of the non-infectious form (types A and B) is
integrated in the gemome of the shrimp (Tang and Light-
ner, 2006). The integration of a parvovirus into the host
genome is not unusual, and has been reported in a num-
ber of species (Berns and Linden, 1995), and may be a
consequence of inverted terminal repeats present in the
genome that may facilitate their integration in host DNA
(Yang et al., 1997).

Recently, a Bayesian coalescent approach, used to analyse
the DNA sequence encoding the CP from 89 shrimp sam-
ples obtained from the Gulf of California, showed an unex-
pectedly high mean rate of nucleotide substitution for
THHMV (1.39 % 107° substitutions/site/ycar), comparable
to that reported for RNA viruses (Robles-Sikisaka et al.,
2010). Furthermore, the levels of haplotype and nucleotide
diversity were almost five times higher than those previ-
ously reported by Tang et al. (2003) for IHHNV isolates
from the Gulf of California. Furthermore, it was also
reported that the ITHHNV genetic diversity across geo-
graphical regions in the north-western coast of Mexico is
not uniform, reaching more variability (almost an order of
magnitude) in those samples obtained from localities in the
central and southern regions of the Gulf of California than
those in the northern region { Robles-Sikisaka et al., 20010).

Molecular Mechanism of Infection

Diespite the recognized lethal impact that THHNV can
exert on the dynamics of natural and cultured popula-
tions of shrimp, the precise molecular mechanisms of
infection have not yet been clucidated. Little is really
known about the process of IHHNV infection, because of
the lack of an established shrimp cell line. Even when the
members of the Parvoviridae family show a wide variety
of mechanisms of infection, some unique characteristics
are commonly shared.

The parvovirus viral infection process comprises four
stages: binding to the cell surface receptors, internaliza-

& 2011 Badowell Verlsg GmbH = Transhoundary and Emenging Disemues



5. Vega-Heredia et al.

tion via endocytosis, escape from endocytic vesicles and
nuclear delivery (Mudhakir and Harashima, 2009). A
wide variety of glycoproteins, glucans and glycolipids have
been described as vertebrate parvovirus receptors, such as
transferring receptor, sialic acid, heparan sulphate proteo-
glycan, oV {5 integrin (Vihinen-Ranta et al, 2004; Mu-
dhakir and Harashima, 200%). However, and despite
several years of research, the receptors associated with
IHHNV have not been yet been identified.

Subsequently, to the virus—cell interaction, the endocy-
tic process is carried out in several types of virus includ-
ing parvoviruses (Vendeville et al., 200% Cohen et al.,
2010). Diverse endocytic  mechanisms  have  been
described: clathrin-mediated endocytosis, caveolar endo-
cytosis, and clathrin- and caveolae-independent endocyto-
sis (Mudhakir and Harashima, 2009). Although in
IHHMNV the endocytic process is not reported, it is known
that most of the members of the family Parvoviridar need
receptor-mediated endocytosis for cellular uptake. Fur-
thermore, many studies have shown that in some parv-
oviruses, including the Junowia coemia  densovirus
(IcDNV), are entered to the cell via the clathrin-depen-
dent endocytic  pathway (Vihinen-Ranta et al, 2004;
Harbison et al., 2008; Vendeville et al., 2009).

After endocytosis, viral particles are found in endoso-
mal compartments in some intracellular locations and are
further transported and released in the cytosol. However,
determining how vesicle traffic is carried out through the
cytoplasm is a complex task (Cotmore and Tattersall,
2007h; Harbison et al., 2008; Vendeville et al., 2009). It
has been found that endosomal acidification is essential
for infection and might induce conformational changes in
the capsid. Some studies show that phospholipase A2
(PLAZ) associated with VP1 seems to be directly or indi-
rectly responsible for viral particles that escape from late
endosome to the cytoplasm; this plays an important func-
tion in parvoviral host cell infection (Vendeville et al.,
2009; Harbison et al., 2008; Cohen et al,, 2010). There are
two possible strategies for the escape of wviral particles
from the endosomes to follow their pathway to the
nucleus: membrane disruption via carpet-like mechanism
(detergent-like] and transmembrane pore formation via a
barrel-stave mechanism. The second mechanism is
reported in canine parvovirus (CPV), which is triggered
by low pH condition arising from PLA2 activity (Mudha-
kir and Harashima, 200%). However, recent studies have
proposed that IHHNV has only one type of CF that lacks
the FLA2 activity (Kaufmann et al., 2010).

Once released from vesicles, particles need to be trans-
ported to the nucleus by dynein through microtubules to
replicate using the cellular machinery. It has been sug-
gested that the nuclear pore complex (NPC) might allow
passing intact viral particles from 26 nm approximately.

© 2011 Blackowedl Yerlag GmbH + Transboundary and Emenging Disemes.
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Because of the diameter of the IHHNV particle (22 nm),
it seems feasible that it may pass intact through the NPC.
However, some studies have shown that despite the
nuclear localization signal (NLS) sequences in the N ter-
minus of VP1 exposed during entry, the viruses might
not enter to the NPC (Harbison et al, 2008); however,
some studies explain that parvoviruses disrupt the nuclear
envelope and nuclear lamina and enter the nucleus
through the resulting gaps (Cohen et al, 20010).

Once parvoviruses entered to the noclews, it is neces-
sary to wait for the cell to enter S-phase to carry out viral
DA replication (Cotmore and Tattersall, 2007b; Harbi-
son et al., 2008). Replication is achieved by the host cell
DMA polymerase, a phenomenon that occurs as all denso-
viruses have terminal hairpins at the 3"-ends of both com-
plementary strands, which allows the extension of these
primer sequences (Bergoin and Tijssen, 2000).

Finally, host death is a consequence of the discase
caused, directly or not, by virus multiplication {Mutuel et
al., 2010). A recent report indicates that in the noctuid
pest (Spodoptera frugiperda) infected by a densovirus
(JcDMNV) occurs an impairment of the delivery of oxygen
delivery to the demanding tissues, as a result of functional
and structural alterations in the tracheae, and that mor-
tality of infected larvae was caused by several physiologi-
cal shocks, including moulting arrest and anoxia (Mutuel
et al., 2010). However, whether similar events occur in
crustaceans remains to be elucidated.

Concluding Remarks

The IHHMV is highly contagious to several penacid spe-
cies, and it is usually fatal for P. stylirostris, causing signif-
icant losses for shrimp farmers. In addition to the high
mortalities associated with this virus, ITHHNV causes
abnormal physical defects, often resulting in permanent
slow growth, small size, and deformities of the rostrum,
antenna, thoracic and abdominal areas. Diespite its social
and economic significance, several important issues
related to the infection, propagation, and interaction
between THHNV and its hosts at the cellular and molecu-
lar level still remain to be elucidated. As previous studies
have shown high prevalences of the virus in the past, it is
clear that further studies are needed to evaluate the cur-
rent impact caused by IHHNV on wild populations of
crustaceans. Thus, the development of robust detection
methods and studies on the ecology of IHHNV in wild
populations should be a priority; otherwise, a complete
evaluation of the potential risk as a result of direct or
indirect exposure of wild organisms to this virus will be
impractical.

It is undeniable that our knowledge about this viral
disease has vastly increased in recent years, and we now
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realize the necessity to fully understand all aspects of the
infection process of this virus to develop future strategics
to avoid the deleterious impact of the virus. However, it
remains difficult to have a complete understanding of this
phenomenon, because serious limitations set the direction
of the rescarch. Of course, a broad-based perspective of
the subject, analysing several issues (including immune
cvasion and host immune responsc), will shed light on
the possible effective strategics to overcome this impor-
tant viral infection. Thus, it is surprising the scarcity of
studies related to IHHNV prevention and control, which
should be considered as essential by those involved in this
cconomic activity and the scientific community.

Furthermore, there is a need to comprehensively
understand and delineate the basic molecular cvents
occurring during viral pathogenesis. Such knowledge will
provide mecans to prevent and control this viral discase.
Also, the necessity to understand the ecology and cpide-
miology of this discase, unfortunately unknown so far,
is evident. The integration of this information may help
to limit the sources of infection and dispersal of the
virus.
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IV.1l. Puntos clave del capitulo |

1.- La enfermedad que produce el IHHNV en L. stylirostris, es mas severa en
poblaciones de camarones chicos (5.0 mg a 3.7 g), que en camarones

medianos-grandes (14.5 a 36.9 g).

2.- En L. vannamei la enfermedad producida por el IHHNV, no es tan mortal, sin
embargo el camaron blanco manifiesta la enfermedad del RDS (Sindrome de la

deformidad y enanismo).
3.- La transmision del IHHNV se da de forma horizontal 6 vertical.

4.- Los individuos de L. stylirostris que sobreviven al IHHNV, son portadores y
transmisores de este virus de por vida, y no se manifiestan signos aparentes de

la enfermedad.

5.- Diversas investigaciones han demostrado que existen variantes del IHHNV
gue no son infecciosas (variante C). Estas variantes se integran en el genoma

de P. monodon, originario del este de Africa y Australia.

6.- Hoy en dia se sabe poco acerca del proceso de infeccién del IHHNV, en
parte porque no se puede cultivar in-vitro (a la fecha no hay lineas celulares
disponibles de camarén) y por otro lado la investigacion ha sido enfocada a

otros patdégenos de mayor distribucion.
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7.- EI IHHNYV tiene una prevalencia elevada (80 al 100% en hembras y del 60%
en machos) en poblaciones de camaron silvestres en el Golfo de California,
consideramos que esta enfermedad amerita mayor atencién de la que ha

recibido.
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V. Coapituno ||

Deteccidon de falsos positivos del

IHHNV en procedimientos de

diagndstico actuales
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V.l. Introduccién

En los ultimos afios el cultivo global de camaron se ha incrementado de forma
importante en cuanto a superficie cultivada y produccion (FAO, 2007). Sin
embargo, algunos factores han impactado seriamente el desarrollo de esta
industria. Entre ellos, las enfermedades infecciosas virales han causado
pérdidas economicas importantes. Uno de los agentes virales mas importantes
por su amplia distribucién y capacidad de producir epizootias con altas
mortalidades es el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica vy
Hematopoyética (IHHNV, por sus siglas en inglés). Este virus pertenece a la
familia Parvoviridae y se distribuye ampliamente en camarones peneidos
silvestres causando mermas a la industria acuicola en América, Australia,

Oceania y Asia (Nunan et al., 2000; Owens et al., 1992).

Los camarones peneidos presentan diferente susceptibilidad a la infeccién por
IHHNV. Los peneidos adultos infectados con IHHNV no sufren consecuencias
importantes tras la infeccion con este virus, ya que no presentan signos clinicos
de la enfermedad, ni mortalidad. Sin embargo, algunos reportes indican que en
juveniles del camarén Penaeus stylirostris en granjas de cultivo se han
presentado altas tasas de mortalidad (~90%) (Vega Heredia et al., 2012);
mientras que en organismos juveniles de Penaeus vannamei infectados con
este virus, no ocurren tasas de mortalidad tan elevadas. Pese a esto, en esta
ultima especie de camaron se presenta una problematica diferente: los juveniles

infectados desarrollan deformidades cuticulares en diversas estructuras
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anatomicas y una reduccion significativa en la tasa de crecimiento, lo que se ha
denominado como sindrome de deformidad y enanismo (Runt Deformity
Syndrome 6 RDS, por sus siglas en inglés) (Primavera y Quinito, 2000; Vega
Heredia, et al.,, 2012). EI IHHNV es mas virulento en grupos de animales de
tamafo pequeiio (5.0 mg a 3.7 g) que en los grupos de mayor tamafio (14.5 a
36.9 g) (Bell y Lightner, 1984 y 1987). Ademas es importante mencionar que los
organismos que sobreviven al IHHNV tienen la capacidad de convertirse en
portadores y transmisores del virus de por vida, pese a que no presentan signos
de la enfermedad (Bell y Lightner, 1987).

Mediante la secuenciacion de genomas y analisis filogenético, diversas
investigaciones han confirmado que el genoma de los parvovirus con frecuencia
se endogeniza en los genomas de especies de vertebrados e invertebrados
(Berns, 1990; La Fauce y Owens, 2009; Belyi et al., 2010; Liu et al., 2011). A
través del andlisis de secuencias se ha evidenciado la transferencia horizontal
de genes del IHHNV al genoma del camardén asiatico Penaeus monodon (Tang
y Lightner, 2006; Saksmerprome et al., 2011). Los eventos de recombinacién y
transferencia de genes entre los virus y sus huéspedes son esenciales para la
evoluciéon de los virus en general. Debido a esto, los huéspedes del IHHNV,
sufren de infeccion persistente o latente, sin signos evidentes de la enfermedad,
ademas el virus es transmitido de forma horizontal a los descendientes.
Saksmerprome et al. (2011), demostraron que secuencias del genoma del
IHHNV se encuentran insertadas en el genoma de P. monodon originario del

este de Africa y Australia, estos insertos dan resultados falsos positivos cuando
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se utilizan los métodos de diagnostico 309F/309R y 1Q2000. Sin embargo, la
organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), recomienda utilizar estos
métodos para la deteccion del IHHNV. Es importante que investigaciones
futuras evaluen como se da el mecanismo de insercion de genomas virales a
genomas de sus huéspedes, para entender la co-evolucién entre patdégeno y
huésped. El objetivo del capitulo dos, es evaluar el método de diagnostico
actual para la detecciéon del IHHNV Litopenaeus vannamei y Litopenaeus
stylirostris, y en base a ello comprender la co-existencia evolutiva del patégeno

(IHHNV) y huésped (camaron) en la infeccion persistente.
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Articulo 2

(sometido)
False positive detection of IHHNV

In current diagnostic procedures
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Summary

Shrimp and other crustaceans can take persistent viral infections without signs of
disease and carry them life-long without any gross signs of disease. Infectious
hypodermal and hematopoietic necrosis viruses (IHHNV) can become part of the
genetic material of their host species. It is known that this endogenous nucleic acid
contributed to the evolution of the host genome by introducing mutations that regulate
host gene expression and produce a protein that can modulate the host immune
response. PCR analyses were carried out with different primer sets; 77012F/77353R,
392F/R, 309F/R, MG831F/R and IHF2544/R3759, all recommended by the World
Animal Health Organization (OIE) for IHHNV PCR detection. In this research, we
report the occurrence of false positive results for infectious IHHNV when using the
309F/R method in white shrimp Litopenaeus vannamei, at postlarvae, juvenile and sub
adult developmental stages cultured in Mexico. L. vannamei and L. stylirostris (blue
shrimp) were resistant to IHHNV experimental infection in post larvae, juvenile and

adult developmental stages.

Keywords

IHHNV, infectious, disease, shrimp, vannamei, stylirostris, PCR

Abbreviations: IHHNV, Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Viruses;
RDS, runt deformity syndrome: WSSV White Spot Syndrome Virus; 1RNA,
interference system: RT. reverse transcriptase; IN, integrase: imRNA, immune:
AHPND, Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease; OIE, World Animal Health

Organization; SPF, specific pathogen free.
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1. Introduction

Based upon its characteristics, hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV)
has been classified as a member of the family Parvoviridae. Several studies using
sequence and phylogenetic analysis have confirmed that parvovirus have been
frequently endogenized into the genomes of vertebrate and invertebrate species (Berns,
1990; La Fauce and Owens, 2009; Belyi et al., 2010; Liu et al., 2011). Through
sequence analysis and experimental verification, IHHNV horizontal gene transfer
(HGT), has been detected in Litopenaeus monodon (Tang and Lightner, 2000;
Saksmerprome et al.. 2011). Recombination events are essential for the evolution of
virus in general, by this way; IHHNV is carried as persistent or latent infections in
infected shrimp as active infection during several generations without perceptible signs

of disease.

The Mexican Pacific culture of Litopenaeus vannamei (white shrimp) currently
represents more than 95% of national total shrimp production; the second place is taken
by L. stylirostris (blue shrimp). This species was affected by IHHNV at the beginning of
1990, which produces mortality rates of 90%infarmed juveniles and sub adults of L.
stylirostris. This virus spread out of the farms impacting economy significantly, causing
mass mortality and fall down the wild fishery of L. stylirostris in Mexican coasts.
IHHNV infection in L. vannamei is associated with runt deformity syndrome (RDS),
causing reduction on the growth rate and rostrum deformity (Lightner, 2011; Vega-
Heredia et al., 2012). Some recent reports indicate that individuals of certain
populations of L. vannamei and L. stylirostris were asymptomatic, but can carry the
virus during all their life and transmit it to their offspring as well as other arthropod

species by horizontal and vertical transmission (Lightner, 2011).
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To date, three genetic variants of IHHNV have been reported: Type A and B, detected
in Americas, Philippines and South East Asia, which are infectious to L. stvlirostris , L.
vannamei and L. monodon. The type C has been detected in East Africa, Madagascar
and Australia, it is not infectious to these species (they are resistant) and the virus
sequence has been integrated into the P. monodon genome (Tang et al., 2003;
Krabsetsve et al., 2004; Tang and Lightner, 2006). Due to the occurrence of multiple
geographical IHHNV variants, several PCR methods and commercial PCR kits are
available for its detection. However, some variants can not be detected through all
methods. For example some primer sets (77012F/77353R, 389F/389R and 392F/392R)
are useful to identify all genetic variants (Tang et al., 2000; Tang et al., 2003; Tang and
Lightner, 2006; Lightner, 2011}, but the primers 309F/309R. were specifically designed
to detect only the IHHNV infectious forms (Tang et al., 2007). Other primer pairs like
MGS831F/MGE31R, react with non-infectious viral variants, but also amplify fragments
of the P. monodon genome (Tang et al., 2000; Tang and Lightner, 2006; Tang et al.,

2007).

It has been shown that a non-infectious IHHNV viral sequences are inserted into
Penaeus monodon genome from East Africa and Australia, these inserts give false
positive results when using 309F/309R and 12000 suggested methods by the World
Organization for Animal Health (OIE) (Saksmerprome et al., 2011). Because of variable
inserts of the viral genome into the shrimp genome, the OIE and recent publications
(Saksmerprome et al., 2010; Saksmerprome et al., 2011) recommended detection
method using primers for PCR on different regions of the whole genome of IHHNV to

reduce the probable false positive results. False positive specimens might be damaging
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breeding and shrimp culture programs. Therefore the aim of this study was to explore
the occurrence of false positive results for infectious IHHNV when using 309F/309R
method in L. stylirostris and L. vannamei post larva, juvenile and sub adult cultured in

Mexico.

2. Materials and Methods

2.1. Shrimp

During 2011 to 2012, L. stylirostris post larva (n= 300, weight 0.09g when received to -
2.00g at the end of the experiment) and L. vannamei post larva (n=1000, average 0.08¢g
when received), sub adults and juveniles (n= 500, weight 2g when received to 26g at the
end of the experiment) were acquired in four production farms located in Sonora
(Huatabampo, Kino, and Guaymas), Mexico. L. stvlirestris post larva were provided by
a hatchery located in Huatabampo where they hatch from wild parent stocks caught on
the Pacific Coast of Sonora, Mexico (specific fishing sites are unknown). All shrimp
were transported to the laboratory facilities at CIBNOR-Hermosillo, and were
maintained in 1,000 L tanks with aerated and UV treated seawater (34 psu, 28°C) and
natural photoperiod. They were kept under these conditions for two to three months,
water was changed daily. Food with 35% protein was supplied twice a day

(Camaronina, Purina).

2.2. IHHNV PCRs

We analysed a sample of 586 L. vannamei and 70 L. stvlirostris by PCR (pools of DNA
from 5 individuals at each post larva, juvenile or sub adult stage, confirmation was done
on individuals taken randomly). For post larva, the pleopods were dissected, but in

juveniles and sub adults a sample of haemolymph was taken from each organism at the
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base of fifth perciopod with a 1 mL syringe containing two volumes of shrimp
anticoagulant solution (SIC-EDTA) (450 mM NaCl, 10 mMKCI, 10 mM Na-EDTA, 10
mM HEPES, pH 7.3) (Vargas-Albores et al., 1993). We used an IHHNV inoculum
acquired from the laboratory of Dr. Lightner (Department of Veterinary Science and
Microbiology, University of Arizona) as a positive PCR control. Negative control

PCR’s were performed with SPF (specific pathogen free) DNA samples.

DNA was isolated from pleopods or haemocytes, using the glassmilk method
(Geneclean Spin Kit, MP Biomedicals) according to the manufacturer instructions.
DNA was quantified by NanoDrop ND-8000 spectophotometer (Azsonm). IHHNV PCR
detection was performed with Pure Taq Ready To Go Polymerase PCR beads (GE
Healthcare Company). We used the 309F/309R primers set method for detection of
infectious IHHNV described in OIE protocol. PCR amplification was conducted
following the procedure reported by Tang et al., (2007), which consisted of an initial
denaturation step at 95°C for 5 min, an amplification cycle of 95° C for 30 s, annealing
at 55° C for 30 s, and elongation at 72° C for 60 s (35x) followed by an additional

extension at 72° C for 7 min; this reaction gives an amplicon of 309 bp.

The OIE recommended the use of primers from different regions of the IHHNV genome
as a confirmatory test, since it is common to get unexpected positive or negative PCR
results. So, to discard the possibility of false positive results and be sure to include all
IHHNV genetic variants, we also ran the PCR with primers 77012F/77353R,
392F/392R and MGS831F/MG831R which generate 356 bp, 392 bp and 831 bp
fragments respectively (Table 1); (Tang et al., 2000: Tang and Lightner, 2006 and Tang

et al., 2007). In addition to OIE’s recommendation, we also follow the procedure
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established by Saksmerprome et al. (2010), with primers IH-F2544 and IH-R3759
designed amplify THHNV capsid (Right ORF) (Table 1). These primers are not
recommended by OIE, but distinguish infectious from non-infectious variant of IHHNV
and reduce the number of false positives results (Saksmerprome et al., 2011). The PCR
reaction was standardized as follows; Illustra Ready-To-Go PCR Beads (GE
Healthcare) in a 25 pl total reaction volume containing 1 pl of each primer (0.4 uM), 2
pl of DNA (1.6 ng/pL) and 21 pL of nuclease-free water. Amplification was performed
with one denaturation step at 95° C during 5 min, an amplification cycle of 94° C for 30
s, annealing at 55 °C for 30 s, and elongation at 72 °C for 60 s (30x) followed by an

additional extension at 72 *C for 10 min; this reaction gives a 1.2 kb product.

Since in Mexico some farms presently have the White Spot Syndrome Virus (WSSV)
infection in L. vannamei, all our experimental animals were subjected to this diagnostic
with the WSSV Quantitative Real 1Q-System kit, according to the protocol proposed by
the supplier (Farming IntelliGene Tech). Each amplification (12 pL) was verified in 2 %
agarose gels stained with ethidium bromide. Gels were wvisualized under UV
transillumination and photographed with a digital photography system (Gel logic 100,

imaging system, Kodak).

3. Results

White shrimp L. vannamei were collected from four different farms located in Sonora
Mexico, they were apparently healthy organisms, without signs of RDS, IHHNV or
WSSV infection. However the PCR test with 309F/309R method gave IHHNV positive
to 264 out of 586 individuals (post larva, juvenile and sub adult) (45%) sampled for this

study. From the 45% positive results, we ran a confirmative PCR. recommended by the
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OIE. With primers for viral capsid (IHF2544/IHR3759, 77012F/77353R, 392F/392R
and MG831F/MG831R), 105 out of 264 samples (40%) PCRs were negative to
IHHNV. According to these results the 309F/309R method gives false positive reactions
in L. vannamei which means that only 18% (105/586) might be truly IHHNV infected
animals (Fig. 1 and 2). Saksmerprome et al. (2011), already reported IHHNV non-
infectious inserts in the P. monodon genome, which lead to false positive results using
the 309F/309R method, but this is the first report on same situation for L. vannamei. It
was noticeable that neither infected post larva or juvenile stages not presented signs of
RDS, this asymptomatic behaviour was already reported for this species (Vega-Heredia
et al., 2012). An unexpected result was the positive reaction on lane 2 in figure 1D,
which amplifies with 309F/309R and IHF2544/IHR3759, but was negative with
77012F/77353R and 392F/392R sets. This sample was processed twice giving the same

result.

Only one of the 586 L. vannamei analysed displayed external signs of IHHNV infection,
reduction of growth rate, rostrum deformity or cuticular malformations (Fig. 1A). When
DNA from this individual was analysed by PCR, it was positive for IHHNV infection
with primers 309F/R, 77012F/77353R, 392F/R. and IHF2544/[HR3759 (Fig. 1B, C and
D, line 6). Since the set of primers MG831F/MGS831R can only detect the IHHNV C
variant (IHHNV non-infectious that been found in Africa and Australia) (Tang and
Lightner, 2006) there was no positive result for this individual (Fig. 1D). In our study,
the organisms that display genomic PCR amplifications, in both species with primers
309F/309R, 77012F/77353R,392F/392R, and IHF2544/IHR3759, are organisms
infected with IHHNV, since those primers were designed to amplify the three ORFs of

the IHHNV genome (Fig. 1 and 2).
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L. stylirostris post larva were apparently healthy during the two months that they were
maintained at the wet laboratory. It is notable that animals were asymptomatic and no
mortality from the virus was recorded after two months (Fig. 2A). 100% of the samples
(70/70) gave positive results with all tested primers 309F/309R, 77012F/77353R,
392F/392R and THF2544/IHR3759IHHNV (Fig. 2), but no amplification was obtained
with the primer set MG831F/MGS831R (Fig. 2) which was expected since they were
designed for P. monodon viral variant (Tang and Lightner, 20006). The explanation for
these positive results with all set primers without mortality indicates that L. stylirostris
might have become resistant to IHHNV infection. Double amplicons observed in
figures 3B and 3D could be due to low the annealing temperature in the PCR for this
species (since the amplification reaction was performed at the same temperature for all
primers) or this population might have an additional IHHNV insert. It is necessary that
follow up research be conducted on these results by sequencing the amplicons in order

to clarify this situation, but this is outside the scope of this report.

4. Discussion

Tang and Lightner, (2002) and Morales-Covarrubias, (1999), published that the low
variation (mutation, genetic drift) of IHHNV genomic sequence associated with reduced
virulence is now in equilibrium with the host. However Robles-Sikisaka, (2010), found
that the virus is reaching more genetic diversity because of the high evolutionary rate on
IHHNV, in the north-western coast of Mexico. We believe that in the most conserved

genes NSI (Left ORF) and NS2 (middle ORF) there is less variability than in the gene
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encoding the capsid (Right ORF), but somehow the virus is in equilibrium with the host.

Several approaches have been studied to explain this phenomenon.

It is possible that IHHNV is now integrated into the shrimp genome since some
vertebrate endogenous sequences which are related to the family Parvoviridae, were
integrated into their host genomes over the past 50 million years of evolution (Belyi et
al., 2010). This kind of Dependovirus AAV2 requires integration into human
chromosome 19 during infection. This mechanism is part of the replication strategies of
these viruses (Belyi et al., 2010). The transferred endogenous AAV?2 sequences are able

to modify gene expression and promote genome evolution (Daubin and Ochman, 2004).

Another hypothesis argues that the endogenization of recent viral sequences in
arthropods act as a DNA memory that activates their immune system (adaptive
mechanism). This kind of DNA memory is heritable, so virus and arthropods co-evolve
as viral persistent infections in their populations (Flegel, 2009; Daubin and Ochman,
2004; Kazazian, 2004; Goic and Saleh, 2012). This suggests that IHHNV has co-

evolved with shrimp during recent generations.

Interference system (iIRNA) provides cellular defence in several taxa from plants to
humans (Labreuche and Warr, 2012) , destroying any foreign genetic material and
inactivating exogenous viruses, leaving them in latency, regulating their replication
without causing symptoms to the host (La Fauce and Owens, 2012; Goic and Saleh,
2012; Labreuche and Warr, 2012). The way in which these mechanisms act in
crustacean genomes and other arthropods is via some enzymes such as reverse

transcriptase (RT) and integrase (IN), which are incorporated into the host genome
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(Flegel, 2009). The RT enzyme identifies exotic DNA o rRNA viruses during new
infection events and insert cDNA sequences in their genomes. These short sequences
generate immune specific RNA generation mechanisms (imRNA) into the animal
genome and produce iRNA that can block posterior infection events (Flegel, 2009;
Labreuche and Warr, 2012). Animals with protective viral inserts like inRNA could
transmit it to their offspring (Flegel, 2009; Labreuche and Warr, 2012). To date none of

these hypotheses have been tested.

In the absence of immunological memory, arthropods have to survive aggressive
infections from persistent infections (Goic and Saleh, 2012). Through this mechanism, a
virus can give protection to its hosts against the same or different viruses (Daubin and
Ochman, 2004; Flegel, 2009; La Fauce and Owens, 2009; Goic and Saleh, 2012;
Labreuche and Warr, 2012). So it would be useful to investigate which of these
mechanisms is driving co-evolution between IHHNV and L. vamnmamei such that
resistance to other pathogens such as WSSV or Acute Hepatopancreatic Necrosis

Disease (AHPND), can be addressed.

5.- Conclusion

In this work we exposed that the 309F/309R method to detect IHHNV gave false
positive results when we analysed cultured populations of L. vannamei from the shrimp
farming industry in Mexico. These false positive results have possibly been leading to
misinterpretation diagnoses of the prevalence of this virus in some experimental studies.
It is important to thoroughly investigate the false positive results for positive IHHNV in
populations of L. vannamei by sequencing their genome. We recommend using primers

from different regions of the whole genome of IHHNV, for a diagnostic test. It’s also
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important to understand the beneficial co-existence and evolution mechanisms between

viruses and hosts, and this area is worthy of further research.
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Figure & table

Table 1. PCR primer list for IHHNV detection.

Figure 1. IHHNV symptoms and PCR detection in L. vannamei sub adult with primers
309F/R, T7012F/77353R, THF2544/R3759, MG831F/R and 392F/R. (1A) Sub adult
with gross signs of infection as runt deformity syndrome (RDS): (1B) amplicons with
primers 309F/R and 77012F/77353R: (1C) amplicons with primers 392F/R: (1D)
amplicons with primers MG831F/R and IHF2544/THR3759; (-) negative control or SPF
DNA samples; (+) positive control or IHHNV inoculums; (LD) low DNA mass ladder:
(1kb)1 Kb Plus DNA ladder. Note in lane 6, L. vannamei sub adult with signs of RDS

was positive with primers 309F/R, 77012F/77353R, 392F/R and IHF2544/R3759.

Figure 2. THHNV PCR detection in L. vannamei sub adult with primers 309F/R,
77012F/77353R, IHF2544/R3759 and 392F/R. (1A) Shrimp with no signs of disease:
(2A) Amplification with primers 309F/R; (2B) amplicons with primers 77012F/77353R;
(2C) amplicons with primers392F/R; (2D) amplicons with primers IHF2544/R3759; (-)
negative control or SPF DNA samples: (+) positive control or IHHNV inoculums; (LD)

low DNA mass ladder;(1kb) 1 Kb Plus DNA ladder.

Figure 3. [IHHNV PCR detection in L. stlirostris post larva with primers 309F/R,
77012F/77353R, IHF2544/R3759 and 392F/R. DNA pools from 5 individual post larva
from wild parent stocks shrimp (appearantly healthy organisms). (3A) Post larva of L.
stylirostris as appearantly healthy organism; (3B) amplicons with primers 309F/R and
amplicons with primers 392F/R: (3C) amplicons with primers IHF2544/R3759; (3D)

amplicons with primers IHF2544/R3759 and 77012F/77353R; (-) negative control as



378

379

380

381

SPF DNA samples; (+) positive control as IHHNV inoculums; (LD) low DNA mass

ladder: (1kb) 1 Kb Plus DNA ladder.

Table. 1. PCR Primer list for IHHNV detection.

Primer  Fragment Sequence Reference
name size (bp)
77012F 350 5’-ATCGGTGCACTACTCGGA-3’ Lightner, 2011
77353R 5’-TCGTACTGGCTGTTCATC-3’
309F 309 5-TCCAACACTTAGTCAAAACCAA-3 Tang et al., 2007
309R 5’-TGTCTGCTACGATGATTATCCA-3’
392F 392 5’-GGGCGAACCAGAATCACTTA-3’ Tang et al., 2000
392R 5-ATCCGGAGGAATCTGATGTG-3’
MGS31F 831 5-TTGGGGATGCAGCAATATCT-3’ Tang and Lightner, 2006
MGS831R 5’-GTCCATCCACTGATCGGACT-3’
IH-F2544 1200 5’-TGCGCCGATTCAACAAGAGC-3’ Saksmerprome et al., 2010
IH-R3759 5’-GACTCTAAATGACTGACTGACG-3’
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V.II. Puntos clave del capitulo Il
1.- Los crustaceos pueden tener infecciones virales persistentes sin sintomas
de enfermedad.
2.- El genoma o segmentos del genoma del IHHNV se integran y forman parte
del material genético de sus huéspedes.
3.- Se presentan falsos positivos al diagnosticar el IHHNV con los primers 309
F/R en L. vannamei.
4.-El mejor set de primers para diagnosticar camarones infectados con IHHNV
en L. vannamei y L. stylirostris, son los primers de la cépside del IHHNV
(IHF2544F/IHR3759).
5.- Los decpodos L. vannamei y L. stylirostris son resistentes a infecciones

experimentales con IHHNV.



56

VI ' Capl’tulo I I I

Evolucidon molecular de la

hemad

lutinina del virus de influenza

A (

H1N1) en México durante

2009 - 2012

(Articulo en preparacion)

Vega Heredia S., Flores-Lépez C., Giffard-Mena I. Robles-Sikisaka R.*



57

VI.1. Introduccién

VI.1.1. Clasificacion y nomenclatura de la familia Orthomyxoviridae

El virus de la influenza se clasifica en la familia Orthomyxoviridae, y se divide en
cuatro géneros o subtipos virales influenza A, influenza B, influenza C y
Thogotovirus (Lamb y Krug, 2001). Son virus de polaridad negativa (polaridad
inversa al mRNA), lo que significa que el virus debe convertirse a RNA de
sentido positivo por la RNA polimerasa para ser infectivo. Esta caracteristica
viral favorece altas tasas de mutacion, debido a que las RNA polimerasas
carecen de capacidad correctiva. El tamafo del genoma es de 12000 a 15000
nucleétidos (nt), y los distintos segmentos de RNA difieren en su tamafio (Hay,
1998). El virus de la influenza se clasifica en subtipos debido a que las
glicoproteinas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) determinan el alto
grado de variabilidad antigénica, por lo que se utilizan para clasificar a los virus
cuando aparecen nuevas variantes. Estudios filogenéticos han descrito que
Gnicamente el subtipo A es el responsable de los 17 subtipos de HA
denominados (H1-H17), y nueve subtipos de NA (N1-N9) (Laver et al., 1984;
Cheung y Poon, 2007; Tong et al., 2012). Solo tres subtipos de HA (H1, H2 y
H3) y dos NA (N1 y N2) han causado epidemias humanas (Bouvier y palese,
2008). El conocimiento sobre porque de esta limitacion de los antigenos a nivel

interespecifico no se conoce (Webster et al., 1992).

Los virus de la influenza se denominan taxonomicamente de la siguiente

manera: En primer lugar el tipo de virus de influenza A, B o C, indicandose a



58

continuacion el organismo huésped del que se ha aislado, si la variante viral no
es de origen humano. Posteriormente se incluye el origen geografico de la
variante aislada, numero de laboratorio de la variante y afio de aislamiento
seguido entre paréntesis la descripcion antigénica del subtipo HA y NA.

Ejemplo. A/México/InDRE 4487/2009 (H1N1).

VI.1.2. Organizacion del genoma

Este subtipo consta de ocho segmentos de RNA que codifican a las proteinas
(HA, NA, y las proteinas de la matriz (M1/M2), las cuales forman parte de la
morfologia viral (Roberts et al., 1998; Burleigh et al., 2005). Los otros cinco
segmentos codifican para las tres polimerasas (PB2, PB1 y PA), dos proteinas
no estructurales (NS1/NS2) y la nucleoproteina (NP) (Cheung y Poon, 2007:
Nayak et al., 2009). La HA, es codificada por el segmento de RNA cuatro. El
tamafio de este segmento de RNA es de 1770 nt (Hay, 1998). Es un antigeno
integral de la membrana, y se caracteriza por dos funciones esenciales en la
infeccion viral, es responsable de la union de los virus al receptor del huésped y
la fusion de membranas viral y celular, para la introduccién del genoma viral en

la célula infectada (Webster et al., 1992; Cheung y Poon, 2007).

La NA es codificada por el segmento de RNA seis, el tamafio de este segmento
de RNA es de 1423 nt (Hay, 1998). Es un segundo antigeno de superficie del
virus, y su funcion principal es la liberacion de nuevas particulas virales de los
receptores de la célula huésped para la propagacion del virus (Webster et al.,

1992; Cheung y Poon, 2007). Las proteinas (M1/M2), son codificadas por
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splicing alternativo, por el segmento siete. El tamafio del segmento de RNA de
la proteina M1, es de 1027 nucleodtidos (Hay, 1998) La proteina M1, se
encuentra integrada a la membrana, esta proteina ingresa al nucleo para
exportar al RNA genomico (VRNA) al nacleo (Nayak et al., 2009). La funcion
principal de la M2, es el inicio de la maduracion del virus, y actiia como un canal

iénico, para activar el pH acido (Nayak et al., 2009).

Las proteinas no estructurales NS1/NS2 son codificadas por splicing alternativo,
por el segmento ocho. El tamafio del segmento de RNA de la proteina NS1, es
de 890 nt (Hay, 1998). La funcion de NS1 es la de transporte, division y
traduccion del mRNA. La funcién de la proteina NS2 es la exportacion de la
ribonucleoproteina (RNP), desde el ndcleo al citoplasma en la célula del
huésped. La polimerasa PB2, es codificada por el segmento uno, el tamafio del
segmento de RNA 2341 nucleétidos (Hay, 1998). Su funcién principal es la
iniciacién de la transcripcion viral. La polimerasa PB1 es codificada por el
segmento dos, el tamafio del segmento de RNA 2341 nucleotidos (Hay, 1998).
Su funcién principal es la de transcriptasa y polimerizacién. La polimerasa PA
es codificada por el segmento tres, el tamafio del segmento de RNA 2233
nucleodtidos (Hay, 1998). Y su funcién esta implicada en la replicacion del RNA

viral y transcriptasa (Li et al., 1994; Cheung y Poon, 2007).

VI.1.3. Caracteristicas de la glicoproteina HA

La glicoproteina HA, reconoce a las células del tracto respiratorio superior,

mediante la union al receptor acido sialico (Wilks et al., 2012). La HA es uno de
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los antigenos virales, al cual se dirige la respuesta inmunologica neutralizante.
El reconocimiento de los anticuerpos por la HA, estad relacionado con los
cambios conformacionales de los epitopes de la proteina. Cuando la célula
huésped esta infectada, la HA se sintetiza como un polipéptido precursor (HA0),
el cual es hidrolizado por proteasas del huésped, en dos subunidades proteicas
(HAL1 y HA2), por las serin-proteasas. Esta modificacion post-transcripcional es
importante para la infectividad viral (Bouvier y Palace, 2008). Evolutivamente se
considera a la subunidad HA2, mas conservada, que la subunidad HA1. Esto se
debe a que la HA2 contiene la cola citoplasmatica y la region hidrofébica que
permite el anclaje a la membrana, en cambio la HA1l es responsable de la
antigenicidad (Both et al., 1983). Debido a los aminoacidos conservados de la
HA2, esta region se caracteriza por su amplio espectro de protecciéon contra el
virus de la influenza; y es muy util para la generacién de vacunas contra brotes

emergentes (Lee et al., 2013).
VI.1.4. Tasa de mutacion del virus de influenza y su epidemiologia

Debido a la alta tasa de mutacion que presenta el virus de influenza A (H1N1)
de (1.5 x 102 y 1.6 x 10?), histéricamente han sido usados como modelos
experimentales para el estudio de su evolucion molecular (Moya et al., 2004;
Khandaker et al., 2013). Esta alta tasa de mutacion, permite al virus escapar al
sistema inmune del huésped (Holmes, 2003), ocasionando entre 250,000 a
500,000 muertes por afo, por lo que se le considera una de las enfermedades

infecciosas mas importantes a nivel mundial (Holmes, 2003; Taubenberger y
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Kash, 2010; Khandaker et al., 2013). La pandemia mas devastadora registrada
a la fecha, fue la gripe espafiola A (H1N1) de 1918, que se estima, ocasiond
una mortalidad de aproximadamente, unas 50 millones de personas (Neumann
et al., 2009). Las pandemias subsecuentes, fueron la gripe asiatica, H2N2 y la
gripe de Hong Kong, H3N2, originarias de China, y provoco de 70,000 y 34,000
muertes respectivamente tan solo en Estados Unidos (Taubenberger y Kash,
2010). La gripe mas reciente es la A (HLN1) pandémica (pdm) 09, la cual surgio
en el 2009, originada por la recombinacion de genes de aves, cerdos y

humanos (Taubenberger y Kash, 2010).

VI.1.5. Deriva antigénica

La deriva antigénica es una de las fuerzas evolutivas, que moldean la
biodiversidad. Este mecanismo genera la variacion de los virus, a través del
tiempo, que implica la acumulacion de mutaciones puntuales esponténeas en el
gen que codifica la HA de un subtipo de virus de la influenza (Webster et al.,
1992; Coloma et al., 2009). Estas variaciones originan la presencia de un virus
con una HA distinta a la del virus precedente. Debido a esta variacion los
anticuerpos del huésped no logran reconocer a los antigenos del virus,
produciéndose nuevas variantes virales, lo que ocasiona la evasion al sistema
inmune del huésped (Carrat y Flahault, 2007). En las variaciones menores,
cada mutacion sustituye uno o pocos aminoacidos de las proteinas codificadas
por los distintos segmentos de RNA de este virus. La velocidad de la deriva

antigénica es diferente para las distintas proteinas, siendo muy rapida para la
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HA y con menor rapidez para la NA (Webster et al.., 1992). Estas mutaciones
menores generalmente, provocan brotes epidémicos mas limitados. Sin
embargo, las variaciones mayores ocasionadas por recombinacion 6
reordenamiento genético, implican un cambio total antigénico del virus de
influenza. Este cambio mayor, es el que introduce un subtipo viral distinto al que

circulaba, el cual provoca pandemias por influenza.

Los nuevos subtipos del virus de influenza A, emergen por el reordenamiento
genético de las variantes parentales, que infectan a multiples huéspedes. Los
ocho segmentos de RNA pueden recombinarse aleatoriamente, cuando una
célula sufre una infeccion doble de diferentes subtipos de virus. También puede
resurgir un nuevo subtipo que circulé afios atrads en la poblacion humana. Los
virus de la influenza A, causan epidemias anuales debido a la amplia deriva
antigénica que presenta la subunidad HA1 (nucleétidos 52-1029), y pandemias
gue no son muy frecuentes. Las nuevas variantes virales desplazan a las mas

viejas anualmente (Lee et al., 2013; Khandaker et al., 2013).

VI.1.6. Seleccién positiva

La seleccién natural es otro proceso evolutivo, que juega un papel importante
en la evolucion viral, junto con la deriva antigénica. La seleccion adaptativa
positiva, aumenta la frecuencia de alelos, que confieren una ventaja de aptitud
en relacion con el resto de la poblacion y promueve la diversidad genética
(Posada, 2009). La fuerte presion de seleccion del virus permite que los

epitopes de la HA1 evolucionen rapidamente, para evadir la respuesta inmune
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del huésped (Khandaker et al., 2013). Diversos estudios muestran a una serie
de aminoacidos de la HA, que evolucionaron bajo seleccién positiva durante los

altimos 40 afios (Blackburne et al., 2008)

Es importante entender y monitorear la dinamica evolutiva de los virus de la
influenza A que estan circulando, para su control. De esto depende la eficacia
de las vacunas, ya que se puede reducir debido a diferencias entre la variante
vacunal, la variante que esta circulando, y la poca habilidad del huésped para
generar una respuesta inmune. Por todo lo anterior el objetivo de este capitulo
es, investigar los procesos de adaptacion evolutiva del virus de influenza A
(H1IN1), durante la pandemia del 2009 en la poblacién Mexicana, mediante un

analisis de evolucidon molecular.
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VI.2. Materiales y métodos

VI.2.1. Bases de datos

Se obtuvieron 131 secuencias de nucledtidos del virus de la influenza A (H1IN1)
del gen completo de hemaglutinina (HA) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnolégica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.html) de humano, nueve

secuencias de cerdos A (H1N1 y H1N2), una secuencia de influenza estacional
A (H1IN1) y dos secuencias de aves AHLIN1 (Anexo I). Estas secuencias fueron
alineadas  utilizando los programas Clustal W disponible en

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) y MAFFT (Posada, 2009). Se

realizé la deteccidn de haplotipos repetidos con el programa DnaSP (version 5)
(Librado y Rozas, 2009), que se encuentra disponible en la pagina

(http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_0OS.html). El porcentaje de identidad de las

secuencias, se llevd a cabo con el programa BIOEDIT v7.0.9 disponible en

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html.

VI.2.2. Andlisis filogenético

Para la construccion de los arboles filogenéticos se utiliz6 el programa
Mr.Bayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Como grupo externo se utilizd
a la variante del virus de influenza A (H1N21)/Brazil/1978. Para identificar el
modelo evolutivo, que mejor describe a las secuencias, se usé el programa
jmodeltest versién 2.1.6 (Posada, 2009). El modelo elegido fue GTR+I+G

(General time Reversible). Para determinar las tasas de sustitucion y el tiempo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.html/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html
http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_OS.html
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de divergencia, se utilizé el reloj molecular de las secuencias con el programa
evolutivo bayesiano BEAST v1.8.0 (Drummond y Rambaut, 2007) con el modelo
de sustitucion plus general-time reversal (GTR) y cuarenta millones de
algoritmos de Markov Monte Carlo (MCMC). Este programa provee informacion
sobre las tasas generales de evolucion molecular y tiempos en todos los nodos
del arbol filogenético que se crea. Dentro del MCMC se utilizé el modelo
Bayesian Skyline Plot (BSP), para obtener un analisis de la dinamica
poblacional. Para comparar los datos se utilizé el modelo de reloj uncorrelated
log normal relaxed clock (Khandaker et al., 2013). Los resultados obtenidos
fueron examinados con el programa TRACER v1.6 (Drummond y Rambaut,
2007). Los arboles filogenéticos se construyeron y se visualizaron usando los

programas Tree Annotator y FigTree version 1.4.1.

VI1.2.3. Analisis de recombinacién y seleccién positiva

La deteccion de sefiales de recombinacion en el gen hemaglutinina se llevé a
cabo con los programa RDP4 Beta 4.46 (Martin et al., 2010). En este programa
se utilizaron los nueve métodos de andlisis para la recombinacion (RDP,
GENECONYV, BootScan, Rescan, MaxChi, 3seq, Siscan, Lard y Phypro). Y
también se utiliz6 el programa Datamonkey (Sergei et al., 2005), con los
métodos (MEME y GARD). Para la estimacion de la presion de seleccion,
primeramente se cuantifico la proporcion de cambios sin6nimos (dS) y no-
sinonimos (dN), con el programa DNaSP v5. Para identificar la existencia de

seleccion positiva, en este gen, asi como los sitios de codones individuales, se
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utilizé el programa Datamonkey con los métodos (SLAC y FEL), se especificd

un nivel de confiabilidad (P = 0.1 y BF = 50) gen/sitio dN/dS
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VI.3. Resultados

VI1.3.1. Inferencia filogenética de los cuatro clados

Esta investigacion, constituye el primer estudio filogenético, del virus de la
influenza subtipo A (H1N1) que circul6 en México en el periodo 2009 - 2012. La
inferencia filogenética basada en los analisis bayesianos (Mr.Bayes y BEAST)
mostré una topologia muy similar. Estos analisis identificaron tres clados que
intercambian bifurcaciones reconectadas (Fig. 1 y 3). El primer clado incluye a
las variantes del virus de influenza del 2009 — 2014, que divergieron del
segundo clado representado por las variantes de influenza de 1978 - 2009

(Figs. 1, 2y 3).

El primer clado, result6 como un grupo monofilético, es decir estas variantes
virales comparten un ancestro comun. Este primer clado se divide en cuatro
subgrupos. El primer subgrupo esta conformado por variantes virales de Brasil,
Inglaterra, China, México, Espafa, Japon y Estados Unidos del 2010 — 2014. El
segundo subgrupo lo representan variantes de México, Espafia, Japoén,
Argentina del 2010 - 2009 y dos variantes de influenza de cerdo de Estados
unidos y México del 2009 — 2010. El tercer subgrupo esta conformado en mayor
parte por la variante viral mexicana del 2009 y el tercer subgrupo, que se
encuentra entre la bifurcacion del primer y segundo clado. Este subgrupo esta
constituido por cinco variantes de influenza porcina, una de estas variantes es

representada por el subtipo viral (HIN2) de Korea del 2006 y sus variantes
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hermanas representadas por el subtipo viral A (HLIN1) de Estados Unidos de

1991 y 2014; México del 2010 y Korea del 2005 (Fig. 1, 2,y 3).

El segundo clado, igual que el primer clado también resulté ser monofilético, y
lo conforman dos subgrupos. El primer subgrupo esta representado por México,
China, Africa, Inglaterra, Tailandia y Estados Unidos del 2006 — 2009; el
segundo subgrupo lo representan, Africa, Japon, Inglaterra, china, Estados
unidos, Camboya e Islas Solomon de 1991, 1995, 1997, 2000, 2001, 2006,
2007 y 2008. El tercer clado lo representan dos variantes virales de cerdos,
uno de Dinamarca y China de 1993 y 2007, respectivamente, también esta
representado por dos variantes de aves de Estados Unidos y Espafia de 1994 y

2007 respectivamente (Fig. 1, 2,y 3).
VI.3.2. Probabilidad posterior Bayesiana y Porcentaje de identidad

El primer clado, representado por el subtipo A (H1N1, periodo 2009 - 2014),
muestra el surgimiento de una nueva variante viral, con una variacion genética
muy dindmica en los Udltimos afios, en Sudamérica, Asia y Europa. En este
clado, se observa un subgrupo que incluye, una variante viral porcino de los
Estados Unidos del 2009, con un porcentaje de identidad del 99% con respecto
a la variante viral humana de Japo6n del 2010, y con una probabilidad posterior
Bayesiana de 0.94 (Fig. 1 y 2). Entre las variantes virales A (H1N1) de
humanos, pertenecientes a Espafia, Argentina y México del 2009, se observa
una variante hermana que pertenece a la variante viral porcino mexicano del

2011, con una longitud de rama mas prolongada a la de sus variantes
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hermanas. El segundo subgrupo de este primer clado (entre la bifurcacién) lo
conforma la variante de influenza porcina A (H1N2) de Korea del 2006 que
muestra un porcentaje de identidad del 92% con respecto a la variante porcina
A (HIN1l) de Estados Unidos del 2014, y con una probabilidad posterior
Bayesiana de 0.99. Las variantes de influenza porcina A (H1N2) de Korea del
2006, son idénticas a las variantes virales porcinas de Estados Unidos, México

y Corea (con una probabilidad posterior Bayesiana de uno) (Fig. 1).

El segundo clado esta representado por las variantes de influenza de 1978-
2009, muestra a una variante viral anterior al 2009, que no ha estado activa en
los dltimos afios. A este clado lo representan variantes de influenza de Africa,
Europa, Asia y América del Norte. La mayoria de estos subgrupos muestran
una probabilidad posterior Bayesiana de uno. El tercer clado esta representado
por las variantes de influenza porcina de Dinamarca de 1993 que muestra un
porcentaje de identidad del 91% con respecto a la variante porcina de China del
2007, con una probabilidad posterior Bayesiana de 1. Y sus variantes hermanas
son aves de Estados Unidos de 1994 y Espafia del 2007, que tienen una

probabilidad posterior Bayesiana de uno (Fig. 1y 2).
VI.3.3. Recombinacién y seleccion positiva

Los métodos MEME y GARD, corridos con el programa Datamonkey, no
detectaron recombinacion en el gen de la HA, de las secuencias analizadas.
Estos resultados se comprobaron con los métodos BootScan y LARD,

implementados con el programa RDP4, solo encontraron recombinacion en las
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siguientes secuencias: El posible ancestro fue la variante Vviral,
CY038023SWDk93, y la variante recombinante fue FN38464DuckSp07, los
puntos de ruptura de inicio y fin de las secuencias fueron en los nucledtidos
828-1179 y 1181-1625. El P-val. Del método BootScan fue de 2.96 X 10°? y del
método LARD fue de 3.71 X 10-3%°. No se identificé6 recombinacién, en todas las
demas secuencias analizadas con los nueve métodos de recombinacion que

corresponden al programa RDP4.

La estimacion de la proporcion de cambios no-sindbnimos (dN) y sinénimos (dS)
realizada, con el programa DNaSP v5, se llevo a cabo separando los clados, en
los tres clados la dS > dN. (Tabla Il). Estos resultados se corroboraron con el
programa Datamonkey con los métodos (SLAC y FEL), El método SLAC,
mostro 222 sitios de seleccidn negativa, con un nivel de significancia de 0.1, no
detectd sitios de seleccion positiva, y el método FEL, identific6 302 sitios de
seleccién negativa, con un nivel de significancia de 0.1, con cuatro sitios de

seleccién positiva.



Tabla I. Mutaciones sindnimas y no-sinonimas de los virus de influenza A

(HIN1) en los tres clados.

Clado | Clado Il Clado IlI
Numero de secuencias 98 29 4
Mutaciones identificadas 388 293 391
Region codificante 1-1698 1-1698 1-1698
Region no codificante 1699-1701  1699-1701 1699-1701
Mutaciones sinbnimas 261 200 318
Mutaciones no-sinénimas 127 93 73

71
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Figura 1. Arbol filogenético para el gen de HA de los virus de influenza A
(HIN1), durante el periodo 1978 — 2014. Este arbol se construyé con el
software Mr. Bayes 3.1.2. Los valores de los clados, representan la probabilidad
posterior Bayesiana (BPP). Las etiquetas estan conformadas por el nimero de
GenBank, pais y afio de origen de la variante viral. Las variantes vacunales
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variantes virales porcinas se observan en color rojo
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Figura 2. Arbol filogenético circular, para el gen de HA de los virus de influenza
A (H1N1), durante el periodo 1978 — 2014. Este arbol se construyé con el
software Mr. Bayes 3.1.2. Las variantes virales del clado uno, que pertenece al

grupo genético siete, que predominé a nivel mundial se observan en color rojo
las variantes virales del clado dos se observan en color azul y las variantes

virales del clado tres en color verde.
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Figura 3. Arbol filogenético para el gen de HA de los virus de influenza A
(HIN1), durante el periodo 1978 — 2014. Este arbol se construyé con el
software Bayesian Evolutionary Analisis (BEAST v1.8.0). Las variantes
vacunales A/California/07/2009 y A/Solomon Islands/03/2006 se observan en
color lila, las variantes virales porcinas se observan en color rojo y las variantes
virales mexicanas en color azul.
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VI.4. Discusién

VI.4.1. Clado uno, representado por la variante vacunal A/California/07/2009

El analisis filogenético del gen de la HA, evidencia que el clado uno, y la
mayoria de las secuencias mexicanas del 2009 — 2012, se incluyen en el grupo
genético siete, que predominé a nivel mundial (Nelson et al.,, 2009; WHO,
2012). La variante del subtipo viral humano A (H1N1) pdm y estacional,
incluyendo a México (2009-2012), muestra la diversificacion de este subtipo
viral a varios continentes (América, Asia y Europa). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por (WHO, 2013). Los cambios evolutivos de este
subtipo viral de influenza, son muy dinamicos desde el 2009 - 2014, el clado
uno se caracteriza por el surgimiento de nuevos subgrupos. El tercer subgrupo
de este clado (Fig. 1y 3), que es en donde se ubica el aislado viral de la vacuna
A/California/07/2009 (Numero de GenBank, FJ966974). Esta variante viral
vacunal muestra un 98% de identidad con las variantes virales del 2010 -2014,
esto demuestra la divergencia de secuencias que existe entre los subgrupos del
clado uno. Khandaker et al. (2013), muestra en sus resultados que las variantes
virales del 2009 - 2012, tienen un ritmo de mutacién constante para mantener

su diversidad genética.
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VI1.4.2. Cambios de aminoacidos en la subunidad HA1 del virus de la

influenza A (H1N1)pdm 09 desde el 2009 — 2014

El andlisis de presion de seleccion de las secuencias de aminoacidos de la HA
del clado uno, presentd 261 mutaciones sinénimas y 127 mutaciones no-
sinbnimas (Tabla Il). Estas mutaciones revelaron una seleccion negativa
(dN<dS). Castelan-Vega y colaboradores en el 2014, analizaron a los
aminoécidos de secuencias de la HA del virus de la influenza A (H1IN1)pdm 09
desde el 2009 — 2014, identificando nueve cambios en los aminoacidos de la
subunidad HA1: D104N, K166Q, S188T, S206T, A259T y K285E Subunidad
HA2: E47K, S124N y E172K que le dan estabilidad a la estructura de la
proteina. Debido a esta presion selectiva a la fecha se han observado dos
cambios de aminoacidos en el sitio antigénico (K166Q y S188T), que pudieran

causar deriva antigénica (Castelan-Vega et al., 20014; Klein et al., 2014).

Jiménez-Alberto et al. (2013), estudiaron cuatro variantes de la hemaglutinina
que fueron apareciendo en la pandemia A (H1N1) del 2009. La variante 1
(S143G, S185T) surgi6 para evitar el reconocimiento inmunoldgico: las
variantes 2 (A134T) y 3 (D2222E, P297S) surgieron para aumentar la union al
receptor y la variante 4 (E374K) alterd la fusion del péptido. Las mutaciones
benéficas o permisivas, que permiten el escape del virus a los anticuerpos de
su huésped, también causan efectos secundarios negativos en la estabilidad
(plegado de la proteina) y funcién de la proteina HA (Bloom et al., 2010). Existe

el fendmeno epistasis (Es la interaccidon entre diferentes genes, consiste en que
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cada gen puede enmascarar o0 suprimir la expresion del otro para un
determinado caracter fenotipico y se le considera el factor principal de la
evolucion a nivel proteinas) positiva o0 negativa. En la epistasis positiva, las
mutaciones negativas, son compensadas por mutaciones benéficas, estas
mutaciones benéficas se pueden derivar por una alta capacidad replicativa viral.
En cambio la epistasis negativa surge si la combinacion de mutaciones da una
baja capacidad replicativa (De visser y Elena, 2007). La teoria neutra de la
evolucion molecular, menciona, que la mayor parte de la variacion a nivel
molecular no es mantenida por la seleccion positiva, sino resultado de un
balance entre la deriva génica (aleatoria) y las mutaciones neutras o casi
neutras (Kimura, 1983; Ohta, 1992). Aln no esté claro si la pandemia de origen
porcino 2009 (H1N1), son callejones sin salida a nivel evolutivo, es decir si las
variantes recombinantes de origen porcino, aviar y humano, conforme han
estado circulando, han creado inmunidad humana contra ellos y las pocas
variantes virales con mutaciones antigénicas benéficas para el virus, generan
nuevas variantes virales capaces de extenderse por todo el mundo (Bloom et
al., 2010; McHardy y Adams, 2009). En este cuello de botella evolutivo,
participan la seleccién positiva, que crea diversidad genética y la frecuencia de
estos mutantes se incrementa en la siguiente generacion, y por otra parte la
seleccion negativa o purificadora elimina esta diversidad, eliminando las

variantes de la poblacion (Posada, 2009).
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VI1.4.3. Clado dos representado por la variante viral
A/Solomon Islands/3/2006

La Organizacion Mundial de la Salud, en Octubre del 2007 y 2008, reportd
actividad gripal A (HIN1) en Africa (principalmente en Africa del Sur), en
América (principalmente en México y Estados Unidos), Asia, Europa y Oceania,
lo cual indica que, estos resultados coinciden con el segundo clado de los
arboles filogenéticos reportados en esta investigacion. El segundo clado esta
representado por la variante viral A/Solomon Islands/3/2006 (Fig. 1 y 3).
Filogenéticamente se comprobd, que esta variante viral, fue la que predominé
en este periodo de tiempo, por lo tanto se utiliz6 como vacuna (WHO, 2007).
Esta variante viral vacunal presenté un 75 — 77% de identidad con las variantes
virales del 2009 — 2014. El andlisis de presion de seleccion de las secuencias
de aminoé&cidos de este clado dos presenté 200 mutaciones sinénimas y 93
mutaciones no-sinénimas (Tabla Il). Igual que el clado uno, este clado dos
también revel6 una seleccion negativa (dN<dS). Analisis estadisticos realizados
en 6219 nucledtidos de la HA demuestran, que estas viejas variantes no
evolucionaron y poco a poco fue surgiendo la influenza pandémica A (H1N1),

representada por la variante A/California/07/2009 (Qi et al., 2014).
VI1.4.4. El clado uno y tres son representados por variantes virales porcinas

Este es el primer trabajo de investigacion en el que se obtiene un éarbol

filogenético, que muestra al clado uno, integrado por variantes virales porcinas
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mexicanas, estadounidenses y coreanas entre la bifurcaciéon de variantes del
virus de influenza mexicana del 2009 (Fig. 1 y 3). La pandemia de influenza A
(H1N1) del 2009, se origind por la recombinacién de genes interespecifica entre
cerdos, aves y humanos (Trifonov et al., 2009; Dawood et al., 2009). En el
subtipo viral A (HIN1l)pdm 2009 los genes (NA y M) estuvieron mas
estrechamente relacionados con los virus de influenza subtipo A que circulaba
en los cerdos de Eurasia, y asi surgié una nueva variante viral que no se habia
visto en México y en otros paises (Dawood et al., 2009; Trifonov et al., 2009).
El movimiento de cerdos vivos entre Eurasia y América del Norte, posibilitaron

la mezcla de las diversas variantes virales porcinas.

Smith y colaboradores en el 2009, por inferencia filogenética determinaron que
los virus porcinos, ancestros de esta epidemia han estado circulando, sin ser
detectados aproximadamente de nueve a diecisiete afios. Lo que sugiere que la
recombinacién de linajes porcinos ocurrié afios antes de la epidemia A (H1N1)
del 2009 (Garten et al., 2009). El virus de la influenza se encuentra en una
constante presion selectiva por tratar de evadir el sistema inmune del huésped
(Castelan-Vega et al., 20014: Klein et al., 2014). Algunos cambios de
aminoacidos en el antigeno HA, producidos por la deriva antigénica, seran
insignificantes mientras que otros cambios seran mas benéficos para el virus
(Smith et al.,, 2004; Smith et al.,, 2009). Algunos de estos cambios de

aminoacidos seran benéficos y permitirdn que el sistema inmune sea menos
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eficaz en las variantes virales portadoras de estas sustituciones y mas eficaz en

las variantes virales con sustituciones insignificantes (Smith et al., 2004).

En las secuencias humanas de HA analizadas en este trabajo de investigacion,
no se detectd recombinacidn, aunque se identificaron variantes virales porcinas
eurasiaticas (EU798784SWKorea06 (H1N2) y EU798779SWKorea05), entre la
bifurcacion de variantes del virus de influenza mexicana del 2009 en los arboles
filogenéticos (Fig. 1 y 3). Estos linajes no fueron los precursores de las

variantes virales A (H1IN1) del 2009, analizadas en este trabajo.

La variante viral vacunal A/Solomon Islands/3/2006, representante del clado
dos, mostré una baja identidad (75 — 77%), con las variantes virales del 2009 —
2014. Esto demuestra relaciones genéticas distantes entre el clado uno y dos.
Quiz& a esto se deba la rama con una longitud grande, entre la bifurcacion de
los clados uno y dos (Fig. 1 y 3). Las ramas con longitudes grandes, no son
inusuales en los arboles filogenéticos realizados con secuencias de nucleétidos
de virus de influenza porcinos, existen 52 ramas similares en longitud,

reportadas en diversas investigaciones (Garten et al., 2009).

El clado tres esta representado por dos variantes virales de cerdos Eurasiaticos
de Dinamarca (A/Swine/Denmark/WVL9/1993) y China
(A/Swine/zZhejiang/1/2007) (Fig. 1 y 3). Trifonov et al. (2009), sefala que estas
variantes virales dieron origen al grupo genético siete, que predomina a nivel

mundial.



81

En uno de los subgrupos del clado uno, se observan dos variantes virales
porcinas A/swine/Minnesota/165A/2009 y A/swine/Mexico/SG1450/2011, entre
las variantes de influenza humano (Fig. 1 y 3). Alrededor del mundo los casos
de infeccidbn humana por virus de influenza de origen porcino, se han reportado
ocasionalmente. Se han confirmado 27 casos de infeccion humana por estos
virus desde 1990 hasta 2010 (Centros para el control y la prevencion de
Enfermedades 6 CDC, 2011-2012). De estos casos, 21 fueron producidos por
virus de triple recombinacion; 13 subtipos HIN1, un subtipo HIN2 y siete
subtipos de H3N2, con genes de variantes de virus de influenza clasicos, aviar y
humanos (Stephen et al.,, 2012). En el 2010 y 2011 diversos laboratorios
publicos y el CDC, han confirmado casos humanos de influenza con la nueva
variante viral de origen porcino (H3N2)v (Stephen et al., 2011). El gen M de la
pandemia de influenza H3N2, fue heredado de una variante viral A (H1N1)
2009, esta variante viral solo se ha detectado en cerdos y aun no se detecta en
humanos (Stephen et al., 2011). Por la identificacién de dos variantes virales
porcinos A/swine/Minnesota/165A/2009 y A/swine/México/SG1450/2011 entre
las variantes de influenza humano. En este trabajo se recomienda que en
México se realicen monitoreos constantes del virus de influenza del 2010 —
2012, por la reciente aparicion de variantes virales de cerdos re-emergentes en

la poblacion humana.
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VI.5. Conclusiones

Los &rboles filogenéticos Bayesianos (Mr. Bayes y BEAST), muestran a
la mayoria de las variantes virales mexicanas en el grupo siete, que
predomind a nivel mundial.

El andlisis de presion de seleccion reveld seleccidn negativa en las
secuencias de HA, analizadas en este trabajo. Los arboles filogenéticos
evidencian, que existe divergencia genética entre el clado uno (variantes
virales 1978 — 2009) y el clado dos (variantes virales 2009 — 2014. Quiza
esté ocurriendo el fendmeno de epistasis o se esta creando un cuello de
botella evolutivo.

No se detecté recombinacién, en el gen de la HA de las variantes virales
humanas A (H1N1), este evento evolutivo podria deberse a la falta de
secuencias de variantes virales porcinas precursoras.

En el clado uno, se observan dos variantes porcinas entre las variantes
de influenza humana del 2010 al 2014, es probable que este empezando
a surgir y no haya sido identificada formalmente, una nueva variante viral
de gripe en México y los demas paises involucrados en este estudio. Es
necesario que se haga un monitoreo constante para poder detectar de
forma oportuna los cambios evolutivos de las nuevas variantes virales

porcinas-humanas A (H1N1) en este 2015.
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VI.6. Puntos clave del capitulo IlI

1.- Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, cuya
caracteristica es la segmentacion de sus genes. La segmentacion es
considerada un gran avance evolutivo, debido a que este mecanismo permite
todas las combinaciones posibles de genes de diferentes subtipos virales que

infectan al huésped.

2.- La pandemia de influenza A (H1N1) del 2009 se origind por la recombinacion

interespecifica de genes de cerdos, aves y humanos.

3. Los arboles filogenéticos Bayesianos (Mr. Bayes y BEAST), muestran que
existe divergencia genética entre el clado uno (variantes virales 1978 — 2009) y

el clado dos (variantes virales 2009 — 2014).

4. En las variantes virales A HIN1 analizadas en este trabajo de investigacion,
no se detectdé recombinacion y la selecciéon fue negativa, quiza esto se deba al

fendbmeno de epistasis o0 se esta creando un cuello de botella evolutivo.

5.- Los arboles filogenéticos, presentaron variantes virales porcinas entre las
variantes virales mexicanas del 2010 al 2014. Es importante que en México, el
virus de influenza se esté monitoreando permanentemente, debido a que las
recientes pandemias del siglo XX parecen haber sido generadas por eventos de

reordenamientos genéticos entre cerdos y humanos.



VII. Capituo IV

Co-evolucion de los virus y su
huésped

84



85

El objetivo de este capitulo, es definir los procesos de co-evolucion del IHHNV y

el A (H1N1) en sus respectivos huéspedes.
VII.1. IHHNV, infeccion persistente: Co-evolucionando con el enemigo

Diversas investigaciones han demostrado que crustaceos e insectos, pueden
estar infectados de forma persistente con uno o més virus, con un nivel de
replicacion bajo, sin presentar signos de enfermedad (Flegel, 2009). Una de las
observaciones importantes en el capitulo Il, es que postlarvas, juveniles y

adultos de L. vannamei y L. stylirostris fueron resistentes al IHHNV.

La explicacién a esos resultados, es que las evolucionadas estrategias virales
sobre el control de la expresion génica determinan la complejidad y duracién de
las infecciones, desde una interaccibn muy breve, entre el virus y su
hospedador (infeccion aguda), hasta las infecciones que duran toda la vida del
organismo huésped (persistente o latente) (Cann, 2009; Hoffmann et al., 2010).
Una de las ideas equivocadas es que toda infeccion virica provoca una
enfermedad. Existen diversas investigaciones que indican que existen
infecciones asintométicas y solo una minoria de las infecciones viricas originan
sintomas o signos de enfermedad (Cann, 2009; Hershberger, et al., 2010; Goic,

y Saleh, 2012).

En la infeccién persistente el patdgeno y el huésped co-existen, beneficiAndose
ambos organismos. Mediante esta infeccidon el virus tiene la capacidad de ser

transmitido a otros organismos y a la descendencia (Flegel, 2009; Goic y Saleh,
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2012). La infeccidn persistente puede ocasionar infeccion latente, infeccion
mutualista simbiética (Roossinck, 2011; Goic y Saleh, 2012). En la infeccién
simbidtica, los virus son adoptados por su huésped (virus enddgenos) y suelen
tener un efecto positivo en este, ya que pueden contribuir a la resistencia del
huésped (Horie et al., 2010; Hershberger et al., 2010; Goic y Saleh, 2012). El
efecto positivo de los virus mutualistas, es que le proporcionan al huésped

nuevos resultados benéficos (Noreen et al., 2007).

Por otro lado, la sobrepoblacion y pérdida de variabilidad genética poblacional
son condiciones ideales para que un virus asintomatico pueda ocasionar una
infeccion aguda (Goic y Saleh, 2012). Bajo esta situacion se reduce la poblacién
del hospedero y a través de la seleccion natural solo sobreviviran los individuos

adaptados al virus generando una resistencia evolutiva (Goic y Saleh, 2012).

VII.1.2. Infeccion persistente en artrépodos
Los artrépodos han estado presentes en la tierra desde el periodo cambrico,
debido a esto Goic y Saleh (2012) entre otros, han planteado la hipétesis de
que los artropodos tienen mejores mecanismos de adaptacion a diversos
patégenos que los mamiferos por ser mas antiguos. Los artropodos, co-existen
con los virus y presentan infecciones persistentes, sin desarrollar enfermedades
letales (Goic Saleh, 2012; Flegel, 2009). Los artrOpodos en ausencia de una
memoria inmunologica, encontraron la manera de controlar y disminuir la
replicacion viral mediante la infeccion persistente (Goic Saleh, 2012; Flegel,

2009). Un ejemplo de esto se puede encontrar en el camar6n Penaeus
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monodon, el cual es infectado de forma persistente por el IHHNV, y no presenta
patogenicidad (Withyachumnarnku et al., 2006), es decir ya existe una co-
evolucion entre patdgeno y huésped. Sin embargo el IHHNV se propagé al
continente americano e impactd severamente a las especies nativas L.
stylirostris y L. vannamei debido a que el sistema inmune adaptativo de estas
especies no habian tenido contacto con este virus (Lightner, 1996).
VII.1.3. Endogenizacién de parvovirus en el genoma de eucariotas

La endogenizacion de los parvovirus en el genoma de eucariotas, es uno de los
procesos de co-evolucion entre el virus y su huésped. Otro resultado derivado
del capitulo Il, es la deteccion de resultados falsos positivos en el diagndstico
del IHHNV utilizando el método 309 F/R en las etapas de desarrollo de
postlarvas, juveniles y adultos de L. vannamei cultivados en México. Tang y
Lightner, en el (2006) y Saksmerprome et al. (2011), identificaron inserciones de
secuencias del genoma del IHHNV, denominados transposones en el genoma
de P. monodon originario de Africa y Australia. La familia Parvoviridae se
clasifica en dos subfamilias, la Parvoviridae (virus de vertebrados) y
Densoviridae (virus de artropodos), en esta sub-familia se encuentra el IHHNV
(Fauquet et al., 2005). Esta familia de virus suele producir infecciones
persistentes, sin enfermedad aparente la cual esta relacionada con su
capacidad de integrarse al DNA cromosémico y establecer una infeccion latente

(Liu et al., 2011).
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La identificacion de secuencias ortdlogas de parvovirus en el genoma de
mamiferos sugiere que los parvovirus han co-existido con los mamiferos
durante 98 millones de afos (Liu et al.,, 2011). Se han aislado secuencias
integradas del virus adeno-asociado AAV de células somaticas (linea celular de
humanos), y por mapeo de hibridos se concluyé que el genoma de AAV se
integra especificamente en el cromosoma 19 (Kotin et al., 1990). También se
han realizado analisis filogenéticos de genomas de eucariotas que se
encuentran en la base de datos, confirmando que homadlogos de proteinas de
los parvovirus han sido integrados (endogenizacién) en el genoma nuclear de
varios animales (Liu et al., 2011).

Otro resultado derivado del capitulo II, es que en la infeccién experimental las
postlarvas, juveniles y adultos de L. vannamei y L. stylirostris fueron resistentes
al IHHNV. Existe la hipotesis de que los insectos y crustaceos reconocen el
MRNA virales y lo utilizan para la insercién aleatoria de secuencias en su DNA
gendmico, estas secuencias insertadas producen RNA de interferencia (iRNA) y
reducen la replicacién viral (Flegel, 2009). La infeccion por virus de DNA o
RNA a las células del huésped, origina mRNA viral, este mRNA sera reconocido
por la transcriptasa reversa (RT) del huésped (Flegel, 2009). La RT sintetizara
aleatoriamente fragmentos de cDNA a partir del mRNA viral, los fragmentos de
cDNA seran transportados al interior del ndcleo para que la enzima integrasa
(IN) inserte los fragmentos de cDNA al genoma del huésped, para que se
produzca el RNA inmunoespecifico (imRNA), el RNA de doble cadena (dsRNA)

y el RNA de interferencia (iRNA) (Flegel, 2009; Goic y Saleh, 2012). El iRNA,



89

forma parte de un proceso evolutivo, en donde el dsRNA inhibe la expresion y
traduccion génica, mediante la degradacion del mRNA (La Fauce y Owens,
2009; Labreuche y Warr, 2013; Wang et al., 2014). Por lo tanto el iIRNA reduce
la carga viral, originando las infecciones virales persistentes (Flegel, 2009). En
ausencia de un sistema inmune adaptativo en los artropodos, el proceso de
produccion del iImRNA (memoria de DNA), equivale a la funcidén que realizan los
anticuerpos en vertebrados (Flegel, 2009; La Fauce y Owens, 2009; Goic y
Saleh, 2012; Labreuche y Warr, 2013).

VII.1.4. Ventajas y desventajas de los elementos movibles en el genoma de los

organismos

Una manera en la que los eucariotas obtienen inmunidad contra los virus es
mediante los elementos enddgenos virales (EVES), controlan la expresion y
codificacion de nuevas proteinas, que pudieran ofrecer inmunidad en contra de
los virus (Jern y Coffin, 2008; Feschotte y Gilbert, 2012). Sin embargo, estos
elementos también pueden causar efectos dafiinos a su huésped, las
repeticiones terminales de secuencias (LTR), que son caracteristicas de los
EVES, contienen promotores que son reconocidos por muchos factores de
transcripcion, controlando las sefales de terminacion de la transcripcion y la
poliadenilacion del mRNA, produciendo efectos dafiinos en la epigenética del
huésped (Jern y Coffin, 2008; Feschotte y Gilbert, 2012). Los EVES también

pueden generar una sobreexpresion en las proteinas que participan en el
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sistema inmune del huésped, e inducir una cascada inflamatoria, provocando
una enfermedad auto-inmune (Feschotte y Gilbert, 2012).

La transferencia horizontal de genes (HGT), es la transferencia de la
informacion genética entre diversos organismos. En bacterias la HGT, se lleva a
cabo mediante la transferencia de informacién genética de una célula a otra
célula diferente, con la mediacion de plasmidos. En los organismos con
reproduccion sexual, la HGT es equivalente a la recombinacion cromosémica
(Hotopp et al., 2007). Existen evidencias cientificas que en eucariotas la HGT
proviene principalmente de protistas (Keeling y Palmer, 2008; Boucher et al.,
2003; De la Cruz y Davies, 2000). Este material genético permitira la
adquisicién de nuevas caracteristicas evolutivas, que le otorgaran ventajas 6
desventajas adaptativas al organismo que la realice (Dunning, 2011; Keelingy
Palmer, 2008). Esta transferencia genética se da con mayor frecuencia en la
relacion endosimbidtica, debido a la aproximacion celular de ambos organismos

(Dunning, 2011)

Uno de los ejemplos mas estudiados de la transferencia de genes son los
elementos moviles o transposones. Los transposones son secuencias que se
integran en cualquier sitio del cromosoma del huésped como molécula de DNA,
por la enzima integrasa codificada por el virus. Estas secuencias del DNA virico,
son cortadas por la enzima recombinasa de un sitio gendmico, e integradas en
un nuevo sitio del genoma (Kazazian, 2004; Cordaux y Batzer, 2009). La

enzima realiza una hidrélisis en los enlaces fosfodiester del elemento
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transposon y en la secuencia cromosémica en la que se inserto el transposon,
liberando oxidrilos (OH), la enzima transposasa se encarga de unir al elemento
transposon, en un nuevo sitio duplicando estas secuencias, de forma invertida
(Kazazian, 2004). Los transposones se identifican principalmente en bacterias y
también se reconocen en genomas de metazoarios, como insectos, gusanos y
humanos. Existen varios elementos importantes de transposones como las
transposasas Mu, transposones P, integrasas de repeticiones terminales largas
(LTR), retrotransposones y retrovirus (Kazazian, 2004). Los transposones tipo P
se han observado en cruces genéticos intraespecificos en las células
germinales provenientes de Drosophila willistoni (Daniels et al., 1990). También
se han identificado transferencia de genes de la bacteria Wolbachia pipientis
(simbionte citoplasmico de insectos, crustaceos y nematodos) a diversos taxas

de invertebrados (Stouthamer et al., 1999; Hotopp et al., 2007).

Otro ejemplo de la transferencia de genes son los retrotransposones (LTR), la
enzima transcriptasa inversa, codificada por el RNA del retrovirus,
empaquetada en cada capside virica durante la produccién de nuevas
particulas viricas, hace una copia en DNA de la cadena de RNA del virus, la
molécula de DNA lineal del virus es reconocida por una integrasa codificada por
el virus que cataliza la insercion de este DNA virico en el genoma del huésped
(Kazazian, 2004). La mayor parte de los retrotransposones incluyen largas
repeticiones terminales con secuencias poliadeniladas en el extremo 3. Los

LTR y retrovirus son similares en los primeros pasos de la replicacion retroviral,
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tienen las mismas actividades enzimaticas para la sintesis de cDNA, la
transcriptasa reversa (RT), ribonucleasa (RH) e integrasa (Kazazian, 2004), y
posteriormente la integracion de la copia del cDNA dentro del cromosoma de la
célula huésped (Schroder et al., 2002). Los retrovirus mas conocidos son los
virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) y el Virus de la Leucemia del
Ratén (MLV), que generalmente se insertan en sitios de genes activos en su

transcripcion (Schroder et al., 2002; Wu et al., 2003),

Aproximadamente un tercio del genoma humano estd compuesto por
retrotransposones no autébnomos como los elementos Alu (se identificaron
mediante la endonucleasa Alu, de la cual recibieron su nombre), y SVA
(Cordaux y Batzer, 2009). Estos retrotransposones no autonomos se identifican
en la region no traducida (UTR) y tienen sefales de poliadenilacion de varias
longitudes (Cordaux y Batzer, 2009). En el genoma humano se encuentran
3000 copias de los elementos SVA, su longitud es de 2 kb y se localizan en
repeticiones en tandem (Ostertag et al., 2003). Los elementos Alu, son los
transposones mas exitosos por su numero de copias en este genoma, su
longitud es de 300 pares de bases y se encuentran corriente abajo del genoma
flanqueado por repeticiones de timina, estos elementos funcionan con la

maquinaria enzimatica de los elementos L1 (Dewannieux y Heidmann, 2003).

Hoy en dia, se esta investigando el mecanismo por el cual, los segmentos de
DNA se transfieren desde la célula de la bacteria y se integran en los

cromosomas de los eucariotas. Sin embargo hay muy poca informacion sobre la
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transferencia de los segmentos de DNA virales a sus huéspedes. Esta
informacion tendria implicaciones practicas en biotecnologia y medicina. La
secuenciacion del genoma completo de los organismos y su analisis
comparativo mediante la filogenética, permitiran explicar el origen, evolucién y
la redistribucién del genoma de los organismos (Daubin, 2004). El desarrollo
innovador de los métodos moleculares como: Métodos evolutivos
computacionales en la gendmica comparativa, secuenciacion de genomas
completos y los ensayos de retrotransposicion en cultivo celular, han dado
como resultado un avance significativo en el conocimiento de las ventajas y
desventajas de las actividades evolutivas de los transposones en el genoma de

los organismos.

VII.2. Dinamica evolutiva del virus de influenza subtipo A (H1N1)
En el capitulo I, se investigd la evolucion molecular de la hemaglutinina del
virus de la influenza subtipo (H1IN1) en México del 2008 al 2012. Los arboles
filogenéticos realizados con programas filogenéticos Bayesianos, mostraron una
clara bifurcacion, con dos clados entre los virus de 1978 al 2009 y los virus del
2009 al 2014. Estos resultados coinciden con el surgimiento de la nueva
variante de virus de influenza subtipo A (H1N1) humana que aparecio en el
2009 y fue responsable de epidemias y pandemias (Dawood, et al., 2009;
Trifonov et al., 2009). Esta variante surgio por la co-infeccién de tres variantes
del virus de influenza. El surgimiento de estas tres variantes se dio por

recombinacién de segmentos de los genomas porcino, aviar y humano (Dawood
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et al., 2009; Trifonov et al., 2009). Este mecanismo evolutivo modificé el marco
de lectura de los antigenos, por lo tanto el virus mutante reforzé su capacidad
replicativa, fue mas virulento, y se extendido a un nuevo huésped; el humano

(Eigen, 1993; Domingo, 2006; Dawood et al., 2009; Trifonov et al., 2009).

La teoria indica que los virus son una unidad de seleccion, denominados quasi-
especies. Estudiar el potencial evolutivo de los virus a través de la replicacion
de su genoma, dinAmica poblacional, deriva génica y adaptacion selectiva
(positiva 0 negativa) es de gran importancia para su control y vigilancia
(Domingo, 2006). Los virus mutantes refuerzan o limitan su capacidad
replicativa e influyen en la patogénesis viral (Domingo, 2006). Las sub-
poblaciones de virus (variantes), tienen una gran capacidad de adaptacion
selectiva a los cambios del entorno proporcionado por el sistema inmune del
huésped. Estas sub-poblaciones evaden la defensa inmune del huésped
mediante su regulacion genética y por ende sus rasgos fenotipicos (Eigen,
1993; Domingo, 2006). Estos principios darwinianos se observan en periodos
cortos de tiempo (dias o semanas) en los huéspedes naturales y en huéspedes

alternativos, como los cultivos celulares (Domingo, 2006).

Por lo anterior, el virus de la gripe del subtipo A presenta una gran diversidad
genética ya que infecta a una amplia gama de especies, sin embargo sus
reservorios naturales son las aves acuaticas silvestres (Webster et al., 1992).
Debido a esta co-evolucion entre el huésped y patdgeno, el virus de la influenza

presenta bajas tasas de cambio evolutivo en estas aves, alcanzando el
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equilibrio para no ser patdgeno, en estas especies (Webster et al., 1992). Este
equilibrio permite que se refuerce la capacidad replicativa, con gran capacidad
de adaptacion selectiva y aumente la tasa de sustitucion de nucleétidos a 1 x 10

-3 (Eigen, 1993; Domingo, 2006; Chen y Holmes, 2006).

El aumento de la sustitucion de nucleédtidos (diversidad genética), permite un
cambio en el fenotipo del virus, caracterizado por un aumento de la enfermedad
o la propagacion de una epidemia a un nuevo huésped susceptible (Chen y
Holmes, 2006; Domingo, 2006). El cambio del fenotipo del virus se produce por
la alta sustitucién de aminoacidos dentro de los sitios de unién en sus antigenos
(Hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Carrat y Flahault, 2007). Esta
variabilidad se da a través del tiempo y proviene de mutaciones (deriva
genética), seleccion natural y recombinacién de los segmentos de RNA en
diferentes especies (Chen y Holmes, 2006; Domingo, 2006; Carrat y Flahault,
2007). La deriva antigénica del virus de influenza se produce en promedio cada
dos a ocho afios, en respuesta a la presidn de seleccion, para evadir la

inmunidad humana (Chen y Holmes, 2006; Domingo, 2006).
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VII.3. Conclusiéon

Los virus son una unidad de seleccidn (quasiespecies), con una gran capacidad
de adaptacion (en un lapso de tiempo muy corto) a los cambios del entorno del
sistema inmune del huésped. Evaden la respuesta inmune del huésped
mediante su regulacion genética. Reforzando su capacidad replicativa para ser
mas virulentos 6 co-evolucionando con el huésped infectandolo de forma
persistente o latente (inserciones de secuencias entre el virus y su huésped),
con un nivel bajo de replicacion sin presentar signos de enfermedad.
Finalmente, el objetivo principal de los virus es co-existir con su huésped para

beneficio de ambos.
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VIl.4. Puntos clave del capitulo IV
1.- Una de las ideas equivocadas, es que toda infeccion virica provoca una
enfermedad, solo una minoria de las infecciones viricas originan sintomas o

signos de enfermedad.

2.- En la infeccion persistente los virus se adaptan a su huésped con resutados
epigenéticos benéficos para el huésped. Los elementos enddgenos virales
controlan la expresion y codificacion de nuevas proteinas que pudieran ofrecer

inmunidad contra de los virus.

3.- Los insectos y crustaceos reconocen el mRNA vy lo utilizan para la insercién
aleatoria de secuencias virales en su DNA, estas secuencias insertadas

producen iRNA y reducen la replicacion viral dentro de la célula eucariota.

4.- Los virus son una unidad de seleccion (positiva o negativa), con capacidad
de adaptacioén al entorno proporcionado por el sistema inmune del huésped. Los

virus consiguen limitar o reforzar su replicacion influyendo en su patogenicidad.

5.- Los virus tratan de co-existir con su huésped para la sobrevivencia de

ambos.
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VIII. 1. Introduccién
VIII.1. 1. ¢ Qué son los anticuerpos monoclonales?

Los anticuerpos monoclonales (AcMo), son una poblacion de anticuerpos que
poseen la capacidad de reconocer moléculas especificas (antigenos). Los
AcMo se producen mediante la difusion de linfocitos B con células
mielomatosas (células tumorales inmortales). Los hibridos que resultan de la
fusion heredan la capacidad para crecer indefinidamente en cultivo. Una vez
que se logran producir, los AcMO son altamente especificos, su naturaleza y
estructura se conocen a detalle, ademas son susceptibles de ser preparados
en forma pura, en condiciones controladas y en grandes cantidades por tiempo

indefinido.

VIII.1.2. Importancia y aplicacion de los AcMo

Hoy en dia, a nivel mundial, existe una seria preocupacion de que el virus de la
influenza evolucione por mutacién y recombinacién, y genere pandemias adn
mas peligrosas, que las anteriormente mencionadas. Los sitios antigénicos del
virus de la influenza se encuentran en constante mutacion, por lo que no son
reconocidos por los anticuerpos, debido a esto, los organismos aunque estén
inmunizados contra este virus, se podrian infectar y asi surgiria un nuevo brote
viral. Los anticuerpos monoclonales (AcMO) han revolucionado la inmunologia y
han tenido una repercusion considerable en muchas investigaciones como por

ejemplo: El inmunodiagnostico, el desarrollo de vacunas de epitopes
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conservados de los antigenos virales, el estudio de cambios evolutivos de las

proteinas virales y su funcion.

Los AcMo se han usado para conocer los cambios evolutivos de los antigenos
HA y NA de la influenza. Se realiz6 un estudio sobre las sustituciones de
aminoacidos en las HAs de los virus de la gripe de Hong Kong de 1968,
mediante el crecimiento del virus en presencia de anticuerpos monoclonales
contra la HA. Esta investigacion sugirié la estructura tridimensional de la HA y
observaron que el sitio de union Asn-Ser-Thr que es especifico del subtipo de
influenza H3N2, también se encontraba en el subtipo HA1 (Laver et al., 1980;
Wiley et al., 1981; Daniels et al., 1983), al conocer la estructura tridimensional
de la HA Skehel et al. (1984) identificaron la sustitucion del aminoacido Asp-63
por Asn-63 de la hemaglutinina en diferentes cepas del virus de la gripe de
Hong Kong de 1968. Y mediante inmunoprecipitacion con extractos de células
infectadas por el virus, preparados en presencia o0 ausencia del antiviral
tunicamicina, demostraron que la insercion del aminoacido (Asn-63) blogueaba

el sitio de reconocimiento del AcMO.

La HA es el objetivo principal de neutralizacién para los anticuerpos, se sabe
que las mutaciones se acumulan en cinco sitios de la HA1 (epitopes) (A, B, C, D
y E) (Underwood, 1982; Wiley et al., 1981). Okada et al. (2010), construyeron
una biblioteca de anticuerpos con 3 x 10%° clones. Aislaron los anticuerpos
monoclonales que se unieron a particulas virales de 12 diferentes cepas de

vacunas H3N2 de Honk Kong en los afios 1968 y 2004. De 153 clones 113
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mostraron union y neutralizacion viral (HA anticuerpos) que fueron divididos en
tres grandes grupos de acuerdo a su especificidad. 1968-1973, 1977-1993 y
1997-2003. Okada et al. (2011), localizaron los epitopes de la HA de estos
clones, mediante el reconocimiento de 98 diferentes AcMO, por citometria de
flujo. Los clones que neutralizaron las cepas virales de 1968-1973 tuvieron un
reconocimiento antigénico en el sitio B2/D y AB1/, sin embargo los clones que
neutralizaron en las cepas de 1977-1993, fueron reconocidos en los sitios B, E y
principalmente C. Los clones de 1997 -2003 fueron reconocidos por AcMO en
los sitios B, A/B1, A/B2 6 E/C2. Al comparar las secuencias de aminoacidos
entre las cepas de 1973 y 1977 se encontraron diferentes aminoacidos en 15
residuos, en siete sitios antigénicos B1, B2, C1 y C2. Por lo que recomiendan
gue cuando se examine la deriva antigénica del virus de la influenza, los
anticuerpos que reconocen estos sitios sean considerados, por ser dominios
muy variantes. Y los anticuerpos producidos por células de memoria no
combatirian a la nueva cepa viral, por lo que esta investigacién concluy6 que es
preferible desarrollar vacunas de epitopes cuya secuencia sea altamente

conservada.

En los dltimos afios, el subtipo de influenza H5N1 ha causado una alta
morbilidad y mortalidad en poblaciones de aves de corral en Asia, Europa y
Africa. Para prevenir este brote epidemiolégico a nivel mundial se estan

tomando medidas preventivas como vacunarse cada afio y buenos habitos de
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salud, y las medidas terapéuticas como produccioén de vacunas recombinantes

y produccion de antivirales, contra este subtipo viral.

El glicopolipéptido HA2-N es altamente conservado en todas las cepas del virus
de la influenza, por lo que las vacunas dirigidas contra diversos epitopes de
este péptido, tendrian un amplio espectro de inmunidad contra infecciones
causadas por el virus de la influenza (Gerhard et al., 2006). Prabhu et al.
(2009), caracterizaron y evaluaron la eficacia de los AcMO gue se unen a los
sitios conservados GLFGAIAGF de HA2, como terapia contra la influenza H5N1
en ratones. Observaron que el 50% de los ratones inmunizados con el AcMO
llamado 1C9 fueron protegidos contra el H5N1y el otro 50% de los ratones
lograron recuperarse de la infeccion. Por esto concluyeron que el AcMO 1C9
puede controlar el inicio de la infeccion permitiendo al animal tener una
respuesta inmune efectiva. Kubota et al. (2009), mediante el mapeo de epitopes
con AcMO preparados de personas vacunadas contra el virus de la influenza,

identificaron epitopes muy conservados de la HA del subtipo H3N2.

La tecnologia de produccién anticuerpos monoclonales permite caracterizar los
epitopes de los antigenos del virus de la influenza para el desarrollo de kits de
diagndstico rapido. No existen a la fecha investigaciones dirigidas al desarrollo
de AcMO para el subtipo viral de influenza A (H1N1), que afectan a la poblacion

mexicana y/o sur de California (USA) (Tabla 1).
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El objetivo especifico de este capitulo fue producir anticuerpos monoclonales
para conocer los cambios evolutivos de la proteina HA de los virus de influenza

A (H1N1), para llevar a cabo este objetivo, se siguio la siguiente metodologia.
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VIII.2. Materiales y métodos
VII1.2.1. Obtencion del inoculo del A (H1N1)

Para realizar este trabajo de investigacion el Instituto de Diagnéstico vy
Referencia Epidemiolégicos (INDRE), otorg6 un vial de muestra del subtipo viral
A (HN1) 2009, previamente identificado al laboratorio 3 de la Facultad de
Psicologia y Medicina de la UABC-Tijuana. En Tijuana y Mexicali durante enero
a abril del 2014, a individuos con sintomas clinicos de influenza, se les

realizaron hisopados de ambas fosas nasales, utilizando hisopos.
VIII.2.2. Mantenimiento de la linea celular para la produccion de AcMo

Para la produccion de anticuerpos monoclonales se trabajo la linea celular
P3X63Ag8.653 (Murine Myeloma). Esta linea celular fue enviada por el M.C.
Aaron Rodriguez, del departamento de Biologia Celular de la UNAM, al
laboratorio 11l de la facultad de Psicologia y medicina. Para evitar problemas de
estrés celular al memento de descongelar, las células fueron enviadas en tubos
falcon de 15 ml en medio DMEM (High Glucose w/L Glutamine w/o Sodium
Pyruvate) con 5% de suero fetal bovino (SFB). Estos tubos se envolvieron en
papel aluminio y se protegieron con unicel para mantener la temperatura interna
estable. Antes de enviar las células se probd su viabilidad por 18 hrs en los

tubos falcon, para estar seguros que sobrevivirian al envio por paqueteria.

Al llegar al laboratorio 3 de la UBC-Tijuana las células no se centrifugaron, para

evitar estresarlas, solo se realizé un pase a 3 frascos T25, un frasco con medio
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RPMI (w/ L-Glutamine) y dos frascos con medio DMEM con 10% de SFB. A los
dos dias se logré obtener una confluencia celular del 95%. Para amplificar las
células de los frascos T25 se realizd un pase a los frascos T75 con sus
respectivos medios. Después de tres dias de mantener incubadas a las células
a 37°C con 5% de CO02. Se llevo a cabo la criopreservacion de las células, se
dejaron 5 ml de células en los frascos T25 y 13 ml en los frascos T75 para
seguir amplificando la linea celular y lo demés se pasé a un tubo falcon, para
centrifugar a 600 RPM/8minutos, posteriormente se desechd el medio para solo
obtener el pellet celular. A este pellet celular se le agregd 2 ml de SFB al 100%
y 500 ul del agente protector dimetil-sulfoxido (DMSO) al 20% de SFB, y las
células se transfirieron a crioviales, y que se congelaron por 10 minutos a -20°C
en cajas de unicel cerradas (recipiente aislante), que permitio la baja de
temperatura gradual, para evitar el estrés celular por el cambio drastico de
temperatura. La caja de unicel cerrada se almacend a -70°C por 24 horas,
Pasadas las 24 horas los crioviales se sacaron del recipiente aislante y se
almacenaron a -70°C (Fig. 2). Es recomendable, que las células se almacenen

en nitrogeno (N21).

VIII.2.3. Amplificacion del virus de influenza A (HLN1) en embriones de pollo

El virus de influenza AH1IN1 otorgado por el INDRE, se propag6é en embriones
de pollo. Se llevd a cabo la revision de los embriones, que estuvieran en
perfectas condiciones (huevos fértiles, venas bien formadas). Se marco la

camara de aire, y se punciono esta camara, abriendo un pequefio orificio. En
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este orificio se introdujo la aguja para inocular la muestra viral en la cavidad
amnidtica y otros 100 ul en la cavidad alantoidea. Los orificios se sellaron con
pintura de ufias y se incubaron los huevos embrionados a una temperatura
entre 33 a 37°C por 48 horas en atmésfera hiUmeda, para la multiplicacion de

subtipos virales A (Savon-Valdés et al., 2003) (Fig. 3).

VIIl.2.4. Cosecha del virus de influenza

Después de las 48 horas los huevos embrionados se colocaron a 4°C por 4 6 5
horas. Se abri6 la camara de aire con tijeras estériles, se rompio la membrana
alantoidea con pinzas estériles y con una pipeta de 5 a 10 ml se colecto6 el
liguido alantoideo y amnidtico, este liquido se coloc6 en tubos eppendorf,
previamente rotulados. Estos tubos se guardaron a 4°C para realizar la prueba
de hemaglutinacién para saber si la infeccién fue positiva o negativa (Savon-

Valdés et al., 2003) (Fig. 3).

VIII.2.5. Prueba de la hemaglutinacion
En una placa de fondo V, se colocaron 100 pl de cada una de las muestras
(AH1N1pdm, H3N2 y AH1N1estacional), en los primeros pozos de la placa. Se
colocaron 50 pl de PBS (0.01M) (25X) (Na2HPO4 y NaH2P0O4.H20, NaCl pH
7.2) en las columnas 2 hasta 12. Se realizaron diluciones seriadas y se
agregaron 50 pl de eritrocitos de pavo al 0.5% (Solucion Alsever, eritrocitos de
pavo 1:100 en PBS). La placa tapada se incubo por 30 minutos a temperatura
ambiente y se leyeron las placas a un angulo de 45°C de inclinacion (Manual

IPK, 2003) (Fig. 1).
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Mediante la extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR, se llevé a cabo la
caracterizacion de la muestras de pacientes infectados con el virus de Influenza

en Tijuana y Mexicali durante enero a abril del 2014.

VIII.2.6. Extraccion de RNA, sintesis de cDNA 'y PCR

La extraccion de RNA, se llevé a cabo del medio de transporte (Solucién Hanks)
del exudado faringeo de cada paciente, con el método del TRIZOL (Tri,Sigma-
Aldrich), La cuantificacion del RNA se realizd6 con el Nanodrop (3300
Fluorospectrometer). El RT-PCR se realiz6 mezclando de 9 pl de RNA (5 pg), 1
pl oligos dT (5 uM), 1 ul ANTP (10 uM), La muestra se incubd a 852C y se
colocé en hielo. A esta mezcla se le adicion6 2 ul de RT buffer (10X), MgClz (25
mM), DTT (0.1 M), 1 ul RNaseOUT (40 U/ ul), 1 ul enzima SuperScript Il (200
U/ul). Las temperaturas de gradiente fueron 50 minutos a 50°C, 10 minutos a
25°C y finalmente 50 minutos a 50°C.El PCR se llevo a cabo de la siguiente
manera 1 pl de dNTP’s (200 pl/cada uno), oligonucleétidos 2 pl pdm H1-F (5
GTGCTATAAACACCAGCCTCCCATT3) y 2 pl pdm H1-R
(5’ AGACGGGAYATTCCTCAATCCTGS3’) (5 uM), 2 pl cDNA, 5 pl Buffer 10X, 1

pl Tag DNA Polimerasa (1U/ pl).
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VII1.3. Resultados

1.- Se obtuvieron muestras de influenza A (H1N1) de individuos con sintomas
clinicos de esta enfermedad. Estas muestras se congelaron a -70°C, para

posteriormente caracterizarlas.

2.- Uno de los pacientes salio positivo al subtipo viral A (H1IN1)pdm (Fig. 1).

3.- La cosecha del virus de influenza A (H1IN1) en embriones de pollo fue
positiva, el titulo fue bajo 1:8 (Fig. 1), estas muestras se congelaron a -70°C.
Para obtener un titulo mas alto, se debe volver a repetir todo el procedimiento

hasta conseguir el titulo deseado 1:512.

4.- Se logré la amplificacion de la linea celular P3X63Ag8.653 (Murine

Myeloma), se obtuvieron treinta crioviales, que estan almacenados a -70°C.
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VIIl.4. Dificultades para lograr este objetivo especifico

VIIl.4.1 Burocracia de las instituciones

Los acuerdos, clausulas y tramites para realizar un convenio de colaboracién
entre el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE) y la
Facultad de Medicina y Psicologia (FMP) de la Universidad Autonoma de Baja
California (UABC), campus Tijuana, fueron una odisea. Los tramites fueron muy
complicados, tardaron aproximadamente ocho meses en concretarse. El
convenio no se llevé a cabo del todo. Estos tramites se realizaron para poder
obtener muestras de cada uno de los diferentes subtipos de las variantes de
influenza que circulaban en México durante el 2013, A (H1N1pdm, H3N2,
H7N3, H1N1 estacional, influenza B Yamagata y Victoria) ya caracterizadas, un
vial de células del epitelio del rifion canino Madin-Darby (MDCK), para propagar
y mantener viables a los virus, Transferencia de metodologia de biologia
molecular, microneutralizacion y cultivo celular a estudiantes de maestria y
doctorado de la UABC vy el analisis filogenético de las secuencias obtenidas.
Los estudiantes de posgrado de la UABC, nos trasladamos a la Ciudad de
México para recibir la capacitacién en biologia molecular, microneutralizacion,

cultivo celular y bioseguridad.

VIII.4.2. Amplificacion del virus de influenza A (HLN1) en embriones de pollo

Tuvimos problemas para conseguir mas embriones de pollos fértiles y
certificados como libres de patégenos. El tiempo de espera para obtener estos

embriones, fue de uno a dos meses.
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Por falta de tiempo en mi doctorado ya no continle en este proyecto, pero todo
el trabajo realizado servird para futuras generaciones de estudiantes de

posgrado, que quieran trabajar en la realizacién de anticuerpos monoclonales.

Hemaglutinacién RT-PCR

Figura 1. Diagndstico del virus de influenza por la prueba de hemaglutinacion y

RT-PCR.
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Amplificaciéon por pases de las células de mieloma multiple Ag8

T75 T25 46

Figura 2. Amplificacion y criopreservacion de la linea celular P3X63Ag8.653

(Murine myeloma).
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Inoculacién de embriones de pollo con el virus de influenza

Figura 3. Inoculacién y cosecha del virus de influenza A (H1N1) en embriones de

pollo.
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Tabla I.- Vacunas recomendadas para los subtipos de influenza A (H1IN1)pdm,
A (H3N2) y subtipo B durante el 2014 — 2016 (WHO ,2014-2016).

Vacunas Hemisferio Hemisferio

Subtipo viral ARo
recomendadas norte sur
A (H1IN1)pdm A/California/7/2009 X X 2014-2016
A (H3N2) AlTexas/50/2012 X X 2014-2015
A (H3N2) A/Switzerland/9715 X X 2015-2016
293/2013
Subtipo B B/Massachusetts/2/ X X 2014-15

2012
Subtipo B B/Phuket/3073/2013 X X 2015-2016
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VIIL.6. Puntos clave del capitulo V

1.- Se lograron congelar a -70°C, aproximadamente 30 viales de la linea celular
Sp2/0-Agl4 (hibridoma).
2.- El subtipo viral de influenza AH1N1, se propagd en huevos embrionados de

pollo y mediante el método de hemaglutinacién, se obtuvo el titulo 1:8.

3.- En muestras colectadas en Tijuana y Mexicali durante enero a abril del 2014

se detectd el subtipo viral A (HIN1)pdm

4.- La burocracia de las instituciones gubernamentales, limita la investigacion

sobre la influenza en México.
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Anexo |. Secuencias de nucleotidos del virus de la influenza A (H1IN1) del gen

completo de HA del GenBank.

Cdédigo Nombre del Huésped Origen de

GenBank gen P la variante Referencia
Influenza A virus .

CY020293.1 (HIN1) Humano Brazil, 1978 Ghedin.E. et al. 2007
Influenza A virus Estados Unidos,

AY289927.1 (HIN1) Humano 1991 Lee,M.S. et al. 2003
Influenza A virus .

AY289928.1 (HIN1) Humano China, 1995 Lee,M.S. et al. 2003
Influenza A virus e

CY125068.1 (HIN1) Humano Sudafrica, 1997 Wentworth.D.E. et al. 2012
Influenza A virus

CY125663.1 (HIN1) Humano Inglaterra, 2000 Wentworth.D.E. et al. 2012
Influenza A virus

DQ397950.1 (HIN1) Humano Japon, 2001 Uda,T. etal. 2006
Influenza A virus .

EU516329.1 (HIN1) Humano China, 2002 Ngai K.L.K. et al. 2008
Influenza A virus Estados Unidos,

EU199348.1 (HIN1) Humano 2006 Garten,R. 2008
Influenza A virus Estados Unidos,

EU100708.1 (H1N1) Humano 2007 Garten,R. 2008
Influenza A virus

FJ445073.1 (HIN1) Humano Inglaterra, 2006 Galiano,M. 2008
Influenza A virus

FJ445044.1 (H1N1) Humano Inglaterra, 2007 Galiano,M. 2009
Influenza A virus Estados Unidos,

EU199354.1 (HIN1) Humano 2007 Garten,R. 2008
Influenza A virus Estados Unidos,

EU199286.1 (H1N1) Humano 2007 Garten,R. 2009
Influenza A virus

FJ743471.1 (HIN1) Humano Camboya, 2007 Hurt,A.C. et al 2007
Influenza A virus Estados Unidos,

FJ532076.1 (HIN1) Humano 2008 Garten,R. 2008
Influenza A virus

AB501383.1 (H1N1) Humano Tailandia, 2008 Bai,G.R. et al. 2009
Influenza A virus

HQ291893.1 (HIN1) Humano China, 2008 Yang,J.R et al. 2011

Influenza A

FJ743464.1 virus(HIN1) Humano Africa, 2008 Hurt,A.C. et al. 2009
Influenza A virus

FJ445028.1 (HIN1) Humano Inglaterra, 2008 Galiano,M.2008
Influenza A virus Contreras-Trevino,H.l. et al.

CY073960.1 (HIN1) Humano México, 2008 2011
Influenza A virus Contreras-Trevino,H.l. et al.

CY073953.1 (HIN1) Humano México, 2008 2011

CY073935.1 Influenza A virus Humano México, 2008 Contreras-Trevino,H.l. et al.



CY147811.1
CY147955.1
CY147691.1
CY147603.1
CY147587.1
CY147542.1
GQ379822.1
GQ303340.1
GQ339881.1
GQ162202.1
GQ162200.1
GQ162195.1
GQ162194.1
GQ162183.1
GQ162172.1
KC261318.1
CY100488.1
CY100472.1
CY147923.1
CY147907.1
CY147899.1
CY147883.1
CY147875.1

CY147867.1

(H1IN1)

Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2008
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009

México, 2009
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2011

Wentworth,D.E. et al. 2013

Wentworth,D.E. et al. 2013

Wentworth,D.E. et al. 2013

Wentworth,D.E. et al. 2013

Wentworth,D.E. et al. 2013

Wentworth,D.E. et al. 2013
Alpuche-Aranda,C.M. et al.

2009

Alpuche-Aranda,C.M. et al.

2009+G64

Garten,R. 2009

Garten,R.J. et al.
Garten,R.J. et al.
Garten,R.J. et al.
Garten,R.J. et al.
Garten,R.J. et al.

Garten,R.J. et al.

2009

2009

2009

2009

2009

2009

Vazquez-Perez,J.A. et al 2013

Isa,P. Etal. 2012

Isa,P. Etal. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013



CY147859.1
CY147851.1
CY106568.1
CY147947.1
CY147939.1
CY147843.1
CY147803.1
CY147787.1
CY147779.1
CY147739.1
CY147731.1
CY147699.1
CY147675.1
GQ402189.1
CY097876.1
CY083487.1
CY083447.1
CY054296.1
CY064708.1
CY062635.1
CY050887.1
CY050871.1
CY050254.1
CY050246.1

CY050198.1

Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
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Influenza A virus
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Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009
México, 2009

México, 2009
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Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2012

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Wentworth,D.E.et al. 2013

Bastien,N. et al. 2009

Houng,H.-S.H. et al. 2011

Houng,H.-S.H. et al. 2011

Houng,H.-S.H. et al. 2011

Zepeda-Lopez,H.M. et al 2010

Spiro,D.
Spiro,D.
Spiro,D.
Spiro,D.
Spiro,D.
Spiro,D.

Spiro,D.

et al.

etal.

et al.

et al.

et al.

et al.

etal.

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012



GQA457517.1
AB558308.1
CY083805.1
GQ166661.1
CY120763.1
HM569659.1
CY120024.1
KC261320.1
CY073126.1
KC261321.1
CY100514.1
CY100530.1
CY083535.1
CY097964.1
KC882117.1
KF918703.1
KF860846.1
JX625630.1
HQ595297.1
AB551883.1
CY116642.1
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Influenza A virus
(HIN1)
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Humano

Humano
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Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Estados Unidos,
2009

Japon, 2009
Espafia, 2009
Inglaterra, 2009

Brasil, 2009
Argentina, 2009
México, 2010
México, 2010
México, 2010
México, 2010
México, 2010
México, 2010
México, 2010
México, 2010
Estados Unidos,

2010

China, 2010
Espafia, 2010
Inglaterra, 2010

Brasil, 2010

Japén, 2010
México, 2011
México, 2011
México, 2011
México, 2011

México, 2011
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Furuse,Y. et al. 2010
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Baillie,G.J. et al. 2011
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Vazquez-Perez,J.A. et al. 2013
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Vazquez-Perez,J.A. et al. 2012
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Influenza A virus
(HIN1)
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Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(H1N1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN2)
Influenza A virus
(H1N1)

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Cerdo

Cerdo

Estados unidos,
2011

Japon, 2011
China, 2011
Espafia, 2011
Brasil, 2011
México, 2012
México, 2012
México, 2012
México, 2012
México, 2012
México, 2012
México, 2012
México, 2012
Estados Unidos,
2012
China, 2012
Brasil, 2012
Estados Unidos,
2013
Japén, 2013
Estados Unidos,
2013
China,2013
Brasil, 2013
Esrados Unidos,
2014
Estados Unidos,
2009
Corea, 2006

Estados Unidos,
1991

134

Klimov,A. et al. 2013
Tsuneki,A. et al. 2013
Yu,X.2011
Wentworth,D.E. et al. 2012
Wentworth,D.E. et al. 2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
Ramirez-Gonzalez,J.E. et al.
2012
de la Rosa-Zamboni,D. et al.
2012
de la Rosa-Zamboni,D. et al.
2012
Klimov,A. et al. 2013
Liang,L. et al. 2013
Borborema,S.E.T. et al. 2012
Barnes,J. et al. 2013
Connors,B.C. et al. 2013
Barnes,J. et al. 2013
Wan,Y. 2014
Paiva,T.M. et al. 2013
Connors,B.C. et al. 2014
Garten,R.J. et al. 2009
Pascua,P.N. et al. 2008

Spiro,D.et al. 2007



EU798779.1
CY038023.1
FJ415610.1
EU100724.1
EU026102.2
HQB840327.1
CY122357.2
CY160244.1
KJ801511.1

FN386464.1

Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)
Influenza A virus
(HIN1)

Cerdo

Cerdo

Cerdo

Humano

Pato

Cerdo

Cerdo

Cerdo

Cerdo

Anas crecca

Corea, 2005
Dinamarca, 1993

China,2007
Islas Salomédn,
2006
Estados Unidos,
1994
Estados Unidos,
2009

México, 2010
México, 2011
Estados Unidos,

2014

Espana, 2007

135

Choi,Y.-K. et al. 2008
Dunham,E.J. et al. 2009
Zhang,P.C. et al. 2008
Garten,R. et al. 2007
Kim,L.M. et al. 2007
Garten,R. et al. 2011
Sanchez-Betancourt,J.-I. et al.
2013
Wentworth,D.E. et al. 2013

Culhane,M. 2014

Busquets,N. et al. 2009




