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RESUMEN

INTRODUCCION: en Abril de 2009 se identifico una variante del virus influenza A/HIN1 de origen porcino, lo cual determind que
fuese declarada rapidamente la primera pandemia del siglo xx1. OBJETIVO: establecer una estrategia de secuenciacion nucleotidica
que permitiera diagnosticar diferencialmente los virus influenza A estacionales del nuevo virus pandémico, asi como obtener la
mayor cantidad de informacion posible desde el punto de vista molecular de los genes hemaglutinina y neuraminidasa, tanto de
pacientes que sufrieron una enfermedad tipo influenza como los que padecieron de una infeccion respiratoria aguda grave y los
que fallecieron. METoDOS: se diseflaron e implementaron tres estrategias de secuenciacion que brindaron informacion importante
acerca del nuevo virus en Cuba. REsuLTADOS: a través de la tercera estrategia se obtuvieron los resultados mas completos:
diagnostico diferencial, vigilancia de las mutaciones D222G/E en la hemaglutinina y las variantes virales H275Y resistentes al
Tamiflu. A pesar de no haber detectado las mutaciones mencionadas, no se puede descartar su presencia en poblacion cubana,
debido a que estas estrategias no fueron disefiadas con ese fin. Se impone disefar un estudio para cumplir con ese objetivo.
CoNcLusioNEs: las estrategias de secuenciacion aplicadas en nuestro algoritmo permitieron realizar el diagnéstico diferencial de los
virus influenza estacional del pandémico y su caracterizacion molecular.
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INTRODUCCION

En abril de 2009 fue identificada una variante
del virus influenza A/HIN1 de origen porcino co-
nocida como la “influenza mexicana”, la que fue
declarada rapidamente como la primera pandemia
del siglo xx1. Muchos paises del mundo tenian sus
reservas de drogas antivirales para el tratamiento
de los pacientes infectados y para minimizar la di-
seminacion del virus durante la primera fase de la
pandemia, periodo en el cual no hay disponibilidad
de vacunas efectivas contra la cepa pandémica.!
La deteccion rapida de variantes de la influenza
A/HINT1 pandémica (A/HIN1pdm) y la identifi-
cacion de variantes resistentes a los antivirales es
de gran importancia para la vigilancia pandémica
y en el control de casos.

Las variaciones genéticas, predominantemen-
te en la forma de mutaciones puntuales, son una
propiedad inherente de los virus influenza y otros
virus cuyo genoma se compone de acido ribo-
nucleico (ARN). La mayoria de las sustituciones
de aminoacidos no estan ligadas a alteraciones en
las propiedades del virus y las variantes virales que
contienen tales sustituciones son descritas como
variantes neutrales. Su significacion (si es que la
tienen), permanece desconocida. Sin embargo,
en algunas ocasiones pueden emerger variantes
con algunas de sus propiedades alteradas, como
pueden ser el rango de hospedero, tropismo, po-
tencial de replicacion, antigenicidad, entre otras.?

A través de la Red de Vigilancia Global de
Influenza (RVGI)?® rectorada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), varios paises han
logrado la secuenciacion nucleotidica de los virus
A/HIN1pdm. Gran parte de este trabajo se centra
en los resultados de la caracterizacion molecular
de regiones del genoma de los virus influenza que
determinan alteraciones en las propiedades antigé-
nicas y perfiles de susceptibilidad a las drogas. Los
cambios antigénicos pueden alterar la efectividad
de las vacunas actuales que obligan a realizar
selecciones y recomendaciones de nuevos virus
para la composicion de esta. Por otro lado, hay
cambios que pueden provocar la aparicion de va-
riantes resistentes a las drogas anti-influenza dis-
ponibles, que restringen las opciones de tratamiento
especifico y su uso como medida de control y pre-
vencion. La mayoria de los virus A/HIN1 pdm son

resistentes a los antivirales conocidos como
adamantanos, sin embargo, solo existen reportes
de algunos casos individuales y pequefios grupos
de virus pandémicos resistentes al oseltamivir
(inhibidor de la neuraminidasa= INA). Todos los
virus oseltamivir-resistentes son susceptibles a otra
alternativa de INA, el zanamivir. Hasta la fecha
no han emergido virus que hayan experimentado
cambios antigénicos de interés en comparacion con
la cepa de referencia A/California/7/2009 y sus
similares.*

Los virus influenza inician el proceso de infec-
cion a través de la union de la hemaglutinina (HA)
a las moléculas de aztcar del acido sialico (recep-
tores) ubicadas en la superficie de las células hos-
pederas. La infeccion por el virus influenza es
generalmente restringida al tracto respiratorio su-
perior (TRS), localizacion donde predominan los
receptores de acido sialico de union 02-6.> Exis-
ten varios reportes de cambios a nivel molecular
que afectan la union a los receptores de la superfi-
cie celular a la cual van a infectar. La variante
D222G ha sido descrita en la HA de un nimero
limitado de virus A/HIN1 pdm, y se ha sugerido la
posibilidad de que afecte la union de la HA a su
receptor, pudiendo ser la responsable de un cam-
bio en la preferencia de union al receptor de acido
sialico de 02-6 a una preferencia dual 02-3/02-6.°
Las células del tracto respiratorio que expresan
receptores de union ¢2-3 son mas abundantes en
el tracto respiratorio inferior (TRI) de las vias res-
piratorias del humano.” Esta observacion ha lleva-
do a la hipotesis de que los virus con especificidad
de receptor dual pueden replicarse y producir titu-
los virales elevados en los pulmones, que dan como
resultado un curso mas severo de la enfermedad.
Sin embargo, no han sido publicados datos experi-
mentales con cepas del virus nuevo y recientes
estudios con el virus pandémico A/HIN1 de 1918
no apoyan esta hipotesis.®

Todas las razones expuestas antes apoyan la
importancia de la vigilancia de la evolucién
molecular de estos virus. Teniendo en cuenta que
las secuencias nucleotidicas generan cantidades
enormes de informacion sobre la variacion de los
virus influenza y que constantemente son descri-
tas mutaciones nuevas, se considera esta como
una via importante de vigilar las huellas moleculares
de estos virus y su posible impacto en la salud
humana.



En Cuba se diagnosticaron los primeros casos
en el Centro Nacional de Influenza (CNI), ubicado
en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK), desde el mismo inicio de la pandemia. Sin
embargo, ademas de disefar y aplicar una estra-
tegia diagnostica especifica para el nuevo virus,
fue necesaria la implementacion de una estrategia
que permitiera la caracterizacion y vigilancia
molecular del virus nuevo A/HIN1 pdm.

METODOS

MUESTRAS

Las muestras que formaron parte de este
estudio resultaron ser muestras positivas al virus
influenza A, tanto por un protocolo TR-RCP miil-
tiple,” como por el protocolo publicado por el
Centro de Control de Enfermedades de Atlanta
(CDC de Atlanta).'

Con la finalidad de obtener una elevada efi-
ciencia en la amplificacion de los segmentos de los
genes deseados, de las muestras positivas solo fue-
ron seleccionadas aquellas cuyos valores de ciclo
(a partir del cual la intensidad de la fluorescencia
emitida sobrepasa la basal [C_]) eran menores que
30. Ademas, las muestras positivas al virus
pandémico pertenecian a diferentes grupos de pa-
cientes: los que evolucionaron satisfactoriamente
después de presentar una enfermedad tipo influen-
za (ETI), los que evolucionaron padeciendo una
infeccion respiratoria aguda grave (IRAG), y los
que evolucionaron torpidamente hasta su falleci-
miento.

OBTENCION DE LOS PRODUCTOS DE LOS GENES
DE LA HEMAGLUTININA Y LA NEURAMINIDASA

Con la finalidad de obtener fragmentos de ca-
lidad y de gran tamafio para la secuenciacion
nucleotidica, se trazaron varias estrategias de
secuenciacion que se fueron perfeccionando en el
transcurso de la pandemia. Las tres estrategias
consistieron en:

1. Utilizaciéon de un protocolo TR-RCP anidada
del Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda,
Espana!! para secuenciar un segmento del gen
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de la HA de aproximadamente unos 1 000
nucledtidos de los virus influenza A/HINI1 e
influenza A/H3N2.

2. Introducciéon del protocolo de TR-RCP
empleado por el Centro de Referencia de la
OMS en Londres para secuenciar los genes
completos de la HA y la neuraminidasa (NA).!?

3. Combinacion de ambos métodos con la finalidad
de obtener productos de mejor calidad para
secuenciar la mayor longitud posible de los genes
de la HA y la NA, realizado por nuestro labo-
ratorio.

ESTRATEGIA 1

Transcripcion reversa-reaccion en cadena
de la polimerasa (TR-RCP)

La TR-RCP se realiz6 utilizando el estuche
comercial OneStep RT-PCR siguiendo las instruc-
ciones del productor (catalogo 210212, QIAGEN,
Alemania). Brevemente, se afiadieron 5 pL del
ARN extraido de las muestras de exudado
nasofaringeo a la mezcla de reaccion (de volumen
final 45 pL) que contenian 30 pL de agua libre de
ARNasa, 10 pL de solucion tampon contenida en
el estuche comercial, 2 pL dNTPs (10 mM cada
uno), 0,5 uL de cada cebador descritos antes por
Tenorio y otros' a 10 uM cada uno y 2 pL del
reactivo EMix contenido en el estuche comercial.
Los cebadores utilizados en este paso permiten
amplificar la HA de los virus influenza HIN1
estacional y pandémico, asi como la HA de los
virus estacionales H3N2.

Reaccion en cadena de la polimerasa anidada
(RCP anidada)

La RCP anidada se realizo utilizando la enzima
Amplitag DNA polimerasa (catalogo F00759,
Applied Biosystem, USA). En esta reaccion se
utilizan 2 pL del producto obtenido en la reaccion
de TR-RCP en las dos mezclas que se preparan
por separado. Estas dos mezclas permiten la am-
plificacion por separado de un segmento de la HA
de los virus HIN1 estacional y pandémico por un
lado y del virus H3N2 por otro. Los detalles de las
mezclas se muestran en la tabla 1, los cebadores
utilizados fueron anteriormente descritos.!!
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TABLA. Componentes de las mezclas para las reacciones de
reaccion en cadena de la polimerasa anidada para el subtipado
de los virus influenza

Componentes

de la mezcla de reaccion HINT (nL) H3N2 (pL)

H,0 34,5 29,5
5XB 10 10
Mezcla de dNTP

(Promega-10 mM) 2 2

Cebador sentido positivo (para la

reaccion de H1: HI+SSEQ; para la

reaccion de H3: H3+SSEQ [10 uM]) 0,5 3
Cebador sentido negativo (para la

reaccion de H1: HI-ASEQ; para la

reaccion de H3: H3-ASEQ [10 puM]) 0,5 3
AmpliTaq DNA polimerasa (250 U) 0,5 0,5
Cantidad total de mezcla 48 48

Las longitudes de los segmentos obtenidos de
estas reacciones son de 980 pb para el virus in-
fluenza A/HIN1y 1 100 pb para el virus influenza
A/H3N2.

ESTRATEGIA2

Transcripcion reversa-reaccion en cadena
de la polimerasa (TR-RCP).

La TR-RCP se realiz6 segun las indicaciones
del Centro de Referencia de la OMS de Londres
y las normas para el diagnostico de laboratorio
publicadas por la OMS. Los cebadores utilizados
en este protocolo permiten amplificar la HA y NA
de los virus influenza A/HINI1 estacional y
pandémico, asi como de los virus estacionales del
subtipo A/H3N2."? Las combinaciones de los
cebadores permiten obtener productos que se su-
perponen, lo cual garantiza obtener mayor infor-
macion y secuencias de mayor confiabilidad.

ESTRATEGIA3

Para esta estrategia se utilizd el producto
obtenido en la reaccion de TR-RCP de la estrate-
gia 1. Las mezclas de la RCP anidada fueron
realizadas con combinaciones diferentes de los
cebadores de la estrategia 2, que contenian
31,5 pL de agua libre de ARNasas, 10 pL de solu-
cion tampon, 2 pl de ANTPs (10 mM cada uno),
2 uL de cada cebadora 10 uM cadauno y 2 puL. de

la enzima Amplitag DNA polimerasa (catalogo
F00759, Applied Biosystem, USA).

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA OBTENIDOS

Los productos se purificaron utilizando el
estuche comercial QIAquick PCR Purification
(catalogo 28106, QIAGEN, Alemania) siguiendo
las especificaciones del productor. El proceso se
realizd de forma automatizada con la utilizacion
del QIAcube (QIAGEN, Alemania), mediante las
instrucciones del productor.

REACCIONES DE SECUENCIA Y PURIFICACION

Las reacciones de secuencia y la purificacion
se realizaron utilizando el estuche comercial Dye
Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick
Start (catalogo PN 608120, Beckman Coulter,
USA), siguiendo las indicaciones del productor.

La secuenciacion nucleotidica de los produc-
tos purificados se realizo en el secuenciador auto-
matico CEQ 8800 Genetic Analyzer System
(Beckman Coulter, USA) mediante el método de
terminacion de cadena por dideoxinucledtidos.

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS

Las secuencias de los virus pandémicos y
estacionales obtenidas directamente de las mues-
tras clinicas de los pacientes cubanos infectados
por estos virus, se publicaron en la base de datos
del banco de genes (GENBANK) de libre acceso
en internet, bajo los nimeros de acceso: HQ159391
al HQ159418; HM176606 al HM176614 y
HQ190930 al HQ190946.

Las secuencias se editaron utilizando los pro-
gramas EditSeq y SeqMan del paquete DNASTAR
(Lasergene, Inc., Madison, WI) y los alineamientos
multiples y las secuencias consenso se obtuvieron
de los analisis con el editor de alineamientos de
secuencias BioEdit v.7.0.1." La traduccion a
aminoacidos para la busqueda de mutaciones se
realiz6 en el programa MEGA v.4.0." Los arboles
filogenéticos se construyeron por dos programas
diferentes, el MEGA v.4.0 y BEAST." Los arbo-
les filogenéticos construidos por el programa
BEAST se visualizaron y editaron en el programa
FigTree v.1.3.1.



RESULTADOS

La OMS ha estimado cada afio que la influenza
contabiliza entre un cuarto y medio millon de muer-
tes en todo el mundo. Actualmente, la vacunacion
es el tnico medio practico de reducir o contrarrestar
la carga de morbilidad y mortalidad en la comuni-
dad.'® Sin embargo, la produccion de una vacuna
anti-influenza 6ptima requiere de un monitoreo
global continuo de los virus influenza, para detec-
tar la emergencia de virus que son diferentes de
los que circularon antes. La habilidad de los virus
influenza para evadir la inmunidad adquirida en
respuesta a la infeccion o vacunacion por las deri-
vas antigénicas progresivas, exige una actualiza-
cion regular de la composicion de las vacunas
anuales, que reflejen a los virus contemporaneos.'’

La necesidad de la vigilancia global de los vi-
rus influenza fue reconocida en 1947 y propici6 la
organizacion de la Red de Vigilancia Global de In-
fluenza (RVGI) de la OMS, de la que son parte
importante los Centros Nacionales de Influenza
(CNI). En conjunto, los laboratorios miembros de
la RVGI procesan alrededor de 500 000 muestras
respiratorias por aflo, para monitorear la actividad
del virus influenza en todo el mundo. Alrededor de
8 000 virus de los aislados por los CNI son envia-
dos a los Centros Colaboradores de la OMS

a5
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(CCOMS) para una caracterizacion antigénica
y genética mas extensiva.'® En Cuba, el CNI ubi-
cado en el IPK, es el encargado de la caracteriza-
cion antigénica y genética de los virus influenza.

Recientemente la humanidad se vio afectada
por la primera pandemia del siglo xxi, detectada
primero en México." Cuba no fue la excepcion,
razon por la cual el CNI de Cuba se dio a la tarea
de trazar estrategias que permitieron la caracteri-
zacion molecular de los virus influenza que circu-
laron en este periodo.

La estrategia 1 posibilito obtener las prime-
ras secuencias de un segmento del gen de la HA
de los virus influenza A, incluido el virus pandémico.
Aunque los segmentos obtenidos mediante esta
estrategia eran de un tamano alrededor de los
1 000 pb, después de la edicion de las secuencias
se obtenia un segmento util de aproximadamente
600 pb. Estos resultados fueron valiosos en cuanto
a la diferenciacion del virus A/HIN1 estacional
del pandémico, sobre todo en los primeros meses
de la pandemia, cuando no contdbamos con el diag-
noéstico por RCP en tiempo real, confirmando su
valor como confirmatorio (Fig. 1).

La estrategia 2 permitio obtener las secuen-
cias de la HA y por primera vez de la NA de los
virus influenza A en Cuba, incluido el virus

Influenza A/HIN1/pdm

Fig. 1. Arbol filogenético de la H1 de los virus
influenza pandémico nuevo y estacionales. El
arbol fue construido utilizando el método de
Neighbor Joining (NJ), con 1 000 réplicas
de bootstrap. Solo se muestran los valores supe-
riores a 80 correspondientes a los nodos.

0.1

Influenza A/H3N2/estacional
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 AHABNAGES S HINT A ]
A ARABANAATIE2009 NA HINY
0 AFASANAUETTIZ000 NA Ik
|- 8 AHABANAGEDZ009 NA 11400
1 AHABANAMES 009 N4 HINY
|- @ AHAGANASE132008 WA HINY
0 ARABANASTEI2009 NA HINY
0 AHABANASE 009 HINY 1A
1 AHABANAMSZEZNS NA HINT
W AHABNAGEITOOS N 1-1414
1 AHABNASO0IS N 1114
L 0 ARABANAGEISZ009 WA 11405
& ADemark S282008 HINY HETSY
& Aty Rang TSR HITSY
O AHABANANT2S 2008 NA HAl
0 AHASANATS008 HINT A
1 AHABANAIEAD00S HINT NA
L ARABANATITIZONNN 11414
W AFABANASIT009 HINT N
|-. AHABANASES3 200 HIN1 NA
& ADsakaTRY0S TR

# AWashingon 283008 HINT HITSY

¢ ATenasT/2008 HINT HETSY

A ATeas 1 TI00% HiK1 A EST

{‘0 AFionda L2009 HIN1 NA ESTAC HITSY
+

AWashingfonB32009 HINT NA ESTAC HZTS

NA de influenza A/HIN 1/estacional

NA de influenza A/HIN1/pdm

Fig. 2. Arbol filogenético de la N1 de los virus
influenza pandémico nuevo y estacionales. El
arbol fue construido utilizando el método de
Neighbor Joining (NJ), con 1 000 réplicas de
bootstrap. Solo se muestran los valores superiores
a 80 correspondientes a los nodos.
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| 16. A'CaliforniaD42009 HINT HA
| 17. AiZhejiang-Yiwu'11/2009 HINT HA D225G
(W] 18. AHangzhow1/2009 HINT HA D225G

(W] 19. AVLADIVOSTORKD1/2009 HINT HA D222G
v 20 AMOsaka/dT/200% HINT HA

V] 21. A/NagasakiHA-62/2009 HIN1 HA

(V] 22 AfFrance/2551/2009 H1IN1 HA

W] 23. ANather HINT HA

(V1 24. ANew York/1668/2009 HINT HA

V)25, A/Serbia/3547/2009 HINT HA

pandémico (Fig. 2). En este caso se pudieron ob-
tener los segmentos casi completos de los mencio-
nados genes, aun después de la edicion de las
secuencias. Esta estrategia, al igual que la 1, per-
mitio la vigilancia de la mutacion D222G/E (Fig. 3).
Sin embargo, para las muestras con valores de C.>30
no fue posible obtener un producto de RCP de cali-

Fig. 3. Caracteristicas aminoacidicas de las
secuencias de HI del nuevo virus pandémico. No
se observa la mutacion D222G/E en las cepas
cubanas (posicion sombreada).

dad, por lo que no se pudo obtener sus secuencias
por esta estrategia. Este problema fue visto sobre
todo con las muestras de tejido de pulmon prove-
niente de pacientes fallecidos. Esta estrategia per-
miti6 ademads, iniciar la vigilancia de la posible
emergencia de cepas mutantes H275Y resistentes
a los INA, especificamente al tamiflu (Fig. 4).



Fig. 4. Caracteristicas aminoacidicas de las
secuencias de N1 del nuevo virus pandémico. No
se observa la mutacion H275Y en las cepas
cubanas (posicion sombreada), cambio que
confiere resistencia a los inhibidores de la
neuraminidasa.

Con las reacciones de la estrategia 3 se lo-
graron obtener productos de gran calidad en cuan-
to a concentracion y pureza para ambos genes
analizados. Los productos obtenidos a partir de las
muestras de tejido de pulmon resultaron dptimos y
esto permitio lograr secuencias de alta calidad a
partir de esas muestras tan valiosas.

DISCUSION

Aunque las estrategias 1 y 2 no fueron las mas
adecuadas, se constaté que cada una tuvo su im-
portancia en un contexto determinado.

A inicios de la pandemia, la OMS public6 un
listado de paises con la capacidad diagnoéstica para
el nuevo virus.” Esta lista se confecciono tenien-
do en cuenta los resultados del Proyecto de Eva-
luacion de la Calidad Externa de la OMS (PECE/
/OMS),?! para lo cual era necesario haber obte-
nido 100 % de resultados positivos en los dos tlti-
mos paneles. Si bien los resultados que permitieron
a Cuba estar en esta lista fueron logrados con los
sistemas de RCP multiple con los que contaba el
CNI, cuando fue incluido el nuevo virus en el pa-
nel, la estrategia 1 permitié confirmar su detec-
cion. Auun asi, esta estrategia no se considerd
como la 6ptima porque el segmento no era lo sufi-
ciente grande como para obtener toda la informa-
cion posible sobre el nuevo virus y, ademas, no se
contaba con las secuencias del gen de la NA para
los analisis de resistencia.
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V| 1. AHABANA/2558/2009 PARTIAL NA HIN1T
v 2. AHABANA/Z565/2009 PARTIAL NA HTNT
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V| 5 AHABANAS391/2009 NA 1-1414

v 6. AHABANAZSS2009 NA 1-114

v 7. AHABANA/SETT/2009 NA 1-1414

v 8. AHABANASET2009 NA 1-1409

v 9. AHABANA/SE20/2009 NA 1-1402

v 10. A/HABANA/IE262009 HINT NA

] 11. AHABANA/ME13/2009 NA HINT

v 12 AMHABANA/ME22/2009 NA HINT

V) 13. AHABANA/METT/2009 NA HINT

| 14, AHABANAMBBIZ005 NA HTNT

V| 15, A/HABANAMT 142009 NA HINT

W] 16. AHABANA/MT252009 NA H1INT

| 17. AHABANA/MTA2009 NA HINT

V| 18. AMHABANA/S4TO/2008 HINT NA

v 19. AMHABANA/S4832009 HINT NA

v 20. A/HABANA/S54672009 HINT NA

v 21. AHABANA/SS53/2009 HINT NA

v 22 A/'Washington282008 H1N1 H275Y

v 23. A/'Denmark/S28/2009 H1N1 H275Y

V| 24, ATexas/47/2009 HINT H275Y

| 25. A/Hong Kong/2369/2009 H275Y

| 26. A/Osaka/180/2009 H275Y

< < <<=

Es en este punto donde cobra importancia la
estrategia 2, que al ser introducida, permite obte-
ner secuencias mas largas de los genes HA y las
primeras secuencias de la NA. Esto permitio in-
troducir la vigilancia de mutantes H275Y entre los
virus pandémicos.?

Por su parte, la estrategia 3 posibilitd obtener
los mismos resultados que la 1 y la 2. Sin embargo,
permiti6 también la obtencion de secuencias a partir
de las muestras de tejido de pulmén y con mejor
calidad, objetivo que no se alcanzo con las estrate-
gias 1 y 2.

Al realizar el analisis de las secuencias de un
segmento del gen de la HA obtenidas en cualquiera
de las tres estrategias, se pudo diferenciar entre
los virus influenza A estacionales y el pandémico,
que se demuestra su utilidad como método con-
firmatorio de los casos sospechosos (Fig. 1). Cuando
se quiere realizar el diagnostico diferencial entre
los virus influenza, se debe tener en cuenta que la
region amplificada por los cebadores pueda esta-
blecer la diferencia entre los subtipos.?

Los segmentos del gen de la HA obtenidos
mediante la estrategia 2 fueron mayores que los
de la 1, lo cual permite obtener mayor informa-
cion sobre este gen en el nuevo virus pandémico.
Por ejemplo, se pudo comprobar que al menos
la mutacion D222G/E,** presente en algunos
casos con diagnostico clinico de IRAG y falleci-
dos, no fue encontrada en las muestras cubanas
analizadas (Fig. 3). Las secuencias para el caso
de las muestras de tejido de pulmon, se obtuvie-
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ron utilizando la estrategia 3, porque al aplicar
una TR-RCP anidada como método, se gano en
sensibilidad y se obtuvieron segmentos con una
mayor calidad y concentracion de acido deso-
xirribonucleico (ADN). Sin embargo, en las
muestras cubanas se hallaron otros cambios im-
portantes, los cuales merecen un analisis mas
profundo.

Cuando se analiza un segmento del gen de la
NA, de igual forma se pudo realizar el diagnodstico
diferencial de los virus estacionales con el
pandémico (Fig. 2), apoyado también por la selec-
cion correcta de los cebadores.”

La obtencion de estos segmentos resulto posi-
ble por las estrategias 2 y 3, sin embargo, solo la
estrategia 3 permitido obtener los segmentos de
calidad mayor en el caso de las muestras de tejido
de pulmon. Al contar con los segmentos de la NA
se inicid en nuestro laboratorio la vigilancia de ce-
pas emergentes resistentes al tamiflu (INA).** Los
analisis de las muestras cubanas no mostraron nin-
gun caso de resistencia al tamiflu, incluidos los
pacientes que padecieron ETI, IRAG y pacientes
fallecidos (Fig. 4). Sin embargo, hay que ser cui-
dadosos a la hora de analizar este resultado por-
que se han encontrado variantes del virus A/HIN1
pdm mutantes H275Y que aparecen de forma na-
tural y no se trasmiten, es decir, aparecen de for-
ma puntual en determinados pacientes. Existen
reportes en la literatura internacional que apoyan
esta observacion, donde expresan que los virus
influenza resistentes a los INA pueden diferenciar-
se en cuanto a la fijacion y transmisibilidad, en
dependencia del nivel de pérdida de la funciona-
lidad de la NA.?* No obstante, se ha podido ver lo
contrario en pacientes que padecen de influenza A/
/HIN1 estacional.?®

Las tres estrategias utilizadas en el CNI de in-
fluenza en Cuba permitieron caracterizar molecu-
larmente al nuevo virus influenza A/HIN1pdm.
Cada una permitio realizar el diagnostico diferen-
cial entre los virus estacionales y pandémicos. La
estrategia considerada como la mas completa fue
la tercera porque ademas de permitir el diagnos-
tico diferencial, posibilito obtener secuencias de HA
mayores que la estrategia 1 y de mayor calidad
que la 1 y la 2 para los genes HA y NA en el caso

de muestras de tejido de pulmoén. Las secuencias
de HA en las cepas cubanas analizadas no pre-
sentaron la mutacion D222G/E, mientras que las
secuencias de NA no mostraban la mutacion
H275Y que es un marcador molecular de resisten-
cia al tamiflu. No obstante, se recomienda realizar
estudios de un numero mayor de muestras para
poder llegar a una conclusion definitiva.
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Cuban strategy for the molecular characterization
of the pandemic influenza A virus (H1N1)

ABSTRACT

INTRODUCTION: in April 2009, there was identified a variant of the
A/HINI influenza virus of swine origin, and shortly after the
first pandemic in XXI century was declared. OBJECTIVES: to establish
a nucleotide sequencing strategy for the differential diagnosis of
the seasonal and pandemic influenza A viruses, and to obtain as
much molecular information as possible about hemagglutinin
and neuraminidase genes in patients with influenza-like illnesses,
in those with severe respiratory infection and in patients who
died. METHODs: three sequencing strategies were designed and
implemented, which also offered important information about
the new virus in Cuba. ResuLts: the third strategy provided the
most comprehensive results such as differential diagnosis, the
surveillance of the D222G/E mutation in hemagglutinin and
Tamiflu-resistant H275Y viral variants. In spite of the fact that
the mentioned mutations were not detected, their presence in
the Cuban population can not be ignored since these strategies
were not designed for this end. It is imperative to design a study
to fulfill this objective. ConcLUSIONS: the sequencing strategies in
our algorithm allowed the differential diagnosis of the seasonal
and the pandemic viruses, and their molecular characterization.

Key words: pandemic influenza, sequencing, molecular
characterization, Cuba.
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