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Resumen y Abstract IX

Resumen

La influenza porcina es una enfermedad altamente contagiosa cuyo agente causal es un
virus del género Influenzavirus A, que a su vez pertenece a la familia Orthomyxoviridae y
gue se caracteriza por presentar una alta variabilidad. Existen dos mecanismos
principales de variacion que permiten la adquisicion de cambios moleculares en los virus
de influenza, el drift o deriva antigénica y el shift antigénico (re-arreglos) que se
manifiestan de forma cooperativa para la generacibn de cepas con nuevas
caracteristicas. Un ejemplo de lo anterior puede verse reflejado en la conformacion vy
caracteristicas del virus de influenza que llevaron a la presentacion de la primera
pandemia del siglo XXI, en el 2009. Tomando como punto de referencia la apariciéon y
diseminacion del virus de influenza A del tipo HIN1 pandémico de 2009 (H1N1pdmOQ9)
en la poblacion de cerdos del mundo y los eventos ocurridos posteriormente, se han
observado cambios moleculares importantes en los linajes del virus de influenza porcina,
relacionados a un incremento en la tasa de re-arreglos con esta cepa. De acuerdo a esto
y considerando los resultados de estudios previos en nuestro grupo de investigacién que
demuestran la introduccion de este virus en el pais, se plantea la necesidad de obtener
nueva informacién acerca de los virus de influenza que circulan actualmente en cerdos
en Colombia. Con este fin se llev6 a cabo un estudio en el que se analizaron 788
muestras de tejido pulmonar recolectadas durante 2015-2017 a partir de cerdos en
plantas de beneficio, los cuales procedian de 11 regiones geograficas de nuestro pais.
Una vez procesadas las muestras fueron analizadas empleando una técnica de gRT-
PCR, la cual inicialmente tuvo como blanco el gen de la matriz de virus de influenza A.
De acuerdo con el resultado obtenido, se realizaron andlisis de sub-tipificacion a las
muestras positivas, empleando protocolos de amplificacion para el gen de la
Nucleoproteina (NP) de virus de influenza porcina, el gen de la HA del virus HIN1pdm09
y los genes HA y NA del subtipo H3N2 porcino. Adicionalmente se seleccionaron
muestras para ser inoculadas en huevos de embrién de pollo libres de patégenos
especificos (SPF) de 9-10 dias y se confirmé el aislamiento de virus de influenza

mediante las pruebas de hemaglutinacién y RT-PCR. Posteriormente, se realizé
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amplificacién completa de los genes HA, NA, M y NS de los aislamientos obtenidos para
llevar a cabo andlisis de secuencias de nucleétidos y de filogenia. Como resultado de
este estudio, fue posible la deteccion del virus de influenza A en 116 del total muestras,
provenientes de cinco regiones geogréficas distintas y el aislamiento y evaluacion de 5
cepas de campo de virus de influenza A provenientes de las regiones de Antioquia y
Cundinamarca, las cuales mostraron relacién filogenética con virus de influenza del tipo
H1N1pdmO09. Los resultados obtenidos confirman la circulacion permanente del virus de
influenza A en las regiones de mayor produccion en Colombia, asi como la presencia del
subtipo HIN1pdmQ9 en la poblacion de cerdos del pais. Tales hallazgos ponen en
perspectiva la necesidad de extender los estudios de vigilancia en otras regiones y en
diversas especies para establecer aspectos ecoldgicos asociados a los flujos de
transmisién y factores de riesgo. La integracion de estos hallazgos vy el registro de nueva
informacién ayudara a detectar cambios moleculares que contribuyan a establecer
estrategias de prevencion y control orientadas a la situacion de la infeccién por virus de
influenza A en cerdos, de manera que permitan anticipar el surgimiento de eventos de

pandemia y/o epidemia.

Palabras clave: influenza A en cerdos, plantas de beneficio, tejido pulmonar, virus

H1N1 pandémico de 2009, gRT-PCR, aislamiento viral, Colombia.
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Abstract

Swine influenza is a highly contagious disease caused by an influenzavirus A, which is a
member of the Orthomyxoviridae family. There are two main variation mechanisms
considered to be the main source for new molecular changes in influenza virus: antigenic
drift and shift (or reassortment) that operate in a cooperative mode for the emergence of
strains that may acquire new characteristics. The appearance and spreading of 2009
pandemic HIN1 (H1IN1pdmO09) influenza virus in pig populations around the world played
an important role causing major molecular changes in swine influenza lineages. On the
other hand, co-circulation of pandemic and endemic strains has predisposed for
increasing reassortment events. Considering these aspects and based on the results of
previous studies in our research team, there is a need to provide new information about
influenza virus in swine population in Colombia. In order to achieve this aim, we carried
out a survey to analyze 788 lung tissue samples collected during 2015-2017 from pigs at
slaughterhouses located in 11 different geographic regions of Colombia. The samples
were processed and analyzed by initial gRT-PCR technique targeting the matrix gene of
influenza A virus. Subsequently, subtyping analysis were performed on positive samples
employing protocols for amplification of swine influenza virus Nucleoprotein (NP) gene,
2009 pandemic H1IN1 influenza virus HA gene, and swine H3N2 HA and NA genes.
Positive samples were inoculated in 9-10-day old specific pathogen free (SPF) embryo
chicken eggs, and influenza isolates were confirmed by hemagglutination test and RT-
PCR analysis. Full length amplification of HA, NA, M and NS genes of viral isolates were
used for sequencing and phylogenetic analysis. Our results showed evidence of the
influenza A virus from 116 samples collected in five geographic regions, 13 of which were
identified as H1 subtype, and 3 as HIN1pdmO09 virus after subtyping tests. Recovery and
evaluation of the 5 influenza A field viral strains from Antioquia and Cundinamarca
showed that these were grouped with HIN1pdmOQ9 viruses. The results from this study
confirmed that swine influenza virus continues circulating in the main pig producing
regions in Colombia, also demonstrating the presence of the HIN1pdmOQ9 subtype. Such
findings highlight the importance of extending surveillance research to additional locations
and to different species in order to examine ecologic aspects associated to the

transmission pathway and risk factors for influenza infection. Integrating these findings



XIl  Deteccion y caracterizaciéon molecular del virus de influenza A en cerdos al sacrificio
en Colombia

and gathering new information will support detection of new molecular changes and

anticipate the emergence of new pandemic and/or endemic events.

Keywords: swine influenza, slaughterhouses, lung tissue, 2009 pandemic H1N1

influenza virus, qRT-PCR, virus isolation, Colombia.
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Introduccioén

La influenza en cerdos es una enfermedad respiratoria cuyos reportes iniciales coinciden
con los de la pandemia de la gripe espafiola de 1918, cuando se relaciond la aparicién de
signos respiratorios en los cerdos con la manifestacion de la enfermedad entre los
humanos, demostrandose la significancia epidemiol6gica de los flujos de transmision
inter-especie (Shope, 1958; Taubenberger, 1997). El curso de la enfermedad en los
cerdos afectados se caracteriza por tener una baja mortalidad de cerca del 1% y una
rapida propagacion entre los animales, lo cual favorece que la morbilidad pueda llegar
hasta el 100%, ocasionando un impacto importante en los sistemas de produccién
asociado a pérdidas econdmicas representadas por una disminucién en la tasa de
crecimiento, pérdida de peso y costos en el tratamiento médico de enfermedades
primarias y secundarias. Las principales vias de transmisién son los aerosoles, fomites
contaminados y el contacto directo con las secreciones de los individuos enfermos. Los
primeros signos que se manifiestan son una fiebre de 40.5°C, letargia, anorexia y se
pueden observar descargas nasales y oculares (Kappor y Dhama, 2014; Neira,
Rabinowitz, Rendahl, Paccha, Gibbs, Torremorell, 2016). Otros signos caracteristicos
que se asocian a esta enfermedad son la dificultad para respirar y la tos, esta ultima
relacionada con una bronquitis y bronquiolitis extensa. La recuperacion de los cerdos es
muy rapida y puede tomar entre 6 y 7 dias después del inicio de la infeccion (Janke,
2013; Taubenberger y Morens, 2008), pero se puede prolongar cuando existe la
presencia de otros agentes que interactian y se asocian con el complejo respiratorio
porcino (CRP) (Hansen et al., 2010; Mancipe, Ramirez, Vera y Jaime, 2014). Aunque
existen multiples factores de riesgo que determinan la dinamica de la infeccién, como las
condiciones de manejo, la densidad de la poblacion, el tamafio y la estructura de la
produccion (Torremorell, Allerson, Corzo, Diaz y Gramer, 2012), la enfermedad se puede
manifestar en animales de todos los grupos etarios dentro de la granja, especialmente en
cerdos en etapa de pre-cebo, en los cuales se ha demostrado una mayor incidencia.
(Kothalawala, Toussaint y Gruys, 2006; Loeffen, Hunneman, Quak, Verheijden vy
Stegeman, 2009).



2 Introducciéon

El agente causal es un virus ARN de cadena sencilla y polaridad negativa que hace parte
de la familia Orthomyxoviridae, dentro del género influenzavirus A (Baltimore, 1971).
Otros tipos de virus de influenza incluyen el B, el C y el D. Sin embargo, los virus de
influenza A son los mas importantes desde el punto de vista clinico y han sido causantes
de varias epidemias en humanos y brotes de influenza en animales domésticos a lo largo
de la historia (Memorandum WHO, 1980; Webster, Bean, Gorman, Chambers y
Kawaoka, 1992). El virus de influenza es envuelto, tiene un didmetro de 80-120 nm y se
caracteriza por poseer un genoma de 8 segmentos que codifican para 11 o 12 proteinas
(Harris et al., 2006; Shaw y Palese, 2013), dentro las cuales se encuentran dos
glicoproteinas de superficie, la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA) (Dangi y
Jain, 2012), que se proyectan a través de la envoltura viral y se encargan de interactuar
con los receptores de la célula huésped (Fanning, Reid y Taubenberger, 2000; Mair,
Ludwig, Herrmann y Sieben, 2014). El gen de la proteina de matriz que codifica para dos
proteinas, M1 (proteina de matriz) y la proteina de poro de iones (M2) (Ito, Gorman,
Kawaoka, Bean y Webster, 1991). De otra parte, los genes que codifican para las
proteinas PB1 (polimerasa basica 1), PB2 (polimerasa basica 2) y PA (polimerasa 4cida),
gue contribuyen junto con la nucleoproteina (NP), en la formacion del complejo
ribonucleoproteina (RNP) que cubre y protege los segmentos de ARN viral (Kukol y
Hughes, 2014). Adicionalmente, estos virus codifican las proteinas no estructurales NS1
(proteina no estructural 1) y NS2/NEP (proteina no estructural 2/proteina de exportacion
nuclear) que cumplen funciones de apoyo durante la replicacion del virus y de
antagonismo en la respuesta inmune del huésped (Xu, Zhong, Madrahimov, Helikar y Lu,
2014). Con respecto a los genes que codifican para el complejo polimerasa,
recientemente se han detectado nuevas proteinas accesorias, PB1-F2, PB1-N40, PA-X,
codificadas solo por algunos virus de influenza (Rodriguez-Frandsen, Alfonso y Nieto,
2015; Solbak et al., 2013; Vasin et al., 2014).

Tomando en cuenta las caracteristicas moleculares y antigénicas de las glicoproteinas de
superficie, los virus de influenza se pueden clasificar en 18 subtipos de HA y 11 subtipos
de NA, siendo reconocidos hasta el momento en huéspedes tanto mamiferos como
aviares (Klenk, 2014; Webster et al., 1992; Wu, Wu, Tefsen, Shiy Gao, 2014). Dentro de
éstos, los subtipos de virus de influenza HIN1, HIN2 y H3N2 pueden ser considerados
como los mas prevalentes y aquellos que frecuentemente son asociados con infecciones
en los cerdos (B. Olsen et al., 2006; Webster, 1998; Wu et al., 2014; Yoon, Webby y
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Webster, 2014). A su vez, debido a las caracteristicas estructurales del epitelio de las
vias aéreas Yy el tracto respiratorio en los cerdos, estos juegan un papel importante en la
dinamica de trasmisién de los virus de influenza, ya que pueden expresar los receptores
de a&cido sidlico en conformacién a-2,3 y a-2,6, los cuales se relacionan
preferencialmente con el reconocimiento de virus de influenza de origen aviar o de
influenza,de origen humano respectivamente, por lo cual tradicionalmente han sido
considerados como “vasos mezcladores” para la generacion de nuevos virus de influenza
(Ma, Kahn y Richt, 2008; Neumann y Kawaoka, 2015; Scholtissek, 1994; Suzuki et al.,
1997; Wang et al., 2015)

Teniendo en cuenta lo anterior y la diversidad genética de los linajes de virus de influenza
A en cerdos, la aparicién de la cepa pandémica de 2009 (HLIN1pdmO09) en los humanos
y la introduccion en la poblacion de cerdos ha representado un cambio significativo,
aportando en la dindmica de la variacion del virus, convirtiéndose en el subtipo de mayor
prevalencia y circulando simultaneamente con otras cepas endémicas alrededor del
mundo (Kong et al., 2015; Vijaykrishna et al., 2010). Esta situacion, sumado al hecho de
gue se han demostrado rearreglos con componentes genéticos de virus de influenza del
tipo HIN1pdmOQ9, tanto en cerdos como en humanos, resalta la importancia de disefar y
llevar a cabo estudios de vigilancia que permitan conocer las caracteristicas moleculares
de los virus que circulan en un area geografica en particular y anticipar la aparicion de
aqguellos virus de influenza A que puedan representar un potencial riesgo pandémico y/o

epidémico.

En cuanto a la situacion de la influenza en cerdos en Colombia, los primeros estudios
establecieron una reactividad serolégica a los subtipos HIN1 y H3N2 durante 1971-1972
(Hanssen, Hincapié y Lépez, 1977) y hasta 2001 (Cucaita, 2005; Mogollon, Rincén,
Preciado y Cepeda, 2003; Moscoso y Neira, 2001), pero solo en 2008-2010 se realiza el
primer aislamiento de cepas de campo del tipo H1IN1 clasico y HIN1pdmOQ9 a partir de
cerdos provenientes de las tres principales regiones geograficas productoras de cerdos
en Colombia (Ramirez-Nieto, 2012). Posterior a esto y de acuerdo con resultados de
estudios realizados por nuestro grupo de investigacion que muestran una predominancia
del virus del tipo HIN1pdmO09 tras su aparicion y considerando la existencia previa y/o
concomitante con virus del subtipo HIN1 cldsico y H3N2 en el pais, se establece la

necesidad de caracterizar los virus de influenza A que contindan circulando en cerdos



4 Introducciéon

después de la aparicion de esta cepa pandémica y conocer los cambios moleculares que
puedan haber surgido como consecuencia de los mecanismos de variacién propios de
los virus de influenza y que puedan haber sido propiciados por la aparicion de esta nueva
cepa del virus en el pais. Los resultados obtenidos brindaran informacién importante en
el contexto nacional, que permitirh conocer la dindmica de estos agentes virales con el fin
de establecer medidas que contribuyan al control y/o prevencion de acuerdo con las
implicaciones epidemiolégicas y en la salud publica derivadas de la presencia del virus

de influenza en poblaciones tanto humanas como de animales.



1.Marco teodrico

1.1 Generalidades del virus de influenza A en cerdos

El virus de la influenza ha sido causante de mdultiples pandemias y epidemias a lo largo
de la historia de la humanidad, manifestdandose como una enfermedad con una alta
morbilidad y una mortalidad variable que puede verse incrementada con la introduccion
de variantes antigénicas y moleculares del virus en una poblacion susceptible (Rivero y
Carbonetti, 2016; Taubenberger, 1997). Los mecanismos de variacion inherentes se
traducen en una gran capacidad de adaptacién, permitiendo la evasién de la respuesta
inmune y el cruce de la barrera entre diferentes especies (Jones, Koger y Webster, 2013;
Richard, de Graaf y Herfst, 2014). Tales caracteristicas reflejan el riesgo potencial para la
salud publica y la sanidad animal, como se evidencio en 1918 durante la pandemia de la
gripe espafiola que ocasion0 alrededor de 50 millones de muertes a nivel mundial
(Taubenberger, 1997) y durante 2009 por la aparicion del virus HIN1pdmO09 que afecto6 a
la poblaciébn humana y tuvo un impacto significativo en la salud de los porcinos
(Vijaykrishna, et al., 2009; Jhung et al., 2011).

En cuanto a la influenza A en cerdos, esta es una enfermedad altamente contagiosa que
presenta una alta morbilidad y un curso agudo, ocasionando fiebre y signos respiratorios
entre los que se incluyen descargas nasales y oculares, dificultad y espasmos al respirar
(Kappor y Dhama, 2014). Esta enfermedad se asocia con una disminucion en la tasa de
crecimiento y una pérdida de peso en los cerdos afectados, representando uno de los
mayores desafios en los sistemas de produccion porcina (Kothalawala et al., 2006;
Loeffen et al., 2009). En algunas condiciones la enfermedad puede ser endémica y a
menudo los animales pueden manifestar una infecciéon subclinica que asociada con otros
agentes virales y bacterianos resulta en una agudizacion de lo signos clinicos (Janke,
2013; Pomorska-Mal, kwit, Markowska-Daniel, Kowalski y Pejsak, 2014; Taubenberger y
Morens, 2008).
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1.1.1 Etiologia

El virus de influenza posee un didmetro que varia entre 80-120 nm (Hongjung y Ning,
2013) y presenta una envoltura lipidica que deriva de las células del huésped. Se
caracteriza por poseer un genoma de tipo ARN con ocho segmentos (representado en la
figura 1-1), de cadena sencilla y orientacién negativa (Baltimore, 1971) con una extension
aproximada de 13.6 Kb (Ma et al., 2009) y permite la codificacién de 11 o 12 proteinas,
de las cuales 9 son de tipo estructural (Harris et al., 2006; Shaw y Palese, 2013). Entre
estas proteinas, se encuentran aquellas del complejo de la ARN polimerasa que son PB1
(polimerasa bésica 1), PB2 (polimerasa basica 2), PA (polimerasa &cida) y recientemente
se han detectado nuevas proteinas accesorias PB1-F2, PB1-N40, PA-X que son
expresadas solo por algunos virus de influenza (Rodriguez-Frandsen et al., 2015; Solbak
et al., 2013; Vasin et al., 2014). Las glicoproteinas de superficie que corresponden a la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) son de tipo estructural, al igual que la
nucleproteina (NP), la proteina de matriz (M1) y la proteina de poro de iones (M2). Asi
mismo, estos virus pueden codificar dos proteinas no estructurales, NS1 (proteina no
estructural 1) y NS2/NEP (proteina no estructural 2/proteina de exportacion
nuclear)(Dangi y Jain, 2012).

Las proteinas PB2, PB1 y PA son codificadas por los segmentos 1, 2 y 3
respectivamente, se encuentran asociadas al complejo de la rinonucleproteina (RNP) y
los segmentos de ARN virales y confiere la actividad de ARN polimerasa dependiente de
ARN al virus (Luytjes, Krystal, Enami, Parvin y Palese, 1989). La NP es codificada a partir
del segmento 5 y ejerce una funcién vital en la regulacibn de balance entre la

transcripcién y la replicacion durante el ciclo viral (Tarus et al., 2012).

La proteina de matriz M1 es la proteina mas abundante del virion, es codificada por el
segmento 7 y se encuentra debajo de la bicapa lipidica que forma la envoltura del virus,
mediando su interaccion con el complejo de la RNP para apoyar el proceso de
ensamblaje, fusion de membrana y liberacién del genoma viral (Fontana y Steven, 2013;
Safo et al., 2014). La proteina M2 también es codificada por el segmento 7, mediante una
estrategia de empalme alternativo durante su codificacibn y es considerada un
componente transmembrana que funciona como un canal de iones dependiente de pH

gue apoya las actividades de entrada del virus, liberacion del genoma, ensamblaje y
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liberacion del virion (Alvarado-Facundo et al., 2015; Elleman y Barclay, 2004; Wang,
Takeuchi, Pinto y Lamb, 1993).

Figura 1-1:  Estructura del virus de influenza A!

Adaptado de: (Horimoto & Kawaoka, 2005)

La proteina NS1 es codificada por el segmento 8 y posee mudltiples funciones que
contribuyen en la replicaciéon y estan asociadas con la virulencia durante el proceso de
infeccion. Entre las funciones se encuentran la regulacién de la sintesis de ARN, el
control del empalme del ARN mensajero, la mejora en el rendimiento de la traduccién
viral y bloqueo de la respuesta inmune del huésped (Anastasina et al., 2016; Hale,
Randall, Ortin y Jackson, 2008; Krug, 2015). La proteina de exportacion nuclear
(NEP/NS2) es un componente menor del viridbn que se encarga de mediar la exportacion
del ARN actuando como intermediario entre el complejo RNP y la maquinaria de
exportacion de la célula (Hutchinson y Fodor, 2013; O’Neill, Talon y Palese, 1998; Pohl,
Lanz y Stertz, 2016).

Las glicoproteinas de superficie viral que son codificadas a partir de los segmentos de
ARN virales 4 y 6, son la HA y la NA, que se proyectan a través de la envoltura y

cumplen funciones de interaccion con los receptores de la célula huésped (Mithaul et al.,

1 Representacion esquematica del genoma del virus de influenza A. Se muestra la organizacion
del genoma ARN de ocho segmentos: 1, PB2: polimerasa bésica 2; 2,PB1: polimerasa bésica 1;;
3, PA: polimerasa acida; 4, HA: hemaglutinina; 5, NP: nucleoproteina; 6, NA: neuraminidasa; 7, M:
proteina de matriz; 8, NS: proteina no estructural.
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2000). En este sentido, la proteina HA, media la entrada del virus a la célula huésped al
reconocer los receptores de acido sidlico en conformacion a-2,3 o a-2,6 unidos a
galactosa (Skehel y Wiley, 2000). La capacidad de un virus en particular de unirse a una
0 ambas conformaciones del receptor de acido sialico es considerado como un factor
determinante para la restriccion de huéspedes caracteristicos de los virus de influenza
(Steel y Lowen, 2014; Wang y Palese, 2009). De esta forma, los virus de influenza aviar
tienen una preferencia para unirse a los receptores de acido sialico en conformacién a-
2,3 (Wang et al., 2015), mientras que los virus de influenza de origen humano son
capaces de reconocer la conformacion a-2,6 para este receptor (Neumann y Kawaoka,
2015). Debido a la capacidad de expresar ambos tipos de receptores en el epitelio de las
vias aéreas, los cerdos juegan un papel importante en la dindmica de trasmision y
generacion de nuevos virus de influenza, debido a que son susceptibles a infecciones por
virus de influenza de origen humano y aviar (Ito y Kawaoka, 2000; Suzuki et al., 1997; de
Graaf y Fouchier, 2014)

1.1.2 Ecologia

Los virus de influenza A son clasificados en diferentes subtipos basados en las
caracteristicas moleculares y antigénicas de las proteinas HA y NA. Las aves acuaticas
juegan un papel importante como reservorios de estos virus y dentro de ellas han sido
detectados 16 subtipos de hemaglutininas y 9 subtipos de neuraminidasa, describiéndose
la mayoria de combinaciones entre estas proteinas (Munster et al., 2007; B. Olsen et al.,
2006). Las aves que pertenecen al orden de los Anseriformes (patos, cisnes y gansos) y
Charadriformes (gaviotas, entre otros) han sido identificadas como los principales
reservorios naturales y se ha establecido que la replicacion del virus tiene lugar en las

células intestinales de estas aves (Klenk, 2014; Webster et al., 1992).

En la figura 1-2 se representan a los principales huéspedes del virus de influenza A,

incluyendo a los humanos, cerdos y equinos (Webster, 1998); dentro de los cuales se
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Figura 1-2: Huéspedes naturales y accidentales del virus de influenza A?

Adaptado de: (Zhang et al., 2006)

resalta la importancia de los mamiferos en el ciclo de transmisién. Adicionalmente, los
perros (Giese et al., 2008), gatos domésticos (Harder y Vahlenkamp, 2010), félidos
carnivoros (tigre, leopardo) (He et al., 2014), carnivoros mustélidos (hurén, visén) (Peng
et al., 2015), mamiferos marinos (ballenas, focas) (Groth et al., 2014), camellos, la rata
almizclera, el gato de algabia, el perro mapache, la pika y el oso hormiguero han sido
descritos como huéspedes accidentales en los que no se establecen cadenas de
infeccion estables (Yoon, Webby y Webster, 2014; Zell, Scholtissek y Ludwig, 2013).
Recientemente también se ha reconocido la relevancia de los murciélagos en la ecologia
de los virus de influenza, ya que en ellos se han caracterizado dos nuevos subtipos de
HA (H17, H18) y de NA (N10, N11) (Tong et al., 2012; Tong et al., 2013).

2 Esquema representativo de la transmision del virus de influenza A a diferentes especies a partir
de aves acudticas. Resaltando la importancia en los humanos, cerdos, caballos y aves
domésticas; sin embargo, se ha identificado la transmision a perros, gatos domésticos, carnivoros
mustélidos, mamiferos marinos, entre otros.
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1.2 Mecanismos de variabilidad molecular

Existen dos mecanismos principales que han permitido la evolucion de los virus de
influenza a lo largo de la historia, estos son el shift (o rearreglos) y el drift o deriva
antigénica (acumulacién de mutaciones), que permiten la adquisicibn de nuevas
adaptaciones y promueven la aparicion de una gran variedad de cepas, que desafian
constantemente la inmunidad aportada en los programas de vacunacién y contribuyen en
la generacion de virus con potencial pandémico o epidémico (Capua, 2013; Carrat y
Flahault, 2007; Greenbaum y Ghedin, 2015; Laursen y Wilson, 2013; Runstadler, Hill,
Hussein, Puryear y Keogh, 2013)

1.2.1 Drift o deriva antigénica (mutaciones)

El drift antigénico es determinado por la acumulacion de errores de la ARN polimerasa
gue no posee un sistema de correccion de lectura y permite que ocurran un mayor
namero de sustituciones de nucleétidos durante el proceso de replicacion viral resultando
en mutaciones asociadas a la variabilidad de los virus de influenza (Fiers et al., 1981;
Mintern, Guillonneau, Turner y Doherty, 2008; D. J. Smith, 2004). Estos cambios se
pueden manifestar en cada uno de los genes del virus, pero su mayor impacto se refleja
en los genes de las glicoproteinas de superficie HA y NA, consideradas los principales
antigenos inductores de la respuesta inmune en el huésped (Brandenburg et al., 2013;
Colman, 1994). En este sentido y tal como se muestra en la figura 1-3, la produccion de
anticuerpos es estimulada a través de la interaccién del sistema inmune con estas
proteinas, pero los cambios graduales en sus genes llevan a madificaciones que
conducen al surgimiento de nuevas variantes antigénicas (Hensley et al., 2009). Cuando
estas variantes son introducidas dentro de una poblaciéon y no pueden ser reconocidas
por los anticuerpos previamente sintetizados, pueden ser capaces de iniciar un proceso
de infeccién en animales susceptibles (Laver, Gerhard, Webster, Frankel y Air, 1979).
Esto es de gran relevancia cuando se busca inducir una inmunidad mediante el uso de
vacunas, ya que es necesario emplear como candidatos aquellos virus capaces de
inducir una respuesta inmune que neutralice a las cepas que circulan en ese momento

(Air, 2015; Moisset, Pederson y Landry, 2015). Esta falla para la neutralizacion de los
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virus de influenza con nuevas mutaciones puede estar determinada por la introduccion de
una interferencia estérica en la unién de los anticuerpos (Bizebard et al., 1995), asi como
por cambios conformacionales que determinan que la unién a los anticuerpos sea
energéticamente desfavorable (Fleury et al.,, 1999) o por la adicion de nuevos
polisacaridos en las proteinas HA y NA que impide la unién a los anticuerpos

neutralizantes (Murphy, Kasel y Chanock, 1972).

Figura 1-3:  Drift o deriva antigénica®

H3N2
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H3N2

Adaptado de: (Sandbulte, et al., 2015)

1.2.2 Shift (rearreglos)

El proceso de rearreglo o reassortment es determinado por la naturaleza segmentada del

genoma de los virus de influenza el cual, como se puede observar en la figura 1-4,

3 Representacion grafica del mecanismo de variacion asociado al drift antigénico que promueve la
generacion de nuevos cambios en un virus del subtipo H3N2 que inicialmente es reconocido por
una poblacion de cerdos, pero al introducirse nuevas variaciones son capaces de evadir la
respuesta inmune e iniciar un proceso de infeccién
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puede intercambiar de forma independiente uno o mas de sus segmentos, cuando una
misma célula es infectada simultdneamente con dos virus diferentes (Vijaykrishna et al.,
2015; Zeldovich et al., 2015). Teniendo en cuenta este hecho, es posible que se mezclen
genes provenientes de los 18 subtipos de HA y 11 subtipos de NA que se conocen
actualmente, para crear virus con caracteristicas antigénicas, genéticas y fenotipicas
diferentes y a pesar que no todos serdn viables, se pueden generar virus con la
capacidad de replicarse en una nueva especie y adquirir caracteristicas antigénicas
nuevas (Gerber, Isel, Moules y Marquet, 2014; Parrish, Murcia y Holmes, 2015). Las
sefiales de empaquetamiento del genoma dentro del virion juegan un papel importante en
el proceso de rearreglo, ya que el intercambio de sefiales entre dos cepas coinfectantes
lleva a un intercambio entre los segmentos gendémicos (Essere et al., 2013; Gavazzi et
al., 2013). Sin embargo, aunque los rearreglos proveen un mecanismo de evolucion
rapido para la generacién de nuevas cepas, debe existir una adaptacion funcional entre
los 8 segmentos gendmicos para dar origen a virus biolégicamente viables (Gerber et al.,
2014; Greenbaum y Ghedin, 2015; Zhang et al., 2013).

Figura 1-4:  Shift o rearreglo (reassortment)*

H1N1 H3N2

Adaptado de: (Sandbulte et al., 2015)

4 Representacion gréafica del mecanismo de variacion asociado al Shift o reassortment durante un
proceso de co-infeccién con un subtipo H1IN1 de origen humano y un subtipo H3N2 de origen
porcino, resultando en la generacién de una cepa H1N2 capaz de ser transmitida a los cerdos
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Como resultado de lo anterior, los dos mecanismos de variacion se adaptan mediante
una intercomunicacion importante entre ellos, por ejemplo, a través de un rearreglo se
puede generar un nuevo virus que posea dos caracteristicas importantes de los virus
parentales, o descartar una adaptacién que representa un cambio perjudicial para su
evolucién. Por su parte, las mutaciones pueden aliviar los defectos de adaptacion que
surgen del desajuste de segmentos después de un rearreglo (Steel y Lowen, 2014). Asi
mismo, estos cambios pueden resultar en nuevas adaptaciones que permitan cruzar la

barrera entre especies (Mehle, Dugan, Taubenberger y Doudna, 2012).

Asociado con estos mecanismos de variabilidad, la susceptibilidad natural de los cerdos
a virus de otros origenes ha demostrado que una situacion de coinfeccion con dos
agentes diferentes puede determinar la generaciébn de un virus con caracteristicas
nuevas y por esto son denominados como “vasos mezcladores” (Ma et al.,, 2008;
Scholtissek, 1994), esta hip6tesis también es soportada por el hecho de que es posible
gue en esta especie ocurran eventos de rearreglo entre virus de origen humano, aviar y
de cerdo y que una vez generados amplien el rango de especies susceptibles (Crisci,

Mussa, Fraile y Montoya, 2013).

1.3 Evoluciéon de los virus de influenza

1.3.1 Linajes genéticos

El estudio de la composicidon genética relacionado con la evolucion de los virus de
influenza que infectan a los cerdos, ha permitido agruparlos en linajes de manera que un
virus determinado se pueden comparar y relacionar con virus provenientes de diferentes
ubicaciones geograéficas, periodos y hospedadores. En este sentido y como resultado del
proceso de adaptacion aparecen diversos linajes dentro de las especies aviar, humana,
porcina y equina. (Pensaert, Ottis, Vandeputte, Kaplan y Bachmann, 1981; Van Reeth,
2007). La formacion de linajes o su extincion puede estar influenciada por el aislamiento
geografico de los virus, aunque una situacién propicia puede llevar a infecciones trans-
especie (Campitelli et al., 1997; Webby et al., 2000; Yu et al., 2008); por otro lado, es
posible que la aparicion de nuevos subtipos o cepas contribuya a la extincién de otros

linajes, lo cual puede ser atribuido a la adquisicion de ventajas evolutivas que les
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permiten prevalecer a algunos virus de influenza (Bahl, Vijaykrishna, Holmes, Smith y
Guan, 2009; Munoz et al., 2016).

Se han descrito alrededor de 69 linajes para los subtipos de HA, 46 linajes para NA y
entre 7 y 11 linajes para cada uno de los segmentos internos (Zell et al., 2013). En
cuanto a los linajes del virus de influenza en cerdos estos estan determinados y
caracterizados por la trayectoria evolutiva en cada uno de los continentes (descrito con
mayor detalle més adelante), por ejemplo, para el gen HA se pueden mencionar aquellos
derivados del linaje porcino clasico, representados por tres clusters o grupos Hla, H1B y
H1ly; también existen dos clusters derivados del virus de influenza estacional humano,
denominados H181, H182; el cluster del virus HlpdmO09, y los clusters |, II, 1lI, IV del
subtipo H3. Otros linajes importantes se consideran el HIN1 Euroasiatico tipo aviar (EA)
y el H3N2 de origen humano (A/Hong Kong/1/68), entre otros (Vijaykrishna et al., 2011,
Vincent, Lager, & Anderson, 2014).

1.3.2 Trayectoria evolutiva del virus de influenza A en cerdos

La influenza porcina es una enfermedad cuyos inicios estan estrechamente relacionados
con el virus de influenza humana responsable de la pandemia de la gripe espafiola en el
afio 1918, cuando se evidencié que los cerdos enfermaron al mismo tiempo que los
humanos (Zell, Bergmann, Krumbholz, Wutzler y Durrwald, 2008). El primer aislamiento
del virus de influenza A en cerdos se logr6 en el afio 1930 en los Estados Unidos vy
permitié su caracterizacién posterior como un subtipo HLN1 (Brockwell-Staats, Webster y
Webby, 2009). A partir de este momento y hasta el afio 1979 todos los aislamientos del
virus de influenza, incluso en Europa, fueron reconocidos y caracterizados como H1IN1

del linaje “porcino clasico” (Zimmer y Burke, 2009).

En 1979, en el continente europeo se reconoce un nuevo subtipo HIN1
(A/swine/Belgium/1/79, A/swine/Belgium/2/79) durante un brote en Bélgica y el analisis
genético de este virus reveld que todos los segmentos estaban estrechamente
relacionados con virus de influenza aviar (A/duck/Alberta/76, A/duck/Bavaria/77)
(Pensaert et al., 1981). Este virus se propag6 rapidamente en la poblaciéon de cerdos de

Europa, estableciendo el linaje euroasiatico de tipo aviar (EA) que reemplazo el linaje
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clasico que era predominante desde su primera deteccion en Europa en 1959 (Webster,
Webby y Perdue, 2011). Entre los afios de 1983 y 1985 los virus de influenza porcina del
subtipo H3N2 aparecieron en Europa, los cuales resultaron del rearreglo entre el virus
H1N1 de tipo aviar y una cepa H3N2 de influenza estacional humana (A/Port
Chalmers/1/73); los virus generados poseian los genes HA y NA de la cepa humana,
mientras que los seis segmentos restantes provenian del virus de origen aviar (Campitelli
et al., 1997; Hasesebrouck y Pensaert, 1988). En Gran Bretafia, se observo la aparicion
del linaje HIN2 porcino de tipo humano durante los afios 90
(A/swine/Scotland/410440/94, A/swine/England/438207/94, A/swine/England/690421/95,
entre otros), surgiendo a partir de multiples rearreglos entre el gen HA de los virus HIN1
estacionales humanos, el gen NA de los virus H3N2 de influenza estacional humana y los
segmentos genémicos internos de los virus HIN1 de tipo aviar (Brown, Harris, McCauley
y Alexander, 1998). La circulacion de estas cepas y el surgimiento de nuevos subtipos se

encuentran representados en la figura 1-5.

Por otro lado y como se muestra en la figura 1-6, el linaje HIN1 porcino clasico
permanecié relativamente estable por aproximadamente 70 afios en Norte Ameérica,
periodo durante el cual se pudieron detectar anticuerpos contra el virus H3N2 humano en
cerdos, sin comprobarse su establecimiento dentro de esta especie (Chambers, Hinshaw,
Kawaoka, Easterday y Webster, 1991); sin embargo, en el afio 1998 la situacién cambia
con el surgimiento de nuevos virus producto de rearreglos que llevaban los genes H3 y
N2 de los virus de influenza humana contemporaneos (Zhou et al., 1999). De esta forma,
en Norte América tienen lugar los eventos de doble rearreglo entre genotipos de cerdo y
humano (A/swine/North Carolina/35922/98) y de triple rearreglo entre genotipos de cerdo,
humano y aves (A/swine/Minnesota/593/99, A/swine/lowa/569/99) (Webby et al., 2000). A
pesar que los virus de doble rearreglo desaparecieron eventualmente, el virus H3N2 de
triple rearreglo se establecié como un linaje importante al diseminarse entre los cerdos de
Norte América a partir de 1998 y hoy en dia continua siendo prevalente en varias
regiones del mundo (Olsen, 2002; Liu et al., 2012). Estos virus se caracterizan por poseer
un arreglo (cassette) de genes internos de triple rearreglo (también conocido como
casssette TRIG, triple reassortant internal genes, ya que contine genes procedentes de
cepas de origen humano (HA, NA y PB1) de aves (PB2 y PA) y de cerdos (NP, M, NS).
Los virus de triple rearreglo poseen ventajas evolutivas en comparacion con los virus del

linaje clasico, esto se debe en gran medida a que son mas propensos a los rearreglos,
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posiblemente debido a que la conformacién (cassette) TRIG soporta eficientemente la
replicacién cuando se combina con diversos genes de HA y NA (Kitikoon et al., 2012; Ma
et al, 2010). Posteriormente, se di6 origen a un subtipo HIN2
(A/swine/Indiana/9K035/99), que fue producto del rearreglo entre el virus H3N2 de triple
rearreglo y el subtipo HIN1 clésico porcino (Karasin et al., 2002).

Figura 1-5:  Evolucién de los virus de influenza A en cerdos en Europa®

H1N1 Euroasiatico tipo
aviar

H1N1 Euroasiatico H3N2
tipo aviar Origen Humano

H3N2 Humano HIN1
A/Port Chalmers/1/73 Origen Humano

Aci H1N1 Euroasiatico H3N2 Euroasiatico tipo
H1N1 Clasico tipo aniar iaF

H1N2 Porcino
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Adaptado de:(Taubenberger y Kash, 2010)

5 Esquema descriptivo de los virus de influenza A en Europa, representado el surgimiento del virus
H1N1 clasico, HIN1 EA, H3N2 EA, entre otros.
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Figura 1-6:  Evolucion de los virus de influenza A en cerdos en Norte América®
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Adaptado de: (Lorusso, Vincent, Gramer, Lager y Ciacci-zanella, 2013)

En el continente asiatico se ha podido caracterizar cada uno de los linajes de mayor
prevalencia dentro de Europa y Norte América. Durante el periodo de 1918 y 1919 se

describi6 el virus HIN1 porcino clasico como causante de una gran mortalidad en la

6 Representacion gréfica de la trayectoria de los virus de influenza A en Norte Ameérica,
destacando la caracterizacion inicial del virus HIN1 porcino clasico entre 1930 hasta 1997, el
surgimiento de los virus de doble y triple rearreglo en 1998 y el surgimiento de nuevas variantes y
subtipos a lo largo de los afios
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poblacion de cerdos de varias ciudades de China (Shortridge, 1992), pero el primer
aislamiento de este subtipo en Asia se logré durante 1974 (A/swine/Hong Kong/1/1974) (
Shortridge, Webster, Butterfield y Campbell, 1977), y fue detectado en China de forma
predominante durante mucho tiempo (Kupradinum et al., 1991; Zhu et al., 2013). Durante
la década de los 70, en Hong Kong, se comprueba la transmision desde los humanos
hacia los cerdos de un subtipo H3N2 (A/swine/Hong Kong/1/1976, A/swine/Hong
Kong/3/1976, entre otros) (Yu et al., 2008), el cual ha sido detectado constantemente
desde 1976 hasta 2011 en varios paises de Asia (Shortridge y Webster, 1979;
Vijaykrishna et al., 2011), sin embargo, la mayoria de variantes del subtipo H3N2 de
origen humano han tenido dificultad en establecerse en la poblacién porcina, llegando a
convertirse en eventos transitorios de transmision de humanos a cerdos (Zhu et al.,
2013). Durante un brote de influenza porcina reportado en Japon en 1978 se pudo
detectar un subtipo H1IN2 (A/swine/Kanagawa/1/1978, A/swine/Kanagawa/2/1978), que
se caracterizaba por poseer el segmento N2 del virus de influenza porcina H3N2 de
origen humano y los segmentos restantes asociados a virus HIN1 clasico porcino
(Sugimura , Yonemochi, Ogawa, Tanaka y Kumagai, 1980). Por otro lado, durante el afio
1999 fue detectado un nuevo virus de influenza H3N2 en Hong Kong (A/Hong
Kong/1774/1999), este fue caracterizado en varios paises de Asia procedente de Europa
y se determind mediante andlisis filogenéticos que surgié del rearreglo entre el virus
H3N2 de influenza estacional humana (A/Port Chalmers/1/1973) y un virus H1IN1 de
origen aviar (Gregory et al., 2001; Vijaykrishna et al., 2011); no obstante, el primer
aislamiento del subtipo HIN1 de tipo aviar se registré6 en Hong Kong a principios de
2001(A/swine/Hong Kong/8512/2001) (Smith et al., 2009) y en un lapso de 4 a 5 afios
reemplazo al subtipo HIN1 clasico, de forma similar a lo ocurrido en Europa durante los
afnos 80 (Brown, 2000). De igual forma, los subtipos H3N2 (A/swine/Korea/CAS05/2004,
A/swine/Korea/CAS07/2005, entre otros) y HIN2 (A/swine/Kyounggi/0981/03) de
influenza porcina del linaje de triple rearreglo norteamericanos también han podido ser
caracterizados en Asia desde el afio 2002 (Jung y Chae, 2004; Pascua et al., 2008; Zhu
et al.,, 2013) La presencia de estas cepas se encuentra descrita en la figura 1-7. Es
importante resaltar que los rearreglos entre virus del linaje de triple rearreglo
norteamericano y los virus del linaje euroasiatico tipo aviar se han reportado en varias
oportunidades en Asia, sugiriendo que este lugar fue el origen probable para la cepa
H1N1 pandémica de 2009 (Steel y Lowen, 2014).
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Figura 1-7:  Evolucion de los virus de influenza A en cerdos en Asia’
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Adaptado de: (Medina y Garcia-Sastre, 2011)

1.4 Pandemia por virus de influenza en el 2009

Los primeros reportes del virus HIN1pdm09 en humanos se presentaron en Abril de
2009 en México y California y posteriormente en Texas (USA) (Jhung et al., 2011). Esta

fue considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la primera

7 llustracion descriptiva de la presencia del virus de influenza A en Asia, mostrando la presencia
de los subtipos HIN1, HIN2, H3N2 de diferentes origenes y linajes en este continente.
Resaltando la presencia del virus H1N1 porcino césico, HIN1 EA y las cepas de triple rearreglo
norteamericano
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pandemia causada por el virus de influenza en 41 afios desde 1968 (World Health
Organization, 2009). Posteriormente, este virus se propagd rapidamente alrededor del
mundo, reportandose en Australia (Bishop, Murmane y Owen, 2009), China (Cao et al.,
2009; Wu et al., 2010), Espafia, Reino Unido, Alemania y Francia (Nicoll y Coulombier,
2009) y en otros paises de Latinoamérica como Argentina (Echavarria et al., 2010), Chile
(Riquelme et al., 2010), Brasil (Watanabe et al., 2011) y Colombia (Rey-Benito, Castro-
Jiménez y Castillo-Pabdn, 2009).

La primera transmision hacia los cerdos se reportdé durante un brote en una granja
ubicada en Alberta (Canada); donde los animales manifestaron signos de una
enfermedad de “tipo influenza” y el virus pudo ser detectado molecularmente mediante
andlisis de RT-PCR. Asimismo, se estableci6é que la fuente del virus era de origen
humano, concretamente a partir de un trabajador que habia regresado recientemente de
México (Howden et al., 2009). Este evento de transmision pudo ser detectado en muchas
poblaciones de cerdos alrededor del mundo, en donde este virus se volvié endémico y
actualmente continua circulando con cepas de diferentes origenes (Deng et al., 2012;
Gray et al., 2012; Moreno et al., 2010; Njabo et al., 2012; Schaefer et al., 2011; Sreta et
al., 2010)

A pesar de que aun no esta completamente claro el origen del virus HIN1pdm2009, se
sabe que es producto del rearreglo entre virus de influenza de dos linajes
independientes, el linaje de triple rearreglo norteamericano y el linaje EA (Smith et al.,
2009). Como se describe en la figura 1-8, los analisis genéticos permitieron demostrar
gue la cepa pandémica poseia los genes que codifican para las proteinas M y NA de un
virus del linaje EA, mientras que los segmentos restantes (HA, PB1, PB2, PA, NS y NP)

provenian de un virus del linaje de triple rearreglo norteamericano (Garten et al., 2009).
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Figura 1-8: Origen de la cepa HIN1pdmO09 del virus de influenza A8
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Adaptado de: (Neumann, Noda y Kawaoka, 2009)

Inicialmente éste virus fue denominado como de “influenza porcina” debido al origen
filogenético, ya que los precursores mas cercanos circularon en la poblacion de cerdos
durante mucho tiempo (Trifonov, Khiabanian, Greenbaum y Rabadan, 2009); no
obstante, se ha comprobado que no todos los casos de influenza pandémica en humanos
estuvieron asociados con un contacto con los cerdos y ademas la rapida propagacion
alrededor del mundo puede ser explicada por la movilizacion de personas, mas que por
el transporte de animales hacia diferentes regiones (Khan et al., 2009; Lange et al., 2009;

Warren, Bell y Budd, 2010). Por otro lado, existe evidencia que sugiere que el flujo de

8 Esquematizacion del origen molecular de la cepa H1N1pdmOQ9 del virus de influenza A,
describiendo los eventos de rearreglo entre una cepa del linaje TRIG norteamericano y un virus de
linaje EA
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transmisién pudo haber sido de los humanos hacia los cerdos, en lugar del sentido
contrario (Nelson et al., 2014; Zhu et al., 2015). Un estudio publicado en 2012 resalté
este hecho, ya que mediante analisis filogenético a gran escala de las secuencias
gendmicas de los virus HIN1pdmOQ9 detectados en muestras recolectadas durante 2009-
2011, se identificaron al menos 49 eventos de trasmision de humanos hacia los cerdos.
Igualmente, se identificaron al menos 23 introducciones de virus de influenza estacional
de los subtipos H1 y H3 en la poblacién mundial de cerdos desde 1990 (Nelson, Gramer,
Vincent y Holmes, 2012). Con base en lo anterior, el papel de los humanos en la ecologia
de estos virus ha llevado a que sean considerados, al igual que los cerdos, como
posibles “vasos mezcladores” intermediarios para la generacion y transmisién de virus,

en este caso a partir de los humanos hacia los cerdos (Nelson y Vincent, 2015).

1.5 Eventos postpandemia

Teniendo en cuenta la importancia que tuvo el surgimiento del subtipo HIN1pdmOQ9 por la
complejidad en la composicién de su genoma, que resultd en la aparicion de un virus con
caracteristicas Unicas que afecté tanto a la poblacion humana como a los cerdos y su
eficiencia en la transmision y diseminacién que determiné que la circulaciéon simultanea
de esta cepas y diversas cepas endémicas permitiera la generacion de multiples
rearreglos, representando una mayor diversificacion de los linajes de influenza porcina
(Kong et al., 2015; Qu et al.,, 2011; Zhu et al., 2011). Teniendo en cuenta esto, a
continuacioén, se describen algunos aspectos de relevancia ocurridos posteriormente a la
aparicion del virus HIN1pdm09 que demuestran el efecto que tuvo su aparicibn en

diferentes partes del mundo teniendo como eje central los virus de influenza en cerdos:

1.5.1 Norte América

Después de la deteccion inicial del virus H1N1pdm09 en Canadd se logro la
caracterizacion del virus aislado en cerdos, mostrdndose una gran diversidad genética,
hecho que puede ser explicado por las mdultiples transmisiones del virus desde los
humanos hacia los cerdos, representando un gran impacto en la evolucion y

epidemiologia de los virus de influenza (Weingartl et al., 2010). En un articulo publicado
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en 2011 se presentan resultados del estudio de los virus de influenza que circulaban en
2009 en varias poblaciones de cerdos en Canad4, en donde se pudieron caracterizar
algunos virus que poseian los genes HA y NA procedentes del linaje clasico de influenza
porcina, junto con la conformacién de genes internos del linaje de triple rearreglo.
Igualmente, se pudieron aislar cepas de virus de influenza del tipo HLN1 descritas como
un rearreglo entre un virus del linaje de triple rearreglo y virus de origen estacional
humano. El andlisis filogenético de estos ultimos demostrd que existia una homologia del
gen NS entre uno de los aislamientos obtenidos y la cepa H1IN1pdmQ9, implicando un
evento de rearreglo con esta cepa (Nfon et al., 2011). Por otro lado, a finales de 2010 fue
posible la deteccién de un virus de influenza del subtipo H3N2 durante un brote en una
granja de cerdos en Canada. La secuenciacion completa de todos los segmentos del
genoma Yy el posterior analisis filogenético permiti6 determinar que esta cepa fue
producto del rearreglo entre el subtipo HIN1pdmO09 y una cepa H3N2 del linaje de triple
rearreglo (Tremblay et al., 2011).

En Estados Unidos se detect6 el subtipo HIN1pdmOQ9 en diversas poblaciones de cerdos
(Gray et al.,, 2012) y posteriormente se ha logrado la identificacion de nuevos virus,
originados de rearreglos entre diversas cepas de virus de influenza endémicas vy
pandémicas; por ejemplo, en un estudio realizado durante los afios 2009-2010 se
detectaron 9 virus del tipo HIN1pdmOQ9 aislados a partir de diferentes brotes en granjas
de cerdos de los Estados Unidos, de los cuales 8 poseian los genes HA y NA de virus
endémicos y el gen M de la cepa HIN1pdmOQ9, mientras que el resto de genes diferian en
su procedencia entre virus endémicos y pandémicos (Ducatez et al., 2011). De igual
forma, la caracterizaciéon de diversas cepas del tipo H3N2 aisladas durante 2009 y 2010,
identifico rearreglos entre virus del subtipo H3N2 del linaje de triple rearreglo y la cepa
HIN1pdm09 y la secuenciacion completa del genoma demostr6 que los 17 virus
analizados se agrupaban en 6 genotipos que difieren en los genes que provienen de la
cepa pandémica (Kitikoon et al., 2012). Otro estudio desarrollado en Minnesota durante
2010 confirma la alta prevalencia de la cepa H1IN1pdmO09 en la poblacién de cerdos
neonatos, ya que el andlisis filogenético realizado, demostré de los aislamientos tenian
un porcentaje de similitud del 98.9% con el gen HA del virus de influenza pandémica de
referencia y un 99.4% de similitud con el gen NA de ésta misma cepa (Allerson, Davies,
Gramer y Torremorell, 2013). Durante este mismo afio también se caracterizaron otros

eventos de rearreglo durante un estudio realizado en una granja de cerdos, ya que el
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analisis filogenético de una cepa HLN2 demostré que los genes HA y NA derivaron de un
subtipo HIN2 de influenza porcina de origen humano aislado previamente en Norte
América (Karasin et al., 2006), los genes NP y M provenian de la cepa H1IN1pdmQ9,
mientras que los genes PB2, PB1, PA y NS estaban asociados a los linajes aviar,
humano, aviar y porcino, respectivamente (Ali, Khatri, Wang, Saif y Lee, 2012). Nuevos
virus del subtipo H3N2 fueron caracterizados durante 2010-2011 en una granja comercial
y mediante las pruebas de caracterizacion molecular se determiné que los 7 aislamientos
obtenidos se originaron del rearreglo entre el virus HIN1pdmOQ9 y virus endémicos de los
linajes triple rearreglo norteamericano y de influenza estacional humana (Liu et al., 2012).
De acuerdo a esto y tomando en consideracion los resultados de una investigacion
desarrollada entre 2009 y 2014 por el departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, se establece la cocirculacion de diferentes virus de los subtipos H1N1
(incluyendo la cepa HIN1pdm09), HIN2 y H3N2 durante este periodo, demostrando una
mayor diversificacibn de los linajes por las continuas introducciones de cepas
estacionales humanas a los cerdos y los multiples eventos de rearreglo entre los virus de

influenza de diferentes origenes (Anderson et al., 2015).

1.5.2 Latinoamérica

En Latinoamérica también se han realizado algunos estudios posteriores a la pandemia
de 2009, en los cuales se han podido caracterizar eventos de rearreglo con el subtipo
H1N1pdm09 y con una participacion significativa de virus de influenza estacional
humana. Por ejemplo, en Argentina se realiz6 la investigacion de brotes en dos granjas
de cerdos entre 2009 y 2010, permitiendo identificar dos nuevos virus en cerdos (H1IN1y
H1N2) y el andlisis de la secuencia completa de su genoma determiné que los genes
internos proceden del subtipo HIN1pdmQ9, mientras que los genes HA y NA mostraban
similitudes con los virus de influenza estacional detectados en Argentina (Pereda et al.,
2011b).

Por otro lado, en Brasil se puede describir una situacion similar, ya que durante un
monitoreo realizado en un granja durante 2011, se logré la deteccion de los virus HIN2

con caracteristicas moleculares nuevas, ya que llevaban los genes HA y NA que
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derivaban de virus de influenza estacional humana y los genes internos procedian de
subtipo HIN1pdmQ9 (Schaefer et al., 2015). La circulacién simultanea de mdultiples cepas
se describié en un articulo publicado en 2015 mediante la detecciébn molecular de los
subtipos HIN1 (incluyendo la cepa pandémica), HIN2 y H3N2; igualmente se pudo
establecer una prevalencia serologica de anticuerpos al virus de influenza porcina del
78.1% para la poblacion muestreada (Ciacci-Zanella et al., 2015). Esta situacion es
confirmada en otro estudio realizado en Brasil durante 2009-2012, por medio de la
identificacion de la presencia de los subtipos H3N2, HIN1 y HIN2 en muestras de
hisopados traqueales y de pulmones tomados de 131 granjas de cerdos; dentro de los
virus detectados se caracterizaron algunos subtipos H3N2 y HIN2 que estaban
relacionados molecularmente a virus de influenza estacional humana, pero el gen M y
otros genes internos procedian de la cepa HLN1pdmQ9 (Nelson, Schaefer, Gava, Cantédo
y Ciacci-zanella, 2015).

En Cuba la vigilancia epidemiologica de estos virus inicié en 2010 a través del analisis de
238 muestras de pulmén e hisopados nasales tomadas en granjas y al realizar el analisis
filogenético del genoma de los virus detectados durante esta investigacion, se demostré
gue todos los genes derivaron de la cepa HIN1pdmQ9 (Perez et al., 2013). No obstante,
durante un brote registrado en 2010 en una granja de cerdos se detectd un virus del
subtipo HIN1 y la caracterizaciéon molecular de los segmentos virales concluyd que el
gen NA procedia de un virus de influenza endémico de esta region (linaje clasico), en
tanto que el resto de genes se correspondian con el virus HIN1pdmQ09, demostrando que

esta cepa surgié como un rearreglo entre estos dos subtipos (Pérez et al., 2015).

La situacion en México puede ser descrita en el periodo de transicion (entre 2008 y 2009)
cuando se pudo evidenciar la deteccion molecular de virus relacionados a linajes norte
americanos. Igualmente se determind una seroprevalencia del 55% para el subtipo
H1IN1, 59% para el subtipo H3N2 y 38% para ambos subtipos (L6pez-Robles, Montalvo-
Corral, Burgara-Estrella y Hernandez, 2014). Sin embargo, el incremento en la
diversificacion genética de los linajes de influenza porcina en México y también en Chile
fue descrita en un estudio realizado durante 2010-2014, en el cual puede ser reconocida
la existencia de virus del subtipo H1 asociados al linaje estacional humano, virus del
subtipo H3 y cepas H1N1pdmQ9. Asimismo, se identificaron virus del subtipo H3

asociados a virus de influenza estacional que no habian sido identificados previamente y
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se detectaron mudltiples introducciones del virus pandémico a la poblacién porcina de

Chile y México (Nelson, Culhane, Rovira'y Norambuena, 2015).

1.5.3 Europa

Los rearreglos entre virus diferentes a la cepa HIN1pdmO09 siguen siendo comunes en
este continente, como pudo ser demostrado durante 2009 y 2010, cuando se detectaron
virus del subtipo HIN2 en muestras de cerdos de Suecia, las cuales se analizaron
mediante secuenciacion y estudios de filogenia y se encontr6 que fueron producto del
rearreglo entre un subtipo HIN1 del linaje EA, del cual derivaba su gen HA y un virus
H3N2 de influenza porcina del cual procedia su gen NA (Balint et al., 2009; Metreveli et
al., 2011).

Por otro lado, en Noruega, se han llevado a cabo estudios que permitieron la
identificacion del virus de influenza HIN1pdmQ9 en la poblacion de cerdos entre los afios
2009 y 2010. El andlisis seroldgico y la deteccion molecular logré determinar que 48 de
las 115 piaras analizadas eran positivas al virus pandémico y los animales afectados
mostraban signos respiratorios y una reduccion en el desempefio productivo (Grgntvedt
et al., 2011, 2013). Otro estudio de seguimiento realizado en este mismo pais, describid
la persistencia del virus HLIN1pdmQ9 dentro de la poblacién de cerdos analizada, ya que
fue posible la deteccion molecular y/o serolégica exitosa de esta cepa, lo cual puede
estar asociado a una mayor diseminacién del virus entre los cerdos 0 nuevas

introducciones desde los humanos hacia los cerdos (Gjerset et al., 2011).

Italia a su vez, ha sido el foco de varios estudios después del primer reporte del virus
H1N1pdmO09 en una granja de cerdos (Moreno et al., 2010), logrando durante 2010 la
deteccion de un virus de influenza del subtipo HIN2 como causante de signos clinicos
como tos, fiebre anorexia y depresion. La secuenciaciébn completa del genoma vy el
andlisis filogenético de los virus aislados permiti6é concluir que todos los genes se
asociaban al virus HIN1pdmO09, a excepcion del gen NA que estaba relacionado con un
subtipo H1NZ2 aislado en Suecia e Italia (Moreno et al., 2011). Asimismo, los resultados

de otra investigacion resaltaron que los virus del subtipo HIN2 aislados durante 2010
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fueron producto de un rearreglo entre un subtipo H1IN1 del linaje EA (del cual deriva su
gen HA) y un virus H3N2 de origen porcino (de cual deriva su gen NA) (Moreno et al.,
2012). Esta informacién es ampliada por medio del analisis de los aislamientos obtenidos
en ltalia desde 1998 hasta 2012 a partir de cerdos que mostraban signos compatibles
con influenza, permitiendo la caracterizacion del subtipo HINL1 del linaje EA, el subtipo
H1N1pdmO09 y varios subtipos H1N2 (algunos llevaban el gen HA de virus estacionales
humanos, otros del linaje EA y varios surgieron del rearreglo con la cepa H1IN1pdmQ9)
(Moreno et al.,, 2013). Las investigaciones mas recientes en ese pais lograron la
deteccion y caracterizacion de diez virus de influenza del subtipo HIN1 entre los afios
2012 y 2013, evidenciando la circulacion simultanea inicial de virus HIN1pdmOQ9 y cepas
H1N1 del linaje EA, pero posteriormente se aislaron dos virus HIN1pdmOQ9 y tres virus de
un subtipo HIN1 que poseia el gen HA del virus pandémico y el resto de genes
procedian del subtipo H1N1 del linaje EA (Chiapponi et al., 2014).

La situacién en Francia durante 2011 y 2012 es descrita con los resultados obtenidos en
un monitoreo de tres granjas de cerdos, ya que durante los brotes presentados en el
transcurso del estudio se pudieron detectar molecularmente los subtipos H1N1 del linaje
EA, el subtipo HIN2 de origen humano en cada una de las granjas estudiadas y se
caracterizd un subtipo HIN2 producto del rearreglo entre los virus mencionados; sin
embargo, no se confirmé la presencia del subtipo HIN1pdmQ9, ni el subtipo H3N2 (Rose
et al., 2013). Por otro lado, en Espafia se pudieron aislar doce cepas diferentes en una
investigacion desarrollada durante 2010, de las cuales, cinco correspondian al subtipo
H1N1, cuatro al subtipo H3N2 y tres al subtipo HIN2. El andlisis filogenético de la
secuencia completa del genoma de estos virus determiné que los subtipos H1N1
correspondian a cepas HIN1pdmO09, a virus del linaje EA y a cepas de influenza porcina
endémicas de Europa. Las cepas del subtipo H3N2 pertenecian a los linajes de influenza
porcina, mientras que los virus HIN2 se asociaban a virus de influenza de origen
estacional humano (Martin-Valls et al., 2014). De otra parte, se han llegado a determinar
nuevos cambios en los virus circulantes en el Reino Unido, debido a que durante 2010 se
logré la caracterizacion completa del genoma de un virus HIN2 y se concluy6 que fue
originado del rearreglo entre el virus HIN1pdmO09 (del cual derivaban los genes internos)

y un subtipo HIN2 (del cual procedian los genes HA y NA) (Howard et al., 2011).
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Los estudios serologicos también han brindado informacién acerca de la introduccién de
la cepa H1IN1pdmO09, este ha sido el caso de Luxemburgo, donde se tomaron muestras
de sangre en 36 granjas en 2009 (antes de la pandemia) y en 2012 (después de la
pandemia); obteniendo resultados que evidencian que inicialmente se demostrd la
reactividad a las cepas H1N1 del linaje EA y a virus de influenza porcina HIN2 y H3N2
de linajes endémicos contemporaneos, pero posteriormente, se comprobo la introduccién
de la cepa H1N1pdmOQ9 en los cerdos de esta region debido a un aumento en la
deteccidon de anticuerpos neutralizantes contra este virus durante 2012 (Lutteke, Sausy,
Black, Wildscutz y Muller, 2014). De otra parte, algunas investigaciones en Finlandia
pudieron comprobar mediante analisis molecular la circulacién de algunos virus del
subtipo H1IN1 del linaje EA y cepas HIN1pdmO09 en muestras de cerdos tomadas en
2009 y 2010; sin embargo durante el periodo de 2011 y 2012 no se detectaron virus de
influenza porcina de ningun subtipo (Nokireki, Laine, London, Ikonen y Huovilainen,
2013).

En cuanto a los cambios moleculares asociados a rearreglos, éstos se han podido
establecer en Alemania, ya que durante 2009-2010 se realiz6 la caracterizacion de los
virus detectados a partir de muestras de hisopados y tejidos pulmonares de cerdos,
demostrando la presencia de un nuevo subtipo HIN1 que poseia el gen NA de una cepa
del linaje EA y el resto de genes estaban asociados al virus H1N1pdmO9.
Adicionalmente, se caracterizaron otros virus de los subtipos HIN1 (incluyendo la cepa
H1N1pdmO09) y H1IN2 que circularon durante ese mismo periodo (Starick et al., 2011).
Tales variaciones son expuestas nuevamente en 2011, cuando se realiz6 una
investigacion epidemiolégica a partir de 2078 muestras de hisopados nasales tomados
de una poblacion de cerdos; el analisis molecular de los virus detectados evidencid la
presencia del virus HIN1pdmO09 y también de virus del subtipo HLN2 que llevaban todos
los genes de la cepa pandémica, exceptuando el gen NA. El estudio de filogenia del gen
NA concluyé que estos virus se originaron del rearreglo con tres linajes diferentes: un
linaje HLN2 detectado en Suecia, el linaje H3N2 de influenza porcina y los virus H3N2 de
influenza estacional humana (Starick et al., 2012). La presencia de rearreglos en este
pais es reiterada nuevamente, por medio de los resultados obtenidos a partir de una
investigacion realizada en una poblacion de cerdos de Alemania entre 2009 y 2012, en la

cual, la caracterizacion filogenética y molecular de los aislamientos obtenidos comprobé
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la presencia del subtipo HIN1pdmQ9, de un subtipo HIN2 (cuyo gen HA derivé de la
cepa HIN1pdmO9 y el gen NA de un subtipo H3N2 estacional humano) y de un virus
H3N1 (que poseia los genes HA, M, NS y PB1 del virus H3N2 estacional humano,
mientras que los genes NA, NP, PA y PB2 derivaron de la cepa HLN1pdmQ9) (J. Lange
et al., 2013)

Es importante mencionar que el contexto global en este continente queda expuesto
durante el desarrollo de una vigilancia epidemiologica del virus de influenza a partir de
9000 piaras en diecisiete paises de Europa (Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Francia,
Alemania, Grecia, Polonia, entre otros) durante 2010 y 2013, pudiendo encontrar un
porcentaje de deteccion de 53.6% para el subtipo HIN1 del linaje EA, 13% para el
subtipo HIN2 de origen humano, 9.1% para la cepa H3N2 de origen humano y 10.3%
para las cepas HLIN1pdmO09. De igual forma, se detectaron virus originados del rearreglo
entre los diferentes linajes, especialmente entre cepas endémicas y pandémicas, que

representaron el 13.9% de los aislamientos (Simon et al., 2014)

1.5.4 Asia

Los estudios iniciales realizados en China y Taiwan entre 2009 y 2010 reportaron la
presencia del virus HIN1pdmQ9 dentro de la poblacién de cerdos, ya que los analisis
filogenéticos comprobaron la presencia de este subtipo sin evidencia de rearreglos con
otras cepas (Lan et al., 2013; Zhao et al., 2012). Las plantas de beneficio han sido el
lugar de mudltiples estudios de monitoreo para los virus de influenza, como por ejemplo,
durante 2009 y 2010, cuando se procesaron 1850 hisopados nasales mediante RT-PCR
y se evidencié la presencia de diferentes cepas, que fueron descritas como virus del
subtipo HIN1pdmO09, H1N1 porcino clasico y H1N1 del linaje EA (Chen et al., 2013).
Investigaciones similares llevadas a cabo durante este mismo periodo, demostraron que
el analisis molecular de un total de 3600 hisopados nasales de cerdos, permitié la
clasificacién de 36 virus de los subtipos HIN1 y HIN2, que fueron caracterizados como
virus de tipo HIN1pdmO09 y un subtipo H1N2 del linaje EA que poseia el gen NA de un
virus de influenza estacional. De igual forma, se pudieron reconocer a virus del subtipo
H1N1 que poseian los genes NA y HA del linaje EA, en tanto que los genes internos

procedian de la cepa HIN1pdmO09 (Zhu et al., 2011). Otros resultados obtenidos durante
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2010-2011 bajo condiciones similares describieron la deteccién molecular de un subtipo
H3N2 de influenza porcina y la secuenciacion de sus genoma y el subsiguiente analisis
filogenético establecié que los genes HA y NA procedian de un virus H3N2 de influenza
estacional humana de triple rearreglo, mientras que los genes internos derivaban de la
cepa HIN1pdmO09 (Fan et al., 2012). Durante 2011 se llevé a cabo una estrategia de
monitoreo en cerdos al sacrificio, que permitié evidenciar la presencia de cepas del
subtipo HIN1 y la caracterizacién molecular de 2 de los 6 virus detectados concluy6 que
pertenecian al linaje EA, que continda siendo prevalente en esta region (Qi et al., 2012).
En ese mismo contexto, el analisis molecular de muestras tomadas al sacrificio a partir
de animales clinicamente sanos durante 2012 logro la deteccion de dos virus del subtipo
H1N2; tales virus fueron secuenciados y se establecio que portaban el gen HA de virus
del subtipo H1N1 del linaje EA, el gen NA se asocio a un virus del subtipo HIN2 del linaje
norteamericano, pero los genes restantes derivaron de la cepa H1IN1pdmO09 (Qiao, Liu,
Yang, Chen, Xu y Chen, 2014). De otra parte, en China se siguen evidenciando multiples
rearreglos a nivel de granja, como se evidencié en una investigacion de un brote
respiratorio durante 2010 que permitié el aislamiento y la caracterizaciéon de un virus del
subtipo HIN1 de influenza porcina que poseia los genes NS y NP del linaje clasico de
influenza porcina, los genes HA, NA, M, PA y PB2 del linaje EA y el gen PB1 de un virus

de influenza estacional humana (Xu et al., 2011).

La primera deteccion del virus HIN1pdm09 en una granja de cerdos comerciales en
Tailandia se reporté en 2009 (Sreta et al., 2010), y su presencia fue confirmada en el
desarrollo de estudios adicionales (Takemae et al., 2011). La circulacion de diversas
cepas durante 2009 y 2011 se confirmé por medio de técnicas moleculares, al ser capaz
de identificar veintitrés virus del subtipo HIN1 y siete mas del tipo H3N2. La
secuenciacion completa del genoma y el analisis filogenético clasific6 a estos virus en
cuatro linajes principales: clasico porcino, EA, triple rearreglo e influenza estacional
humana (Poonsuk, Sangthong, Petcharat y Lekcharoensuk, 2013). Posteriormente, se
obtuvieron evidencias de rearreglos con la cepa H1IN1pdmO09, ya que el analisis de
hisopados nasales tomados en cerdos con signologia respiratoria permitio el estudio
genético de virus aislados, y se revel6 que todos sus genes estaban asociados al subtipo
HIN1pdmO09, excepto el gen NA que se relaciond con virus de influenza porcina

endémicos (Kitikoon et al., 2011). Nuevas evidencias fueron sumadas a este hecho, ya
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gue durante 2011 se establecio la presencia de dos subtipos H3N2, cuyos genes HA 'y
NA se relacionaban con cepas de influenza estacional humana, pero los demas
segmentos virales se asociaban a la cepa HLN1pdmO09. De igual forma, se caracterizaron
seis subtipos H1IN1 que fueron descritos en el linaje de la cepa H1IN1pdmQ9 para cada
uno de los genes (Hiromoto et al., 2012). Durante 2010 y 2012 se logr6 la caracterizacion
de veintitrés virus de influenza y se concluyd que siete de estos se asociaban a la cepa
H1N1pdmO09, uno correspondia a un virus H1IN1 que se caracterizd por contener los
genes PB2, PB1, PA, HA, NP, M y NS de la cepa pandémica y el gen NA de virus
endémicos de Tailandia y tres subtipos H1IN1 fueron descritos como cepas endémicas de
influenza porcina de esta region. Ademas, se caracterizaron otros virus originados de
rearreglos, entre los cuales nueve correspondian al subtipo H3N2 (cuyos genes HA y NA
se asociaban a virus endémicos porcinos y los demas segmentos procedian de la cepa
H1N1pdmO09), tres al subtipo HIN2 (los cuales llevaban los genes PB2, PB1, PA, HA,
NP, M y NS del subtipo pandémico, mientras que su gen NA derivé de una cepa H3N2
estacional humana) (Charoenvisal et al., 2013). Este tipo de variaciones se evidenciaron
desde 2011 hasta 2014 cuando se demostré la presencia de los subtipos HIN1, HIN2 y
H3N2 de linajes endémicos, asi como virus pertenecientes a los mismos subtipos
mencionados que surgieron del rearreglo entre las cepas endémicas y el subtipo
H1N1pdmO09 (Nonthabenjawan et al., 2014).

En India se realiz6 un estudio de prevalencia de anticuerpos contra el virus de influenza
durante 2011, analizandose 925 muestras de suero de una poblacion de cerdos mediante
el ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién y se demostré una prevalencia del 37% de
sueros positivos al virus HIN1pdmQ9, 29% al virus H3N2 estacional humano y 0.3% a la
cepa HIN1 de influenza estacional humana (Sabale, Pawar, More y Mishra, 2013). En
otro estudio realizado en 2009 durante distintos brotes reportados en granjas de cerdos
de India, se analizaron muestras tomadas a partir de cerdos que mostraban signos
clinicos compatibles con infeccion por virus de influenza, detectdndose virus asociados a
la cepa HIN1pdmO09 en los genes HA, NA y M, mientras que los genes restantes se

asociaban con el linaje norteamericano de influenza porcina (Nagarajan et al., 2010).

En Corea de sur se reportaron diversos brotes, en los que se caracterizé la cepa
H1N1pdmO09 y se demostrd su circulacion en la poblacion de cerdos de esta region (Song

et al., 2010). Otros hallazgos obtenidos durante 2010 permitieron la caracterizacion
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molecular de virus del subtipo HIN2 con rearreglos, ya que el gen NA se asoci6 a virus
de influenza endémicos, en tanto, el resto de genes derivaron de cepas HIN1pdmQ9 de
diversas procedencias (Yeon et al.,, 2012). La existencia de rearreglos es demostrada
durante 2011-2012, ya que a pesar que el analisis molecular de muestras tomadas en
cerdos al sacrificio permitié establecer la presencia de virus HIN1pdm09 que no habian
sufrido rearreglos, también se comprobd la circulacion de subtipos HIN2 endémicos y se
evaluaron virus del subtipo H3N2 y H3N1 que llevaban genes del linaje de triple rearreglo
norteamericano y la cepa H1IN1pdmO09 (Pascua et al., 2013). Otro estudio realizado en
plantas de beneficio durante 2013 comprob6 la presencia de subtipo HIN2, y se
determiné que el gen HA derivé de un virus HIN1 del linaje EA, el gen NA provino de
cepas endémicas de Corea del Sur, y los genes restantes derivaron de un subtipo H3N2
que se habia originado del rearreglo con el virus HIN1pdmO9 (Lee et al., 2015)

1.5.5 Africay Australia

Los primeros reportes de la cepa HIN1pmd09 en Africa se realizaron a partir de
muestras tomadas de once piaras localizadas en Camerun durante 2009 y 2010. De las
104 muestras de hisopados nasales analizadas, dos resultaron positivas, pudiéndose
caracterizar como virus de tipo HIN1pdmQ09 mediante analisis moleculares vy
filogenéticos. De igual forma, se demostré la reactividad seroldgica a la cepa pandémica
(Njabo et al., 2012). El desarrollo de estudios adicionales entre 2009 y 2012 ha
comprobado la circulacion y permanencia del virus HIN1pdmQ09 mediante ensayos de
RT-PCR en Cameran y Nigeria (Larison et al., 2014; Meseko, Odaibo y Olaleye, 2014).
Tales hallazgos son confirmados en la nacién de Togo, mediante el analisis de 325
hisopados nasales tomados en plantas de beneficio durante 2012 y 2014, lo cual permitié
la caracterizacion del virus HIN1pdm09 (Ducatez, Awoume y Webby, 2015). De otra
parte, el aumento en los niveles de anticuerpos contra la cepa HIN1pdmO09 en Nigeria y
Camerun es evidenciada por medio del andlisis de muestras de sueros tomadas en
cerdos durante 2009 hasta 2012 (Snoeck et al., 2015).

La situacion epidemioldgica de la influenza porcina en Australia es analizada en la
investigacion de algunos brotes presentados en granjas comerciales de cerdos durante

2009. La evaluacion molecular de los virus detectados mediante RT-PCR permitié
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caracterizar a los aislamientos como virus de tipo HIN1pdmOQ9 y la secuenciacion
completa del genoma evidencié que no habian sufrido rearreglos con las cepas

endémicas (Deng et al., 2012)

1.6 Situacidén en Colombia

En nuestro pais existe evidencia de reactividad seroldgica contra virus de influenza en
cerdos a los subtipos HIN1 y H3N2 desde finales de los 70°s (Hanssen et al., 1977) y
esta fue confirmada en otras investigaciones realizadas entre el periodo de 1991 y hasta
el 2001 (Cucaita, 2005; Mogollon et al., 2003; Moscoso y Neira, 2001). Sin embargo, sélo
hasta 2012, como resultado del andlisis de 275 muestras de hisopados nasales, lavados
bronquiales y tejido pulmonar colectadas durante los afios 2008 a 2010 a partir de 778
granjas se publica por primera vez la deteccion molecular y el aislamiento de cepas de
campo del virus de influenza porcina en Colombia. En este estudio se obtuvieron 15
aislamientos, de los cuales 12 estaban relacionados con el subtipo H1IN1pdmOQ9,
mientras que los 3 restantes se asociaban al linaje clasico, correspondiendo éstos
tltimos a virus obtenidos de muestras colectadas durante el afio 2008 (Ramirez-Nieto,
2012). Estudios adicionales de estos aislamientos, enfocados en el andlisis de las
caracteristicas moleculares de los genes HA y NA de los virus mostraron un porcentaje
de identidad del 99% entre los nueve aislamientos obtenidos del virus HIN1pdmO09 y la
cepa de referencia A/swine/California/04/2009. Como conclusién de estos estudios es de
destacar que quedo en evidencia que la deteccion del subtipo HIN1 del linaje clasico fue
posible durante 2008, pero después de esta fecha se comprueba un predominio de
deteccion de cepas HIN1pdmQ9. En otro articulo publicado en 2013 se muestran los
resultados obtenidos en un estudio de prevalencia en la region de los Llanos en
Colombia, en donde se logr6 la deteccion de muestras positivas a influenza en la
poblacion de cerdos entre 2010 y 2012 (Figura 1-9). El andlisis genémico permitid
determinar, como se mencioné anteriormente, que los virus de influenza detectados
correspondian al subtipo HIN1pdmO09, ya que su porcentaje de identidad variaba entre
97% y 100% (Karlsson et al., 2013). Asimismo, es importante mencionar que hasta la
fecha en Colombia no ha sido posible aislar o detectar virus del subtipo H3N2 en cerdos,

a pesar de tener evidencia seroldgica de su circulacion en el medio (Carmona, 2015).
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Figura 1-9: Tipos de virus de influenza presentes en cerdos en Colombia®

H1N1 Clasico H1N1pdm09 H1N1pdm09

1971 2001 2008 2009 2010 2012

Basados en lo expuesto anteriormente, sumado a los reportes presentados en diferentes
partes del mundo que demuestran el efecto producido por la aparicion de la cepa
pandémica en la presentacion de rearreglos de los virus de influenza que circulan
actualmente en la poblacién humana y en los cerdos, es evidente la necesidad de
conocer la situacion actual de la infeccién y de las caracteristicas de los virus de
influenza que circulan en el pais con el fin de establecer estrategias de prevencion y

control basadas particularmente en estas condiciones.

9 Representacion grafica de las cepas de influenza porcina caracterizadas en Colombia, iniciando
con la deteccion seroldgica de los virus H3N2 y H1IN1 de tipo clasico, hasta la caracterizacion
molecular de la cepa HIN1pdmOQ9 desde 2009
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2.Monitoreo del virus de influenza A en
cerdos en plantas de beneficio de Colombia

2.1 Resumen

La influenza se manifiesta como una enfermedad de tipo respiratorio en cerdos y es
causada por un virus del género infuenzavirus A, perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae, y cuyos reportes iniciales estan estrechamente relacionados a la
pandemia de la gripe espafiola de 1918. La enfermedad se caracteriza por presentar una
baja mortalidad y una alta morbilidad, representada por una rapida propagacién entre los
cerdos e impactando la tasa de crecimiento de los animales en los sistemas productivos.
Teniendo en cuenta los aspectos relacionados a una alta variabilidad genética de los
virus de influenza, y especialmente el rapido surgimiento y diseminacion de la cepa H1IN1
pandémica de 2009 (H1IN1pdmOQ9) se llevo a cabo un estudio para evaluar la situacion
actual de la presencia del virus en la poblacion porcina en Colombia. Como una
estrategia para tener una mayor cobertura que brindara una aproximacion a la situacion
del pais, se recolectaron 369 muestras de tejido pulmonar de cerdos clinicamente sanos
en plantas de beneficio ubicadas en 11 regiones geograficas de Colombia, las cuales
fueron analizadas mediante pruebas de gRT-PCR para la deteccién de virus de influenza
A. De acuerdo con los resultados obtenidos para este primer analisis, las muestras
positivas a la prueba molecular fueron utilizadas para realizar intentos de aislamiento del
virus, utilizando para ello huevos de embrion de pollo SPF de nueve a diez dias de
incubacién. Para la evaluacién del liquido alantoideo se emplearon ensayos de
hemaglutinacion y RT-PCR para la comprobar la presencia de virus de influenza A en los
huevos de embrién de pollo inoculados. Como resultado de este estudio se encontré que
las pruebas de deteccion molecular permitieron evidenciar la circulacion del virus de
influenza A en cinco de las 11 regiones geogréficas analizadas, confirmando su

presencia en las regiones de mayor produccién de cerdos en Colombia (Antioquia,
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Cundinamarca y Valle). De igual manera, el analisis de los aislamientos virales permitio la
recuperacion y confirmacion exitosa de cinco cepas de campo de virus de influenza en
cerdos, cuatro de ellas procedentes de Antioquia y una de Cundinamarca. Estos
resultados demostraron que las plantas de beneficio constituyen una alternativa viable
para el estudio y caracterizacion de los virus de influenza, permitiendo una cobertura a
nivel nacional para la recoleccion de muestras de cerdos de diferentes procedencias. En
este sentido, también se pudo comprobar que la estrategia utilizada y el tipo de muestras
recolectadas fueron utiles no solo para el diagnéstico molecular, sino que también
permitieron el aislamiento de cepas de campo del virus de influenza en porcinos,
brindando herramientas valiosas para la deteccién temprana de cambios moleculares
gue permitan anticipar el surgimiento de cepas con potencial pandémico y/o epidémico
en el territorio nacional. De igual forma, fue posible identificar aquellas regiones
geograficas donde existe continta circulando de este virus y en las cuales es posible
enfocar el desarrollo de nuevas investigaciones, bien sea extendiendo el monitoreo hacia
los sistemas de produccién porcina o analizando la presencia de este agente en otras

especies de interés.

Palabras clave: Cepa H1N1lpdmQ9, Colombia, detecciobn molecular, huevos de

embrién de pollo SPF, plantas de beneficio, virus de influenza A en cerdos

2.2 Abstract

Influenza may be displayed as a respiratory disease in pigs, this is caused by an
influenzavirus type A, which is a member of the Orthomyxoviridae family and whose initial
reports are closely related to the 1918 Spanish flu pandemic. The course of the disease is
characterized by a low mortality and a high morbidity, caused by a rapid disemination
among pigs and reducing growth rate, which is ultimately translated into negative indexes
in production systems. Taking into consideration the genetic aspects of high variability
rate associated to influenza viruses, and specially the rapid emergence and spread of
2009 pandemic H1N1 influenza virus (HLN1pdmOQ9), we carried out a survey to assess
the presence of the virus in the Colombian swine population. In order to do so, we
collected 369 lung tissue samples from clinically normal slaughterhouse pigs from 11

geographic regions of Colombia, which were analyzed using gqRT-PCR test for the
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detection of influenza A virus. Based on these results, positive samples were processed
to perform isolation trials in 9-to10-day-old specific pathogen free chicken embryo eggs.
Inoculated eggs were tested by hemagglutination test and RT-PCR assay directed to
influenza A virus matrix gene. Molecular detection techniques established circulation of
swine influenza viruses in five out of 11 geographic regions monitored, confirming their
presence in major pig producing areas in Colombia (Antioquia, Cundinamarca and Valle).
Likewise, sample testing through viral isolation analysis enabled successful recovery and
confirmation of five viral strains, four of them from Antioquia and the other one from
Cundinamarca. Our results demonstrate that slaughterhouses represent a feasible
alternative for research and characterization of influenza virus, providing a nationwide
coverage for the collection of pig samples from different regions. In this sense, we were
also able to demonstrate that the strategy and conditions employed and the type of
samples collected were useful not only for the molecular detection but also for viral
isolation of swine influenza virus. It shows that this procedure can be considered as a
useful tool to accomplish early detection of molecular changes to anticipate the
appearance of strains with pandemic and/or epidemic potential throughout the national
territory. Similarly, it was possible to identify the geographic regions where the virus
continues to circulate, and those ones that could be chosen to perform future
investigations, either by extending surveillance towards porcine raising facilities or by

exploring other species of interest.

Keywords: Colombia, HIN1pdmOQ9 strain, molecular detection, slaughterhouses,

SPF chicken embryo eggs, swine influenza A virus

2.3 Introduccidn

La presentacion de enfermedades respiratorias es uno de los principales desafios para la
industria porcina a nivel mundial, representado pérdidas considerables asociadas con la
mortalidad de cerdos en diferentes etapas productivas (Alvarez et al., 2015). La
manifestacion de los signos clinicos respiratorios es determinada por multiples factores
como las condiciones medioambientales, situaciones de manejo y la presencia de
agentes infecciosos que interactian y hacen parte del complejo respiratorio porcino

(CRP). Entre los agentes mas comunes en este complejo se encuentran
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microorganismos  bacterianos como Mycoplasma hyopneumoniae, Bordetella
bronchiseptica y Actinobacillus pleuropneumoniae, ademas de los virus causantes del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), la enfermedad de Aujeszky, el
coronavirus respiratorio porcino, el circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) y el virus de la
influenza porcina (Hansen et al., 2010; Mancipe et al., 2014). Esta ultima enfermedad
desempefia un papel primario dentro del CRP, caracterizandose por una baja mortalidad
y una alta morbilidad asociada a su rapida propagacién entre los cerdos, siendo las
principales vias de transmision los aerosoles, fomites contaminados y el contacto directo
con secreciones provenientes de individuos enfermos (Neira et al., 2016). Los signos
iniciales que se desarrollan en los animales afectados son una fiebre de 40,5°C, letargia,
anorexia y se pueden observar descargas nasales y oculares (Kappor y Dhama, 2014).
Otros signos caracteristicos son una dificultad para respirar y tos, esta Ultima causada
por una bronquitis y bronquiolitis extensa. La recuperacion de los cerdos es rapida y
generalmente toma entre 6 y 7 dias después de la infeccion (Janke, 2013; Taubenberger
y Morens, 2008). Todos los grupos etarios pueden verse comprometidos, pero se ha
demostrado una mayor incidencia en cerdos jévenes, especialmente aquellos en etapa

de precebo (Kothalawala et al., 2006; Torremorell et al., 2012)

Los primeros reportes de esta enfermedad estan estrechamente relacionados con la
pandemia de la gripe espafiola de 1918 y es causada por un virus del género influenza A
virus, que a su vez pertenece a la familia Orthomyxoviridae. Se caracteriza por ser un
virus envuelto de 80-120 nm de diametro y poseer un genoma ARN segmentado de
cadena sencilla de polaridad negativa. EI genoma se compone de ocho segmentos
virales que codifican entre 11 o 12 proteinas (Harris et al., 2006; Shaw y Palese, 2013),
entre las cuales se encuentran las proteinas de superficie, Hemaglutinina (HA) y
Neuraminidasa (NA) que se proyectan a través de la envoltura viral y se encargan de
interactuar con los receptores de acido sialico de las células huésped (Fanning et al.,
2000; Mair et al., 2014). El gen de la proteina de matriz codifica para dos proteinas, M1
(proteina de matriz) y M2 (proteina de poro de iones)(Ito et al., 1991). Las proteinas PB1
(polimerasa basica 1), PB2 (polimerasa basica 2), PA (polimerasa acida) conforman el
complejo de la ARN polimerasa. Con respecto a éstas, recientemente se han

caracterizado nuevas proteinas accesorias PB1-F2, PB1-N40 y PA-X codificadas solo por
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algunos virus de influenza (Rodriguez-Frandsen et al., 2015; Solbak et al., 2013; Vasin et
al., 2014).

Una caracteristica importante de los virus de influenza es su alta tasa de variabilidad
genética, la cual estd determinada principalmente por dos mecanismos; el primero,
denominado drift antigénico, se relaciona con la actividad de la ARN polimerasa, la cual
no posee un sistema de correccion de lectura eficiente durante el ciclo de replicacion, lo
gue conlleva a la aparicion de mutaciones graduales en uno o mas segmentos
gendmicos (Air, 2015; Greenbaum y Ghedin, 2015). El segundo, conocido como shift (o
rearreglo), involucra el intercambio de uno o mas segmentos virales cuando ocurre una
infeccion simultanea con dos cepas diferentes del virus de influenza en una misma célula
(Greenbaum et al., 2015). Tales cambios trabajan de forma cooperativa para la
generacion de virus con nuevas caracteristicas moleculares y adaptaciones que les
permitan cruzar la barrera entre especies y en ciertas ocasiones adquirir un potencial
pandémico (Mehle et al., 2012; Smith et al., 2009), resultando en una mayor complejidad
para el entendimiento biolégico y epidemiolégico de este agente, dificultando asi el
establecimiento de medidas de control y/o prevencién eficientes en las poblaciones tanto

de animales como humanas.

Esta complejidad se asocia igualmente a la existencia de multiples subtipos de virus de
influenza A, ya que, de acuerdo a las caracteristicas moleculares y antigénicas de las
glicoproteinas de superficie, HA y NA, estos virus se han clasificado en 18 subtipos de
HA y 11 subtipos de NA que se reconocen actualmente en aves y diversos huéspedes
mamiferos (Dangi y Jain, 2012; Olsen et al., 2006; Webster, 1998; Wu et al., 2014),
siendo los mas comunes y prevalentes dentro de la especie porcina son los subtipos
HIN1, HIN2 y H3N2 (Yoon et al., 2014); sin embargo, los cerdos también son
susceptibles a infecciones por virus de influenza de origen humano y aviar, y a menudo
son denominados “vasos mezcladores” para la generacion de nuevos virus, debido a la
capacidad de expresar en la superficie de sus células epiteliales los receptores de acido
sidlico en conformacion a-2,6 y a-2,3 (Scholtissek, 1994; Suzuki et al., 1997); el primero
esta relacionado con la afinidad por los virus de origen humano (Neumann y Kawaoka,
2015), mientras que el segundo media preferiblemente la entrada de los virus de

influenza de origen aviar (Wang et al., 2015). A pesar de lo anterior, es importante
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mencionar que recientemente se ha considerado que la via de transmision de humanos
hacia cerdos es una fuente potencial para la generacién de nuevas variantes del virus
(Nelson et al., 2012; Zhu et al., 2015) y es en este contexto que la aparicion del virus
H1N1 pandémico de 2009 (H1N1pdmOQ9) y los eventos ocurridos después de la
pandemia han llevado a un incremento en la diversidad genética de los linajes de virus de
influenza en los cerdos (Kong et al., 2015; Vijaykrishna et al., 2010).

Con respecto a la situacion de la infeccion por virus de influenza en cerdos en Colombia,
existe evidencia de reactividad serologica desde finales de los 70's y deteccion
molecular, asi como aislamiento de cepas de campo por parte de nuestro grupo de
investigacion a partir de 2008, lo cual demuestra la circulacion del virus de influenza en la
poblacién de cerdos en nuestro pais, identificAndose la presencia de cepas del tipo HIN1
clasico y H3N2 porcino, al igual que el virus H1N1pdmO09, sugiriéndose una
predominancia de este Ultimo en las principales regiones productoras de cerdos del pais
en la actualidad (Cucaita, 2005; Hanssen et al., 1977; Mogollon et al., 2003; Ramirez-
Nieto, 2012).Basados en lo anterior y teniendo en cuenta que se desconocen los efectos
ocurridos como consecuencia de la aparicién del virus HIN1pdmOQ9 en las poblaciones
de cerdos en Colombia, se hace necesario llevar a cabo estudios de vigilancia que
permitan ademas de realizar la deteccién y caracterizaciébn molecular de los virus que
circulan actualmente, obtener cepas de campo que amplien las posibilidades de conocer
caracteristicas biologicas, antigénicas y de patogenicidad del virus de influenza en
Colombia, aportando al conocimiento de un agente cuyo amplio rango de huéspedes y
caracteristicas intrinsecas asociadas a la variabilidad de su genoma representan un

riesgo y un desafio permanente para la ciencia y la salud a nivel mundial.

Con el fin de contribuir a éste conocimiento se plante6 el presente estudio, el cual busca
establecer una estrategia que permita acceder a un numero importante de muestras con
alcance a nivel nacional, lo cual beneficiara estudios de tipo epidemioldgico,
disminuyendo riesgos desde el punto de vista de bioseguridad en las granjas al permitir
la utilizacion de muestras a nivel de planta de beneficio sin tener que ingresar
directamente a las explotaciones, y evitando factores de estrés en los animales
relacionados con la manipulacion indispensable para obtencion de muestras en animales

vivos, lo cual contribuye en reducir factores que puedan impactar el bienestar animal. Se
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propone igualmente la implementacibn de metodologias para deteccion y analisis
molecular asi como su evaluacion para la obtencion de cepas de campo a partir de estas
muestras, lo cual permitird determinar no solo la presencia y circulacion del virus de
influenza A en cerdos en el pais, sino que ademas ofrecera una alternativa para generar
un banco de cepas de campo de fundamental relevancia para el entendimiento de la
evolucion de los virus de influenza en nuestro medio, lo cual guarda relevancia no solo a

nivel nacional sino también internacional.

2.4 Materiales y Métodos

2.4.1 Recoleccion y preparacion de muestras

Se obtuvieron muestras del tracto respiratorio, particularmente de tejido pulmonar, de
cerdos al sacrificio en condiciones postmortem. Las muestras fueron tomadas de cerdos
clinicamente sanos en 22 plantas de beneficio localizadas en 11 regiones geogréficas de
Colombia, entre septiembre y diciembre de 2015. El disefio del estudio es de tipo
exploratorio y el tamafio de la muestra fue de 306 de acuerdo con el censo porcino
realizado durante 2014 (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE),
2014), utilizando una poblacién de cerdos de 3.928.585 (N) en las once regiones
geogréaficas de interés (Tabla 2-1), con una prevalencia esperada del 15% (p) de
acuerdo con estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacién, una
significancia del 95% (Z), una precisién del 2%, y el valor de q = 85% (1-15%); de

acuerdo con lo anterior, se calculé el tamafio de la muestra de la siguiente manera:

NZ?pq _ 3.928.585 (1.96)2(0.15)(0.85)

d2(N-1)+Z2pq n= (0.02)2%(3.928.585-1)+1.962(0.15)(0.85) n =306

El total de muestras se incrementd considerando un margen de error del 14% por
pérdidas asociadas a la recoleccion, transporte y/o procesamiento, para un total de 369,
gue fueron tomadas en forma aleatoria y seleccionado entre 2-5 cerdos procedentes de
la misma granja a partir de la linea de sacrificio. La distribucién de las muestras en cada
una de las regiones se realiz6 de acuerdo con la disponibilidad y el numero de cerdos en

las respectivas plantas de beneficio.



62

Deteccion y caracterizacion molecular del virus de influenza A en cerdos al

sacrificio en Colombia

Tabla 2-1: Proporcion de muestras de acuerdo con el censo porcino de 2014
Regiones Numero de cerdos Nmero de muestras
recolectadas
Cundinamarca (y Bogota) 458.958 80
Eje Cafetero 403.012 20
Antioquia 1.536.647 125
Valle del Cauca 533.862 54
Meta 418.161 10
Tolima 108.054 10
Choco 44.677 10
Huila 79.258 10
Santander 93.430 10
Atlantico 89.007 20
Narifio 163.519 20
Total 3.928.585 369

La toma de muestras se realiz6 de manera aséptica a partir de un fragmento con un
tamafio de 3 cm de largo por 3 cm de ancho a partir del I6bulo craneal de los pulmones,
el cual fue depositado en bolsas Nasco® individuales y transportado bajo condiciones de
refrigeracion hasta el laboratorio de virologia de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota. En el laboratorio, se tom6 una porcién de cada tejido para preparar una
suspension al 10% con PBS (bufer fosfato salino, pH: 7.1+0.1) suplementado al 3% con
solucién de antibidtico-antimicético (Gibco®, penicilina, estreptomicina y anfotericina B;
Referencia 15240096), en un volumen de 2 mL y se fraccioné en dos volimenes que se
almacenaron a una temperatura de -70°C hasta el momento de ser utilizadas en los
intentos de aislamiento viral. Para la extraccion del ARN se preparé una suspension
adicionando 90 mg de cada muestra a 600 uL de PBS y realizando la lisis del tejido por
ultrasonido con 50 khz durante 30 segundos, empleando un equipo sonicador (Cole-
Parmer®, Ultrasonic Homogenizer 4710 Series). Posterior a esto, se fracciond el
homogenizado en tres volimenes de 200 pL que se almacenaron a -70°C hasta el
momento de llevar a cabo la extraccion del ARN empleando para ello el RNAeasy Mini
Kit (Qiagen®, CA, USA). Las contra-muestras de cada homogenizado y los tejidos

pulmonares originales se conservaron a una temperatura de -70°C para llevar a cabo
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analisis adicionales cuando se requirio. Las actividades desarrolladas se describen en la

figura 2-1.

Figura 2-1: Diagrama de actividades para la obtencién y preparacion de las muestras

de tejido pulmonar en cerdos?®
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2.4.2 Analisis mediante RT-PCR tiempo real (QRT-PCR)

A partir del RNA obtenido como se indicé previamente, se llevé a cabo un qRT-PCR
inicial empleando sondas de hidrélisis TagMan® y primers para la deteccion del gen de
la matriz (M) de los virus de influenza A (Inf A), del gen NP de virus de influenza porcina
(SW Inf A) y del gen HA del virus de influenza del subtipo H1 (SW H1), mediante la
adaptacion de un protocolo estandarizado por el CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) en Atlanta, USA (CDC, 2009). De acuerdo con los resultados obtenidos, se
llevd a cabo una subtipificacién por medio de un ensayo de gRT-PCR multiplex usando

sondas de hidrélisis TagMan® para la deteccion de los genes HA y NA de los virus de

10 Diagrama para el desarrollo de actividades en la preparacién de las muestras, iniciando con la
recoleccion hasta la reparacion de los homogenizados para los ensayos de RT-PCR y aislamiento
viral
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H3N2 porcino; este ensayo fue adaptado a partir de un procedimiento operativo estandar
suministrado por la Universidad de Minnesota (MOL.SOP.218). Se realizaron reacciones
en un solo paso utilizando el sistema de RT-PCR SuperScript™ Il Platinum® One-step
(Invitrogen®, California, USA). Las reacciones de RT-PCR en tiempo real se realizaron
empleando el termociclador LightCycler 480 (Roche Life Science®) y la recuperacion y
andlisis de datos se llevd a cabo usando el programa Roche LightCycler® version 1.5.
Las muestras fueron consideradas negativas cuando mostraban un valor de Cp mayor a

39 y positivas si se obtenian valores por debajo de este limite.

Para las reacciones en el primer analisis se usé un volumen final de 25 pL, teniendo en
cuenta los siguientes volimenes y concentraciones de trabajo: 1.25X para el bufer 2X
Reaction Mix Invitrogen® (Invitrogen, Corp., CA, USA), 1 uM para cada primer, 0.25 uM
de cada sonda, 0.5 pL de la enzima Taq SuperScript Il RT/Platinum® (Invitrogen, Corp.,
CA, USA) y 5 L del acido nucleico extraido de cada muestra. Los perfiles térmicos
iniciaron con la transcripcién inversa en un ciclo a 50°C por 30 minutos, luego un ciclo de
activacion de la enzima Taqg a 95°C por 2 minutos Yy luego 45 ciclos de amplificacién por
PCR a 95°C por 15 segundos y a 55°C por 30 segundos, en el cual se captaban las
sefales de fluorescencia. Las muestras positivas en el analisis de Inf A y negativas para
los ensayos de SW Inf Ay SW H1, fueron incluidas en la prueba de subtipificacion para
detectar a virus del subtipo H3N2 porcino, empleando un volumen final de reaccion de 25
pUL y las siguientes concentraciones y volimenes de trabajo: 1.25X para el bufer 2X
Reaction Mix Invitrogen® (Invitrogen, Corp., CA, USA), 0.5 uM del primer forward H3,
0.75 puM del primer reverse H3, 0.75 uM del primer forward N2, 1 uM del primer reverse
N2, 0.3 UM de cada sonda, 0.5 pL de la enzima Taq SuperScript Il RT/Platinum®
(Invitrogen, Corp., CA, USA) y 5 pL del &cido nucleico extraido de cada muestra. Los
ciclos térmicos de este ensayo comenzaron con la transcripcion inversa a 50°C por 30
minutos, luego un ciclo activacion de la Taq polimerasa a 95°C por 15 minutos y luego 30
ciclos de desnaturalizacion (94°C por 30 segundos), hibridacién (58°C por 1 minuto),
elongacién (72°C por 1 minuto), y finalmente otro ciclo de elongacion a 72°C por 7
minutos. Las secuencias de primers y sondas utilizadas se encuentran consignadas en la
tabla 2-2.
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Tabla 2-2: Primers y sondas usados para la deteccién y caracterizacion de virus de
influenza A mediante gRT-PCR

Primers y sondas Secuencia (5'>3")
InfA Forward GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
InfA Reverse AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA
Sonda InfAl? TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG
SW InfA Forward GCA CGG TCA GCACTT ATY CTR AG
SW InfA Reverse GTG RGC TGG GTTTTC ATTTGG TC
Sonda SW InfAt? CYA CTG CAA GCC CAT” ACA CAC AAG CAG GCA
SW H1 Forward GTG CTA TAAACA CCAGCCTYCCA
SW H1 Reverse CGG GAT ATT CCT TAATCC TGT RGG
Sonda SW H1! CA GAA TAT ACA “T"CC RGT CAC AAT TGG ARA A
H3 Forward CGC AAT MGC AGG TTT CAT AGA
H3 Reverse GAT GCC TGA AAC CGT ACCA
Sonda H313 ATG GTT GGG AGG GAAT
N2 Forward TGG TCA AAG CCG CAA TG
N2 Reverse CAG CGG AAA GCC KAATCG
Sonda N24 ATTACAGGATTTGCACTTTTT

2.4.3 Aislamiento viral

La descripcion de los pasos generales en el desarrollo del aislamiento viral se explican
en la figura 2-2 e inicia con la seleccion de las muestras positivas a la prueba gRT-PCR
gue tuviesen una mayor concentracion de antigeno viral. El intento de aislamiento viral se

realizé por medio de la inoculacion del homogenizado de tejido pulmonar en los huevos

11 Sonda marcada en el extremo 5' con el reportero FAM y en el extremo 3' con el BHQ1
(Blackhole Quencher 1)

12 Sondas marcadas en el extremo 5' con el reportero FAM y marcada internamente con el
quencher BHQ1 en un residuo “T” y posee una modificacién en el extremo 3' para prevenir la
extension para Tag polimerasa

13 Sonda marcada en el extremo 5' con el reportero 6FAM y con el quencher MGB (minor groove
binder) en el extremo 3'

14 Sonda marcada en el extremo 5' con el reportero VIC y con el quencher MGB (minor groove
binder) en el extremo 3'
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de embrion de pollo SPF (libres de patégenos especificos) de nueve a 11 dias de
incubacién. Se utilizé un volumen de 0.2 mL de la suspension en la inoculacion por la via
de la cavidad alantoidea, y luego de ser sometidos a un periodo de incubacion por 72
horas a una temperatura de 37°C (incubadora Presicion® modelo 1020), fueron
observados diariamente al ovoscopio para verificar viabilidad de los embriones. El liquido
alantoideo recolectado al final del proceso de incubacion fue analizado mediante una
prueba de hemaglutinacion (HA) utilizando una solucion de glébulos rojos de pollo SPF al
0.5%, para detectar la presencia de un agente hemaglutinante. Posteriormente, los
resultados positivos a la prueba de HA fueron confirmados a través de un andlisis de RT-
PCR convencional dirigido a la amplificacion del gen M del virus de influenza A y los
resultados negativos se confirmaron mediante dos pases ciegos adicionales para

confirmar la ausencia del virus.

Figura 2-2: Diagrama de actividades para la realizacién del aislamiento*®

Huevos de
embrién de pollo

Cosecha de
liguido alantoideo
después de 72

horas

Prueba de
hemaglutinaciéon
usando glébulos

rojos de pollo

1 1

2 pases ciegos
adicionales

RT-PCR ~{Gen W]

Para la deteccion especifica del virus de influenza A se realiz6 un ensayo de RT-PCR
convencional para la deteccion del gen M, llevando a cabo una transcripcién inversa con

las siguientes concentraciones de trabajo: 2.5 uM del primer Unil2 (5'-

15 Descripcion grafica de las actividades para el andlisis de muestras mediante aislamiento viral en
huevos de embrion de pollo SPF, utilizando las técnicas de hemaglutinacién y RT-PCR para la
confirmacion
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AGCAAAACGAAG-3"), 1 mM de dNTP, 1X del bufer 5X First strand buffer (50 mM Tris-
HCL, 35 mM KCL, 3 mM MgClI2), 0.005 M of DTT (Dithiothreitol), 2U/uL de la enzima
RNaseOUT (Invitrogen, Corp., CA, USA), 10U/uL de la enzima SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Corp., CA, USA) y 4 uL del ARN extraido para un volumen final
de 20 puL. El perfil térmico utilizado consistié de un ciclo inicial a 65°C por 3 minutos, un
ciclo de transcripcion inversa con 42°C de temperatura por 60 minutos y un ciclo final de
inactivacion a 70°C por 15 minutos. En la reaccion de PCR se utilizé un volumen final de
25 pL con una concentracion de 1X del bufer 5X de PCR (20 mM Tris-HCL, 50 mM KCL),
3 mM de MgCL2, 0.6 uM de cada juego de primer (Tabla 2-3), 0.4 mM de dNTP, 0.05
U/uL de la enzima ADN polimerasa Tag Platinum (Invitrogen, Corp., CA, USA) y se
adicionaron 2 pL del ADNc sintetizado. El perfil térmico incluyé un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 1
minutos), hibridacién (53.5°C por un minuto) y elongacion a 72°C por 5 minutos. El
fragmento amplificado tenia una extension esperada de 153 pb y lo productos fueron
analizados en una electroforesis con un voltaje constante de 85 V durante 60 minutos,
utilizando solucién bufer TAE (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 1 mM), gel agarosa al 1%
(9012-36-6 Amresco®) y EZ vision (Amresco®) como bufer de carga y agente
intercalante para la visualizacion y la captura de imagenes se realiz6 con el

fotodocumentador Gel Doc 1000 de marca Biorad®.

Tabla 2-3: Primers usados para la amplificacion de un segmento del gen M por RT-
PCR

Primers Secuencia (5'>3")
M Forward ACG GAT GGG AGT GCA GAT AC
M Reverse GAA GGC CCTCTTTTC AAACC

2.5 Resultados

Como resultado de este estudié se demostrd, utilizando pruebas de analisis molecular, la
presencia del virus de influenza A en muestras de cerdos procedentes de cinco de las 11
regiones analizadas (Cundinamarca, Eje Cafetero, Antioquia, Valle del Cauca y Meta).
Se identificaron 44 muestras positivas al virus de influenza A, a partir del total de 369

evaluadas, lo que representa una proporcion del 11.9% de los analisis realizados (Tabla
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2-4). La mayor distribucion de muestras positivas correspondié a las regiones de
Cundinamarca y Antioquia, mostrandose un porcentaje de deteccion molecular de 17.5%
y 18.4%, respectivamente. Las pruebas de subtipificacion adicionales por medio de gRT-
PCR caracterizaron a la cepa HIN1pdmO09 en dos muestras recolectadas en Antioquia y
una muestra procedente de Cundinamarca. Por otro lado, no se pudo demostrar la
presencia de virus del subtipo H3N2 a través de andlisis moleculares de las muestras
analizadas. Por otro lado, no se pudo demostrar la presencia de virus del subtipo H3N2 a

través de analisis moleculares de las muestras analizadas.

Tabla 2-4: Resultados obtenidos en el andlisis por medio de qRT-PCR

. _ ) ) ) Valle del
Region Cundinamarca | Eje Cafetero | Antioquia Meta
Cauca
Muestras positivas 14 3 23 3 1
Subtipificacién 116 0 216 0 0
Porcentaje 17.5% 15% 18.4% 5.5% 5.5%

2.6 Aislamiento viral

Fue posible la obtencién de cinco aislamientos virales como resultado de la inoculacion
en huevos de embrién de pollo, confirmandose que correspondian a virus de influenza A
de acuerdo con los resultados de la prueba de hemaglutinacion y el andlisis de RT-PCR
convencional para la deteccion del gen de la matriz (Figura 2-3). Uno de los aislamientos
identificado como A/swine/Colombia/1-019/2015 se obtuvo a partir de muestras de
cerdos de Cundinamarca, mientras que los cuatro restantes (A/swine/Colombia/3-
015/2015 A/swine/Colombia/3-020/2015, A/swine/Colombia/3-021/2015,
A/swine/Colombia/3-027/2015) fueron aislados a partir de muestras tomadas de cerdos
procedentes de Antioquia. El andlisis de subtipificacion por gRT-PCR revel6 que estas

cepas poseian caracteristicas moleculares asociadas a la cepa HIN1pdmQ09.

16 Subtipificacion positiva para la cepa HIN1pdmQ9
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Figura 2-3:  Confirmacién de los aislamientos positivos por medio de RT-PCR?’

2.7 Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran la circulacién de virus de
influenza en cerdos en cinco de las 11 regiones geogréficas de Colombia que fueron
analizadas, y corroboran que el virus continua circulando y es causante infecciones en
los animales en tres de las regiones donde se concentra una gran proporcion de las
granjas de produccion de cerdos en el pais (Cundinamarca, Antioquia y Valle), (Instituto
Colombiano Agropecuario, 2016). Vale la pena mencionar que de acuerdo a
investigaciones realizadas previamente por nuestro grupo de investigacion en estas
mismas regiones se evidencié la presencia y se lograron aislamientos de virus de
influenza porcina del tipo HIN1 clasico y HIN1pdm del 2009 (Ramirez-Nieto, 2012).
Teniendo en cuenta lo anterior, se demuestra que los virus de influenza se han
establecido de manera permanente en las explotaciones porcinas sugiriendo la existencia
de flujos de transmision permanentes entre los cerdos como lo han demostrado algunos
estudios en otros paises (Pereda et al., 2011; Tremblay et al., 2011; Chiapponi et al.,
2014; Nonthabenjawan et al., 2014), favoreciendo en este caso el establecimiento de una

enfermedad con caracter endémico en la poblacion de cerdos de Colombia.

En cuanto a la estrategia utilizada, es evidente que las plantas de beneficio pueden ser

una fuente importante para obtener informacién para el monitoreo de estos y

17 Electroforesis de productos obtenidos mediante el andlisis de RT-PCR para la amplificacién de
un fragmento de 153 pb del gen M. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2 al
6: aislamientos positivos al virus de influenza; carril 7: control negativo; carril 8: control positivo.
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probablemente otros agentes no solo de tipo viral sino bacteriano, ya que ademas de
brindar una mayor cobertura de individuos y/o regiones procedentes de todo el territorio
nacional, hace posible la obtencion de un nimero de muestras de cerdos, en un periodo
de tiempo que seria imposible de alcanzar a nivel de explotaciones de manera individual,
debido a las limitaciones en cuanto a medidas de bioseguridad y manejo de animales, lo
cual coincide con otros estudios realizados alrededor del mundo (Zhu et al., 2011; Qi et
al., 2012; Fan et al., 2012; Chen et al., 2013; Pascua et al., 2013; Qiao et al., 2014; Lee
et al., 2015).

Es de resaltar que las muestras de tejido pulmonar de cerdos tomadas en condiciones
postmortem demostraron ser Utiles para realizar no solo pruebas de deteccién molecular
y establecer la presencia del virus de influenza, sino que ademas permiti6 obtener
aislamientos de cepas virales, los cuales fueron utilizados para realizar analisis de
caracterizacibn molecular y filogenia, brindando un potencial mayor como alternativa
para llevar a cabo estudios de epidemiologia molecular, eco-biologia, patogénesis y
evaluacion in vivo e in vitro de los asilamientos obtenidos, convirtiéndose en una fuente
importante para crear un banco de cepas de campo que permita conocer el
comportamiento de los virus de influenza en condiciones locales, anticipando el
establecimiento de estrategias de control y/o prevencidn basadas en un conocimiento

cierto.

Por otra parte, es importante recalcar que los ensayos moleculares permitieron la
deteccion de virus de influenza en animales clinicamente sanos, lo cual podria evidenciar
el mantenimiento de un estado subclinico de la infeccion que se prolonga hasta la etapa
final de sacrificio, haciendo necesario determinar qué mecanismos o factores de tipo
ecolégico y/o epidemiologico favorecen el mantenimiento de la infeccion en granjas
tecnificadas con buenas practicas de manejo, donde es de esperar que los animales
hayan desarrollado una respuesta inmune como resultado de la exposicién natural al
virus, lo cual representan un factor importante a tener en cuenta en los programas de
control instaurados. Esto concuerda con lo encontrado en otras investigaciones (Bowman
et al.,, 2012; Dagan et al., 2014; Takemae et al., 2016) y demuestra la importancia de
realizar estudios tendientes a esclarecer los mecanismos que favorecen el

mantenimiento de este agente en un estado de infeccidbn subclinica que podria ser
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exacerbada bajo condiciones de estrés o0 debido a la presencia de otros
microorganismos, lo cual hace que cobre mayor relevancia el establecer la presencia del
virus en las poblaciones porcinas. Se hace necesario entender y establecer la
importancia del mantenimiento de una infeccién de este tipo y las consecuencias de la
misma, las cuales pueden ser subestimadas o atribuidas a causas externas, ignorando
de esta manera el impacto negativo en los pardmetros productivos de ganancia de peso
0 en un aumento en la predisposicién a otras enfermedades como consecuencia de la
presencia de una infeccion por virus de influenza A no detectada en los animales; se
requiere por tanto estudiar estos aspectos y determinar estrategias de control
apropiadas, tomando en consideracioén las condiciones de produccion de nuestro pais.

Los resultados aqui obtenidos permiten confirmar la predominancia de la cepa
H1N1pdmO09, la cual se establecié después de su surgimiento en 2009, cuando encontro
una poblacién de cerdos susceptibles a este nuevo subtipo en nuestro pais. La
circulacion continua de esta cepa pone en consideracion la necesidad de caracterizar la
existencia de ventajas evolutivas promoviendo la adquisicion de mecanismos de
adaptacion que le permiten prevalecer y predisponer al desplazamiento de virus de
influenza de otros origenes, como los de tipo clasico, lo cual probablemente ocurrié en
nuestro medio, ya que virus de influenza del tipo clasico fueron detectados hasta 2008 y
posteriormente fueron reemplazados por el subtipo HIN1pdmQ9. Este hallazgo ha sido
descrito en otras publicaciones (Sakabe, Ozawa, Takano, Iwastuki-Horimoto, & Kawaoka,
2011;Wérmann et al.,, 2016) y resalta la necesidad de desarrollar pruebas de
caracterizacion de los virus circulantes en la poblacién de cerdos del pais, que permitan
conocer los cambios genéticos que han ocurrido durante los Gltimos afios y establecer su
transcendencia y posible impacto para la salud publica y la sanidad animal, lo cual
muestra la necesidad de seguir estudiando la dinamica de circulacién del virus de

influenza en la poblacién de cerdos de Colombia.

Es importante mencionar que los analisis de secuenciacion y filogenia son necesarios
para establecer el probable origen de las cepas aisladas, es decir describir las cadenas
de infeccion que demuestran la procedencia de estos agentes y la(s) especie(s) que
pueden estar implicadas en los flujos de transmision, pudiendo establecer nuevas

introducciones de las cepas de influenza hacia la poblacién de cerdos. Considerando las
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caracteristicas genéticas de alta variabilidad molecular que determinan la aparicién de
nuevas adaptaciones que pueden estar relacionadas con un incremento en la virulencia,
como se ha podido establecer en otras investigaciones (Brookes et al., 2010; Wenjun Ma
et al., 2012; Mancera Gracia et al., 2017) es indispensable ampliar el estudio
involucrando otros huéspedes potenciales que pueden contribuir en la compleja
interaccion y generacion de cepas con caracteristicas diferentes.

2.8 Conclusiones

El virus de influenza A esta presente y circulando en explotaciones de cerdos de
diferentes procedencias en el territorio nacional. La deteccion molecular de este virus en
las muestras de tejido pulmonar recolectadas postmortem a partir de animales
clinicamente sanos resalta su utilidad en el diagnéstico de agentes virales y en la
deteccion de infecciones de tipo subclinico, lo cual tiene una gran significancia en el
entendimiento de la epidemiologia de infeccién por virus de la influenza tanto en

animales como en el hombre.

La estrategia de muestreo utilizada a nivel de plantas de beneficio provee diversas
ventajas en comparaciéon con la toma de muestras a nivel de las granjas, incluyendo
aguellos aspectos que se asocian con las restricciones para el ingreso a las granjas y el
seguimiento de rutinas que cumplan con los requisitos de bioseguridad para prevenir la
entrada de patdégenos a las explotaciones animales. En este sentido, también brinda una
mayor practicidad y facilidad durante la recoleccion, que determina la recoleccién de un
mayor namero de muestras y disminuye el tiempo invertido durante el proceso. Asi
mismo, se eliminan factores de estrés que pueden tener un efecto en el bienestar al
evitar la manipulacién individual de los animales en la granja. Por otro lado, es importante
mencionar que al analizar muestras tomadas en animales al sacrificio se omite parte del
panorama que puede existir en las granjas, ya que no se incluyen aquellos grupos etarios
gue pueden llegar a tener una mayor susceptibilidad a este agente viral, pero se puede

obtener una muestra de los cerdos de diferentes granjas a nivel nacional.

La obtencion de nuevos aislamientos ofrece la posibilidad de generar un banco de cepas

del virus que puede ser utilizado en estudios moleculares que permitan conocer la
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evolucién del virus de influenza en nuestro pais, y ademas realizar ensayos biolodgicos
y/o inmunolégicos para comprender los mecanismos de infeccion, patogénesis y control

de la influenza en cerdos y en otras especies susceptibles.

Por otro lado, teniendo en cuenta que no fue posible detectar virus del subtipo H3N2 en
las muestras analizadas, a pesar de que su presencia ha sido confirmada en estudios
serolégicos desarrollados previamente en Colombia, resalta la necesidad de
complementar esta informacion con nuevos estudios de vigilancia dentro de los sistemas
de produccion, para extender el alcance de la evaluacibn molecular que permitan
demostrar la existencia 0 no de cepas de otros linajes o subtipos circulando en las
explotaciones porcinas del pais.

Los resultados obtenidos permiten analizar el contexto epidemiolégico de Colombia
relacionado con la circulacion del virus de influenza en explotaciones comerciales de
cerdos, haciendo evidente la necesidad de continuar con nuevas investigaciones, a
través de la implementacion de un plan de monitoreo a nivel de los sistemas productivos
en granja, que permitira la descripcion de los flujos de transmision, la determinacion de
los factores de riesgo presentes en estas instalaciones y la prevalencia asociada a cada
uno de los grupos etarios presentes en la granja. De igual forma, es importante la
exploracion de otras especies de interés dentro de la ecologia del virus de influenza para
detallar los aspectos relacionados con los factores de transmision inter-especie y

cambios en la dinamica de adaptacién de huéspedes.

Es claro el papel clave que desempafian los virus de influenza en el desarrollo de
eventos de tipo pandémico en la poblacion humana y las repercusiones relacionadas con
la aparicion de un virus con una patogenicidad y transmisibilidad impredecibles. Estos
aspectos deben ser evaluados periédicamente con el objetivo de detectar cambios
moleculares que pueden estar asociados a la adquisiciébn de nuevas adaptaciones, o
diferencias en patogenicidad y/o virulencia de las cepas del virus circulando en nuestro

medio.
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3.Molecular surveillance of influenza A virus
in Colombian slaughterhouse pigs
demonstrates subclinical infections

3.1 Abstract

Swine influenza is a highly contagious respiratory disease caused by an influenzavirus A,
which is a member of the Orthomyxoviridae family. Currently, there are 18 Hemagglutinin
(HA) and 11 Neuraminidase (NA) virus subtypes which are characterized according to
surface glycoproteins, including those ones recently detected in bats. There are two
variation mechanisms considered to be the main source for rapid evolution of influenza
virus: antigenic drift and shift (reassortment), that operate in a cooperative mode for the
emergence of new strains that may acquire pandemic potential. The appearance and
spread of 2009 pandemic HIN1 (H1IN1pdmQ9) influenza virus in pig population worldwide
played an important role that led to major molecular changes in swine influenza lineages.
This situation was translated into the co-circulation of pandemic and endemic strains and
ultimately into a predisposition for the increase of reassortment events. Considering these
aspects and based on the results of previous studies in our research team, it is evident
that there is a need to provide new information about swine influenza viruses circulating in
Colombia. We carried out a survey to analyze 788 lung tissue samples collected during
2015-2017 from pigs at slaughterhouses located in 11 different geographic regions of
Colombia. The samples were prepared and analyzed by initial gRT-PCR test targeting the
matrix (M) gen of Influenza A virus. Subsequently, subtyping analysis was performed on
positive samples employing protocols for detection of the swine influenza virus
Nucleoprotein (NP) gene, 2009 pandemic HIN1 influenza virus HA gene, and swine
H3N2 HA and NA genes. Positive samples were inoculated in 9-10 day old specific
pathogen free (SPF) embryo chicken eggs. After an incubation period of 72 hours,

positive isolates were confirmed by hemagglutination test and RT-PCR analysis for
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specific detection of influenza A virus. Full length amplification of HA, NA, M and NS
genes of collected isolates were used for sequencing and phylogenetic analysis. Our
results show that we were able to detect the influenza A virus from 116 samples collected
in five geographic regions, 13 of which were identified as H1 subtype, and 3 as
H1N1pdmO09 virus after a subtyping test. Recovery and evaluation of 5 influenza A field
isolates from the regions of Antioquia and Cundinamarca established that all four
analyzed genes were grouped with HIN1pdmO09 viruses reported around the world from
human and swine hosts, showing no evidence of genes from additional lineages. Results
described in this study confirm that swine influenza virus is currently circulating in the
main pig producing areas of Colombia. This also demonstrates the presence of
H1N1pdmO09 subtype as a causative agent for infections in Colombian pigs as no viruses
from other lineages could be stablished. Such findings highlight the importance of
extending surveillance research to additional locations and to different species in order to
examine ecologic aspects associated to the transmission pathway and risk factor for
influenza virus. The integration of these findings and recording of new information will
help detect new molecular changes and anticipate 7the emergence of new pandemic

and/or endemic events.

Keywords: 2009 pandemic H1N1 influenza virus, Colombia, lung tissue, molecular

variation mechanisms, qRT-PCR, slaughterhouses, swine Influenza virus.

3.2 Introduction

Swine influenza is a highly contagious disease and endemic in the pig population
worldwide (Brown, 2000). The causative agent is an influenzavirus type A, a member of
the Orthomyxoviridae family, which possesses a negative, single stranded and
segmented RNA genome (Harris et al., 2006; Shaw & Palese, 2013). Influenza A virus
can be further classified into different subtypes according to the molecular and antigenic
characteristics on the major surface glycoproteins, hemagglutinin (HA) and
neuraminidase (NA) (Dangi & Jain, 2012); currently there are 18 HA and 11 NA subtypes
that have been found in birds and mammalian hosts (Munster et al., 2007; B. Olsen et al.,
2006; Webster, 1998; Wu et al., 2014) (Munster et al., 2007; B. Olsen et al., 2006;
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Webster, 1998; Wu et al., 2014). HIN1, HIN2 and H3N2 subtypes are considered the
most prevalent and they are the most frequently associated with infections in pigs (Lyoo,
et al., 2014; Yoon et al., 2014).

Two variation mechanisms in the viral genome are associated to the continuing evolution
of influenza virus. One of them, the antigenic drift involves gradual mutations occurring in
one or more viral segments leading to minor changes in proteins that can accumulate
over time, this is promoted by the RNA polymerase’s high error rate during the replication
process (Air, 2015; Fiers et al., 1981; Greenbaum & Ghedin, 2015). The other mechanism
is known as shift or reassortment and involves the exchange of viral segments when
simultaneous infection with two different virus subtypes occurs (Gerber et al., 2014;
Greenbaum et al., 2015; Zhang et al., 2013). Although not all new strains and subtypes
generated as a result of these mechanisms are successfully established, some of them
may give rise to virus with pandemic potential and/or acquire new adaptations that will

allow the virus to cross host range barriers (Mehle et al., 2012; Smith et al., 2009).

Pigs play a major role in the generation of new viruses, as they are considered “mixing
vessels” because they are able to express sialic acid receptors with a-2,6 and a-2,3
linkage conformation on their epithelial cells (Ito & Kawaoka, 2000; Scholtissek, 1994).
The sialic acid receptor with a-2,6 linkage are mainly recognized by human influenza
viruses (Neumann & Kawaoka, 2015), while it has been established that avian influenza
viruses show preference for binding to molecules with a-2,3 linkage (Wang et al., 2015).
Therefore, pigs are susceptible to infections by both human and avian origin influenza
viruses (Suzuki et al., 1997). This particular characteristic creates the ideal situation
where reassortment events between human/swine/avian influenza viruses may occur
within pigs, generating new viruses that may potentially be transmitted to humans (Crisci
et al., 2013). However, the transmission of human influenza virus towards pigs has been
recently described as an important source of new viruses (Gramer, 2012; Nelson et al.,
2012; Zhu et al., 2015). In this context, the transmission of 2009 pandemic H1N1
influenza virus back to pigs has contributed to the increase of genetic diversity of swine
influenza viruses nowadays (Kong et al., 2015; Qu et al., 2011, Vijaykrishna et al., 2010;
Zhu et al.,, 2011). This fact highlights the relevance in designing and performing

continuous surveillance programs in order to get insight of the molecular characteristics of
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the influenza viruses that circulate in the population in a particular geographic area (Ma et
al., 2008).

Previous studies carried out in Colombia between 2008-2011 confirmed the presence of
classical swine and pandemic influenza viruses in the population in the three main pig
producing regions of the country (Mancipe et al., 2014; Ramirez-Nieto, 2012). However, it
is necessary to update the information related to the characteristics of the influenza
viruses in pigs circulating in the field, and new data needs to be recorded in order to
design control measures to minimize economical losses and the epidemiological risks

associated with this disease.

With the purpose of contributing to the knowledge of swine influenza virus in Colombia,
we carried out a survey collecting samples from the respiratory tract of pigs at
slaughterhouses located in different regions of Colombia. First, the samples were
analyzed in order to establish the presence of influenza A virus by using molecular
techniques and then virus isolation and characterization was attempted from positive

samples.

3.3 Materials and methods

3.3.1 Animal samples

The study was divided in three phases. The first consisted of an exploratory study of
national coverage that intended to establish which geographical areas of the country
could be the ones where influenza viral activity could be present. According to the results,
the regions where positive samples were detected were chosen for sample collection for
the second and third phases. As a result, a total of 788 lung tissue samples were
collected at slaughterhouses from September 2015 to February 2017 from pigs. Of the
788 samples 369 corresponded to pigs of 11 different geographical regions and were
used for a preliminary screening of the presence of Influenza A virus (Table 3-3). From
the exploratory study, 5 out of the 11 regions resulted positive and these were chosen to
continue sampling in the second and third phases. Total sample size was calculated

according to a pig population of 3.263.075 (N) for the five geographic regions (Instituto
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Colombiano Agropecuario, 2016), using an expected prevalence of 10% (p), according to
the detection percentage in the exploratory phase, a significance of 95% (Z), a precision
of 3% and a g value of 90% (1-10%). A total of 385 samples was calculated using the

following formula:

n = NZ2pq n = 3.263.075 (1.96)2(0.10)(0.90) — 385
d2(N-1)+Z2pq (0.03)2(3.263.075—1)+1.962(0.10)(0.90)
According to this, a total of 400 samples was established, by increasing 3%, considering
losses during collection, transport and preparation processes and divided by half for the
second and third period. Samples were collected randomly by selecting 2-5 pigs from the
same farm during the slaughter line. Distribution of samples on every period was done
according to the proportion of pigs for each region as shown in Table 3-1, obtaining 216

and 203 samples for the second and third phases, respectively.

Table 3-1: Distribution of samples for Second and Third Phases

Region Pig Population Percentage Proportion in 200
samples

Cundinamarca 521.647 16% 32
Eje Cafetero 334.992 10% 20
Antioquia 1.753.388 53% 106
Valle del Cauca 416.784 13% 26
Meta 236.264 8% 16
Total 3.263.075 100% 200

Each sample was collected in individual Nasco® bags under aseptic conditions and
transported (encased in ice) to the virology laboratory at the National University (Bogota).
Once they arrived they were immediately prepared in tissue suspensions, by adding 90
mg of each sample to 600 uL of PBS (Phosphate-buffered saline, pH: 7.1+0.1), disrupting
tissue by using 50 khz ultrasonic frequency (Cole-Parmer® 4710 Series). Aliquots of 200
ML were stores at 70°C for RNA/DNA extraction, using the High Pure Viral Nucleic Acid kit
(Catalogue number 11858874001 Roche Life Science®) and RNAeasy Mini Kit (Qiagen®,

CA, USA) following manufacturers’ instructions.
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3.3.2 Molecular detection of influenza A virus by qRT-PCR

gRT-PCR was conducted using TagMan® hydrolysis probes for detecting influenza A
virus (Inf A) matrix (M) gene, swine influenza (SW Inf A) virus NP gene and H1N1 swine
(SW H1) influenza HA gene (Table 3-1), following the CDC protocol (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, USA) (CDC Prevention, 2009). Further subtyping was
performed for the detection of the hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) genes of
the swine H3N2 virus subtype, following a multiplex gRT-PCR analysis using TagMan®
hydrolysis probes (Table 3-2) with modification of the Standard Operating Protocol
provided by The University of Minnesota (MOL.SOP.218). qRT-PCR reactions were
performed on a LightCycler 480 real time thermocycler (Roche Life Science®) utilizing the
SuperScript™ [ll Platinum® One-step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen®,
California, USA). Data analysis and recovery was carried out in the Roche LightCycler®
software version 1.5. Negative results were considered when samples exhibited Cp

values >39.

A mixture reaction for influenza A virus detection, used a final volume of 25 pyL with a
concentration of 1.25X of 2X Reaction Mix Invitrogen®, containing 1 uM of each forward
and reverse primer, 0.25 uM of the specific probe, 0.5 pL of Superscript Il RT/Platinum®
Tag Mix and 5 pL of RNA extracted from each sample. Reverse transcription was done in
a cycle of 50°C for 30 minutes, then a cycle for Taq inhibitor activation at 95°C for 2
minutes followed by 45 cycles for PCR amplification at 95°C for 15 seconds and 55°C for

30 seconds where fluorescence data was recorded.

For subtyping H3N2 virus, we used a final volume of 25 uL with a concentration of 1.25X
of 2X Reaction Mix Invitrogen®, 0.5 pM of H3 forward primer, 0.75 puM of H3 Reverse
primer, 0.75 pM of N2 forward primer, 1 uM of N2 Reverse primer, 0.3 pM of each probe,
0.5 pL of Superscript Il RT/Platinum® Taqg Mix and 5 pL of RNA extracted from each
sample. Reverse transcription was done in a cycle of 50°C for 30 minutes, then a cycle for
Taq inhibitor activation in 95°C for 15 minutes and afterwards 30 cycles of denaturation
(94°C for 30 seconds), annealing (58°C for 1 minute), elongation (72°C for 1 minute), and

finally another cycle for elongation 72°C for 7 minutes.
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Table 3-2:  Primers and probes for the detection of influenza A viruses

Primers and Sequence (5'>3")
probes
InfA Forward GAC CRATCCTGT CACCTCTGAC
InfA Reverse AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA
InfA Probe?'® TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG
SW InfA Forward GCACGG TCAGCACTT ATY CTR AG
SW InfA Reverse GTGRGCTGG GTTTTCATTTGG TC
SW InfA Probe?®® CYA CTG CAA GCC CA’T” ACA CAC AAG CAG GCA
SW H1 Forward GTG CTATAAACACCAGCCTYCCA
SW H1 Reverse CGG GAT ATT CCT TAATCC TGT RGG
SW H1 Probe?® CA GAA TAT ACA “T"CC RGT CAC AAT TGG ARA A
H3 Forward CGC AAT MGC AGG TTT CAT AGA
H3 Reverse GAT GCC TGA AAC CGT ACCA
H3 probe?° ATG GTT GGG AGG GAAT
N2 Forward TGG TCA AAG CCG CAA TG
N2 Reverse CAG CGG AAA GCC KAA TCG
N2 probe?! ATT ACAGGATTT GCACTT TTT

18 probe labeled at the 5' end with reporter molecule FAM and with the quencher, Backhole
Quencher 1 (BHQ1) at the 3'-end

19 Probes labeled at the 5' end with the reporter molecule FAM and quenched internally at a
modified “T” residue with BHQ1, with a modified 3'-end to prevent probe extension by Taq
polymerase

20 Probe labeled at the 5' end with reporter molecule 6FAM and with the quencher, Minor groove
binder (MGB) at the 3'-end

21 Probe labeled at the 5' end with reporter molecule VIC and with the quencher, Minor groove
binder (MGB) at the 3'-end
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3.3.3 Virus isolation

From those samples that resulted positive to the molecular detection of influenza A virus,
10% tissue suspensions were prepared using PBS solution supplemented with 3% of
antibiotics and antimycotic (Gibco®, penicillin, streptomycin y amphotericin B; Reference
15240096), then filtered and inoculated into the allantoic cavity of 9 to 10 day old specific
pathogen free (SPF) embryonated chicken eggs. After 72 hours of incubation at 37°C and
under humidity flow (Presicion® incubator model 1020), allantoic fluid was analyzed by
hemagglutination test (HA) using 0.5% chicken red blood cells (RBC) and RT-PCR
analysis for the detection of the influenza A matrix gene using those HA positive samples.
Three blind passages were used before considering a sample as negative for virus

isolation.

3.3.4 Sequencing analysis

280 pL of viral suspension was used for RNA extraction using QlAamp Viral RNA Mini kit
(Qiagen®, CA, USA). Reverse transcription reaction was prepared with 2.5 uM of Unil2
(5'-AGCAAAACGAAG-3'), 1 mM of dNTP, 1X of First strand buffer (50 mM Tris-HCL, 35
mM KCL, 3 mM MgCl;) 0.005 M of DTT (Dithiothreitol), 2U/uL of RNaseOUT (Invitrogen,
Corp., CA, USA), 10U/uL of SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen, Corp., CA,
USA), and 4 uL of extracted RNA for a final volume of 20 uL. Reverse transcription
reaction was carried out in a heating cycle of 65°C for 5 minutes, a reverse transcription
cycle at 42°C for 60 minutes and a final cycle at 70°C for 15 minutes. cDNA template was
used for the amplification of the HA, NA, M and NS genes using primers as shown in table
3-3. In these reactions, a final volume of 25 yL with a concentration of 1X PCR buffer (20
mM Tris-HCL, 50 mM KCL), 3 mM of MgCL., 0.6 uM of each primer set, 0.4 mM of dNTP
and 0.05 U/uL of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Corp., CA, USA) was used
and run under standard thermal conditions. PCR products were analyzed by
electrophoresis using TAE buffer solution (Tris-acetate 0.04 M, EDTA 1 mM), in a 1%
agarose gel (9012-36-6 Amresco®) and visualized by EZ vision (Amresco®). Purification
of PCR products was accomplished with the QIA Quick Gel Extraction Kit (Qiagen®, CA,

USA) following the manufacturer's recommendations. Sequencing reactions of each gene
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were carried out from PCR products using BigDye Terminator Cycle Sequencing kit v3.1
(Applied Biosystems®, USA)

Table 3-3: Primers for the amplification of the HA, NA, M and NS genes

Primers Sequence (5'>3")
TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG
TCTGAAATGGGAGGCTGGTGTT
TAGAGCCGGGAGACAAAATAACAT
ATATCGTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT
TTACTTGGTCCATCGGTCATTACA
CCCCTTGGAATGCAGAACCTT
ATATCGTCGTATTAGTAGACAACAAGGAGTTTTT
TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGCTAG
ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT
TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG
ATATCGTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

First HA segment

Second HA segment

First NA segment

Second NA segment

M

NS

3.3.5 Phylogenetic and Molecular Analysis

DNA sequences were edited using the Lasergene sequence analysis software
(DNASTAR, Madison, Wisconsin) for every gene sequence. Multiple alignment and
phylogenetic trees were performed using MEGA7 software, applying neighbor-joining (NJ)
method with 1.000 bootstrap replicates and Kimura 2-parameter. This method was
chosen based on the large amount of data used and considering high variability and
evolution rates associated with influenza viruses. Available sequences in GenBank were
chosen to perform phylogenic analysis from the main influenza lineages, such as
Classical swine, Eurasian Avian-like, North America triple reassortant, human origin
influenza virus, and 2009 HIN1 pandemic strains (and reasserting strains) reported in
North America, South America, Europe and Asia. Colombian swine influenza virus strain

sequences available from 2008-2009 were included in the phylogenic analysis.

Molecular similarities were described for each gene using MegAlign software performing
Clustal W pairwise alignment algorithm to make comparisons with reference strains and

viral isolate sequences from this study.
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3.4 Results

The molecular detection of Influenza A virus was accomplished using samples collected
in clinically normal pigs at the slaughterhouse. The virus was present in 5 out of the 11
regions analyzed (Cundinamarca, Eje Cafetero, Antioquia, Valle del Cauca and Meta)
during the exploratory study, as well as during the second and third period of sampling
(shown in table 3-4 and table 3-5). According to the results described in tables 3-6, a
higher percentage of positive samples was found in the regions of Meta (30.9%),
Cundinamarca (25.9%) and Eje Cafetero (18.7%), throughout the study, where 21.4% of
the Colombian pig population is concentrated. A total of 116 positive samples out of 788
were obtained as a result of this study, which corresponds to 14.7% of detection. Thirteen
of these samples were of the H1 subtype, equivalent to 11.2% of the viruses detected.
Further subtyping analysis by gRT-PCR identified 2009 HIN1 pandemic influenza virus in
two samples collected from pigs in Antioquia and in one sample collected in
Cundinamarca, proving that this strain still circulates in the swine population in Colombia

ever since it was isolated for the first time in 2009-2010.

Table 3-4: Distribution of samples and results of influenza A detection during the

exploratory phase

Region Positiveltotal Percentage HIN1pdmO09
samples

Cundinamarca 14/80 17.5% 1
Eje Cafetero 3/20 15% 0
Antioquia 23/125 18.4% 2
Valle del Cauca 3/54 5.5% 0
Meta 1/10 10% 0
Tolima 0/10 - -
Choco 0/10 - -
Huila 0/10 - -
Santander 0/10 - -
Atlantico 0/20 - -
Narifio 0/20 - -
Total 44/369 11.9% 3
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Table 3-5: Results of influenza A virus detection during second and third phases
Second phase Third phase
) Positive/total H1 Positive/total H1
Region Percentage Percentage
samples subtype samples subtype
Cundinamarca 10/41 24.3% 2 15/33 48.4%
Eje Cafetero 8/23 34.7% 1 1/21 4.7%
Antioquia 15/108 13.8% 2 5/106 4.7%
Valle del
2/26 7.6% 1 3/29 10.3% 0
Cauca
Meta 2/18 11.1% 0 10/14 71.4% 1
Total 37/216 17.1% 35/203 15.6% 7
Table 3-6: Molecular detection of influenza A virus by geographic regions

Regions Positive samples Percentage
Cundinamarca 40/154 25.9%
Eje Cafetero 12/64 18.7%
Antioquia 43/339 12.6%
Valle del Cauca 8/109 7.3%
Meta 13/42 30.9%
Total 116/788 14.7%

Five different virus isolates were obtained after inoculation into chicken embryo eggs. One

isolate was recovered from pigs from Cundinamarca (A/swine/Colombia/1-019/2015),

while

the other

four

isolates (A/swine/Colombia/3-015/2015 A/swine/Colombia/3-

020/2015, A/swine/Colombia/3-021/2015, A/swine/Colombia/3-027/2015) were from pig
samples from three different farms in Antioquia. Subtyping analysis by gRT-PCR

established that all viruses had molecular traits related to the HLIN1pdmOQ9 influenza virus.

Full length amplification of HA, NA, M and NS genes of those viruses was accomplished

in order to perform sequencing and further analysis (Figures 3-1 to 3-6).
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Figure 3-1:  Amplification of HA gene first segment??
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Figure 3-2:  Amplification of HA gene second segment?

100bp

Figure 3-3:  Amplification of NA gene first segment?*

22 RT-PCR products of HA gene first segment, amplification product of 931 bp. Lane 1: 100 bp
DNA size marker. Lanes 2-6: positive influenza virus isolates. Lane 7: negative control

28 RT-PCR products of HA gene second segment, amplification product of 1026 bp. Lane 9: 100 bp
DNA size marker. Lanes 1-5: positive influenza virus isolates. Lane 6: negative control. Lanes 7-8:
positive controls

24 RT-PCR products of NA gene first segment, amplification product of 720 bp. Lane 9: 100 bp
DNA size marker. Lanes 1-5: positive influenza virus isolates. Lane 6: negative control. Lanes 7-8:
positive controls
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Figure 3-4:  Amplification of NA gene second segment®

Figure 3-5:  Amplification of M gene®
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Figure 3-6:  Amplification of NS gene?’
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25 RT-PCR products of NA gene second, amplification product of 1038 bp. Lane 9: 100 bp DNA
size marker. Lanes 1-5: positive influenza virus isolates. Lane 6: negative control. Lanes 7-8:
positive controls

26 RT-PCR products of M gene, amplification product of 1027 bp. Lane 1: 100 bp DNA size marker.
Lanes 2-6: positive influenza virus isolates. Lane 7: negative control. Lanes 8-9: positive controls

27 RT-PCR products of NS gene, amplification product of 890 bp. Lane 1: 100 bp DNA size marker.
Lanes 2-6: positive influenza virus isolates. Lane 7: negative control. Lanes 8-9: positive controls
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When performing the Clustal W alignment algorithm to compare the nucleotide sequences
of each of the analyzed genes, it was evident that there was a close relation amongst
2009 H1N1 pandemic influenza virus. However, when comparing isolates from Antioquia
they were very similar among each other showing a similarity between 99-100%, and
comparative analysis with the reference strain (A/California/04/2009) demonstrated an
identity percentage close to 98-99% for every gene segment. On the other hand, the
Cundinamarca isolate showed divergence when compared to Antioquia isolates as the
identity was between 96-97%, and similarity to the reference strain was close to 97-98%
for every gene segment in the analysis (Results shown in annex C).

After phylogenic analysis of the HA gene sequences (Figure 3-7) from this study, it was
found that Antioquia isolates were placed in the same cluster with close relation between
each other and demonstrated a bootstrap value of 99%, but they described a more distant
relation to the Cundinamarca isolate which is placed in a different cluster. All of the five
isolates were placed in the same clade as HLIN1pdmOQ9 strains reported in North America,
Europe, Asia, and South America, but the Antioquia isolates showed a close relation to a
virus reported in China during 2011 from a swine host
(A/swine/Chachoengsao/NIAH107037-21/2011). On the other hand, the Cundinamarca
isolate is located in the same cluster along with virus strains reported in Germany
(A/swine/Ebbinghof/IDT12991-1/2011) and the United States
(A/swine/Ohio/A01432602/2013; A/swine/lllinois/A01490609/2014) from swine hosts, but
also to several viruses found in Bolivia (A/Santa Cruz/111/2012), Chile
(A/Santiago/p13d2/2013), and the United States (A/Indiana/01/2017) from human hosts.
These isolates had a minor relation to HIN1pdmOQ9 viruses previously reported in
Colombia during 2009 (A/swine/Colombia/0201/2009 isolated from Antioquia), 2011
(A/swine/Colombia/10/2011; A/swine/Colombia/1/2011 both from Los Llanos) and 2015
(A/swine/Colombia/M1445/2015 from Huila) exhibiting long distances to each other.
Moreover, Colombian isolates reported during 2008 (A/swine/Colombia/0401/2008;
A/swine/Colombia/0801/2008 both isolated from Antioquia) are described in the classical
swine influenza virus clade and do not have close homology with new isolates; but they
do share homology with Classical strains from the United States (A/swine/lowa/15/1930;
A/swine/USA/1976/1931; A/swine/Ohio/23/1935).
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Figure 3-7:  Phylogenetic analysis for HA gene?
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28 Phylogenetic tree of HA gene generated by the neighbor-joining method using MEGA7 software.
The reliability of the trees was inferred by bootstrap analysis with 1.000 replications and Kimura 2-
parameter. The tree was constructed with representative sequences from EA, classical swine, H3,
seasonal human H1N1 and H1N1pdmQ9 (including mixed strains) influenza viruses. Isolates from
this study are labeled with green diamond bullets
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When comparing NA gene sequences from viruses recovered in this study, it is evident
that there is a very close relation of the Antioquia isolates placed in a common cluster that
describes a bootstrap value of 99%, which is independent from the Cundinamarca isolate
cluster. All five isolates are included in a common pandemic clade alongside with
H1N1pdmO09 strains from Europe, Asia, North America and South America as shown in
Figure 3-8. The Antioquia strains do not share a cluster with other viruses in the
phylogenic analysis, but the Cundinamarca isolate forms a cluster alongside to strains
reported in Germany (A/swine/Ebbinghof/IDT12991-1/2011), France (A/swine/France/71-
130116/2013), and The United States (A/swine/Ohio/A01432602/2013;
A/swine/lllinois/A01490609/2014; A/swine/Missouri/A01775100/2016) from swine hosts,
but also to several strains isolated in Bolivia (A/Santa Cruz/111/2012), Chile
(A/Santiago/p13d2/2013), Singapore (A/Singapore/DMS1312/2013) and The United
States (A/Indiana/01/2017) from human hosts. In the same cluster, a close relation can be
described between the Cundinamarca isolate and H1N1pdmQ9 strains reported in
Colombia during 2011 (A/swine/Colombia/10/2011, A/swine/Colombia/1/2011) in the
region Los Llanos. Although other pandemic Colombian viruses isolated during 2009
(A/swine/Colombia/0201/2009 from Antioquia), 2010 (A/swine/Colombia/1503/2010 from
Cundinamarca) and 2015 (A/swine/Colombia/M1445/2015 reported from Huila) are
placed in the same H1N1pdmO09 clade, they describe a higher degree of divergence
compared to virus strains obtained in this study as there is a representative distance
between them. On the other hand, the Colombian strain A/swine/Colombia/0801/2008,
isolated during 2008 is closely related to other influenza viruses in the classical swine
lineage reported in the United States (A/swine/lowa/15/1930; A/swine/USA/1976/1931;
A/swine/Ohio/23/1935).
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Figure 3-8:

Phylogenetic analysis for NA gene?
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29 Phylogenetic tree of the NA gene generated by the neighbor-joining method using MEGA7
software. The reliability of the trees was inferred by bootstrap analysis with 1.000 replications and
Kimura 2-parameter. The tree was constructed with representative sequences from EA, classical
swine, H3, seasonal human H1N1 and H1N1pdmO09 (including mixed strains) influenza viruses.
Isolates from this study are labeled with green diamond bullets
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Phylogeny of M genes (Figure 3-9) demonstrates once again that Antioquia isolates are
very similar between each other with 99 percentage of bootstrapping at the same cluster,
which can be described aside from the Cundinamarca isolate cluster, this also shows a
substantial distance between these two groups. Analysis of M gene sequences relates the
five virus isolates recovered during this study to HIN1pdmO09 genes detected around the
world from human and swine hosts. For the Antioquia isolates, it can be seen that they
are related to several viruses detected in Brazil (A/swine/Brazil/18/2012), China
(A/swine/Chachoengsao/NIAH107037-21/2011), Mexico (A/swine/4/Mexico/2009) and
Canada (A/swine/Alberta/OTH-33-8/2009) from pig hosts, as well as to the reference
strain (A/California/04/2009) reported in the United States during the 2009 pandemic
event from a human host. However, the Cundinamarca isolate seems to be related to
additional strains reported in China (A/swine/Guangdong/306/2011), the United States
(A/swine/Missouri/A01203163/2012; A/swine/Ohio/A01432602/2013;
A/swine/lllinois/A01490609/2014;  A/swine/Missouri/A01775100/2016) and France
(A/swine/France/71-130116/2013) from swine hosts, but also to various strains isolated in
Bolivia (A/Santa Cruz/111/2012), Chile (A/Santiago/p13d2/2013), Singapore
(A/Singapore/DMS1312/2013) and the United States (A/Indiana/01/2017) from human
hosts. The Cundinamarca virus also shares a common cluster with other swine influenza
virus isolates from Colombia, reported during 2011 (A/swine/Colombia/10/2011;
A/swine/Colombia/1/2011 from Los Llanos) and 2015 (A/swine/Colombia/M1445/2015;
A/swine/Colombia/M1484/2015, both from Huila). According to these findings, the matrix
gene for the five isolates from this survey shows no relation to classical swine strains or
any other lineage. Nevertheless, the A/swine/Colombia/0401/2008 virus strain (detected
during 2008 in Antioquia), which was related in the first place to the classical swine
lineage according to its HA gene as a result of the phylogenetic analysis, now seems to
be related to the HIN1pdmO9 clade, also demonstrating a close relation with the
A/swine/Colombia/0201/2009 pandemic strain isolated during 2009 from the same region.
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Figure 3-9:  Phylogenetic analysis for M gene*®
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30 Phylogenetic tree of M gene generated by the neighbor-joining method using MEGA7 software.
The reliability of the trees was inferred by bootstrap analysis with 1.000 replications and Kimura 2-
parameter. The tree was constructed with representative sequences from EA, classical swine, H3,
seasonal human H1IN1 and H1N1pdmO09 (including mixed strains) influenza viruses. Isolates from

this study are labeled with green diamond bullets
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Regarding the NS gene sequences of the virus strains isolated in this study, it can be said
that the Antioquia isolates show a close relation between the four of them, representing
an independent cluster with a bootstrapping value of 100%. Nevertheless, the
Cundinamarca strain is located in a different cluster demonstrating a considerable
nucleotide sequence divergence. Phylogenic analysis demonstrates that the NS gene for
all Colombian isolates collected during this research belong to the HIN1pdmO9 clade
(Figure 3-10). For the Antioquia isolates, they are placed at the same cluster as an
HIN1pdm09 virus isolated from a human host in Colombia during 2009
(A/Bogota/WRAIR0442T/2009), also a lower degree of relation seems to exist within
these strains and a virus isolated in Brazil during 2010 from a swine host
(A/swine/Brazil/12A/2010). On the other hand, the Cundinamarca virus belongs to the
same cluster as the swine influenza virus circulating in Colombia during 2015
(A/swine/Colombia/M1484/2015 from Huila), as well as an influenza strain detected in
Bolivia from a human host (A/Santa Cruz/111/2012). Other strains reported in Colombia
during 2009 (A/swine/Colombia/0201/2009 from Antioquia), in 2011
(A/swine/Colombia/10/2011; A/swine/Colombia/1/2011, both from Los Llanos) and in
2015 (A/swine/Colombia/M1445/2015, isolated from Huila) are placed in the HLIN1pdmO09
clade, but show a different relation with the virus strains isolated during this study. The
results derived from this analysis demonstrate that the NS gene for the strains in this
survey do not have homology to any other lineage like swine classical, Eurasian (EA) or
triple-reassortant swine influenza virus. However, when considering the results of the
phylogenic analysis of the HA and the NA genes for a virus strain reported in Colombia
during 2008, (A/swine/Colombia/0801/2008 isolated from Antioquia) it is clear that the NS
gene of this virus belongs to the HIN1pdmOQ9 clade, despite of it being associated to the
swine classical lineage. In addition, the same strain shares a common cluster alongside
with another strain isolated in Colombia during 2009 (A/swine/Colombia/0201/2009 also

from Antioquia).
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Figure 3-10: Phylogenetic analysis for NS gene®!
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31 Phylogenetic tree of the NS gene generated by the neighbor-joining method using MEGA7
software. The reliability of the trees was inferred by bootstrap analysis with 1.000 replications and
Kimura 2-parameter. The tree was constructed with representative sequences from EA, classical
swine, H3, seasonal human H1N1 and H1N1pdmO09 (including mixed strains) influenza viruses.
Isolates from this study are labeled with green diamond bullets
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3.5 Discussion

The detection and isolation of H1IN1pdmOQ9 strains proves its continuous presence
throughout the pig population in Colombia since 2009 when the virus appeared and was
isolated in the country for the first time. Thus, describing a major presence when
comparing it to the classical HIN1 and H3N2 swine influenza viruses which were
circulating previously within the Colombian swine population for over thirty years.
Evidence of this fact is the isolation of the classical HIN1 swine influenza virus from
samples collected in 2008, before the HIN1pdmO09 virus appeared and infected pigs in
Colombia (Ramirez-Nieto, 2012). However, phylogenetic analysis of the internal genes
from viruses isolated in our country in 2008 shows evidence that reassortment events
were happening before 2009. This was due to the fact that phylogenic analysis of the NS
gene from A/swine/Colombia/0801/2008, and the M gene from
A/swine/Colombia/0401/2008 both belong to the classical lineage according to their
surface glycoproteins but were associated with genes corresponding to those in the

H1N1pdmO09 influenza virus conformation.

It is important to emphasize that after 2008, swine influenza viruses of the classical
lineage have not been detected and molecular evidence for swine H3N2 subtype is still
missing, which might be the result of a major level of adaptation for HIN1pdmQ9 strains
within the pig population in Colombia as it has been established in other publications
(Sakabe et al., 2011; Wormann et al., 2016). There should be an initiative to carry out
new studies that could describe the existence of molecular advantages for this virus that
resulted in an increased level of fitness over the other strains. Although vaccination
programs are not in place in the Colombian swine population, it is clear that influenza
viruses continue evolving and suffering molecular changes, which may be caused by the
circulation and repeated introductions of HLIN1pdmOQ9 virus. This puts into perspective the
need for research of the adaptations or the evolutionary advantages expressed by the
influenza viruses circulating in the Colombian swine population. In this sense, genetic
changes driven by antigenic drift that emerged in Colombian strains have to be analyzed
in order to establish additional factors contributing to the evolution of this agent. For

example, the existence of a regional relation that differentiates isolates from Antioquia
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and Cundinamarca, as shown in the phylogenic analysis, that can be a consequence of

geographical barriers that restrict national circulation of a particular strain.

In general terms, pigs have been considered a threat for human health due to their role as
“mixing vessel” from which new viruses could emerge. Nevertheless, nowadays it is
known that humans could also play this role and therefore could be considered
responsible for the transmission of influenza viruses into pigs and could have an effect at
a lineage level of influenza viruses, creating a way into the emergence of new viruses with
a potential pandemic risk. Phylogenic relation between Colombian swine isolates and
some human influenza viruses make transmission events between these two species
evident. This, in turn, supports the effect of human influenza strains that introduce new
components to influenza viruses into swine species, as it has been shown in other studies
(Gramer, 2012; Nelson et al., 2012; Zhu et al., 2015). Then, it should be considered as a
call for increasing prevention and decreasing transmission risk during every stage where
human contact is presumable (from farm production facilities to slaughterhouse centers).
Human interaction is a major factor for the evolution of swine influenza strains because it
introduces human origin viruses into the swine species. Once established in this non-
natural host, these strains may eventually mutate to acquire new molecular traits that
might allow a reverse infection to human hosts, thus determining a major epidemiological

relevance.

It is worth mentioning that the sampling strategy employed in slaughterhouse pigs in this
study has shown to be effective for influenza virus molecular detection and virus isolation
and proved to be useful for screening analysis in finishing pigs, coinciding with the
usefulness described in previous investigations around the world (Zhu et al., 2011; Qi et
al., 2012; Fan et al., 2012; Chen et al., 2013; Pascua et al., 2013; Qiao et al., 2014; Lee
et al., 2015). This proves that this strategy could be used in order to acquire valuable
information to monitor influenza virus at a national level in Colombia. Although we can
miss information of animals from other stages at the farm, slaughterhouse facilities
provide access to a broad range of animals, which come from different locations across
the country and from different farm conditions. As a result, this allows researchers to
understand regional situations that can contribute to the knowledge of the current

situation at a national level.
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Tracing influenza viruses through slaughterhouse pigs allows to assume that influenza
virus infections are occurring permanently at farms and they remain present in finishing
pigs without evidence of clinical disease. This suggests a subclinical condition that needs
to be investigated for the implementation of control measures. These findings coincide
with other investigations (Bowman et al., 2012; Dagan et al., 2014; Takemae et al., 2016)
and have to be analyzed in order to develop new studies which help to identify risk factors
that allow for the maintenance of subclinical infections along the production chain that

might result in the sustained circulation of the virus within the farm.

The results presented provide a perspective of the general context of Colombia in relation
to the circulation of influenza virus in commercial pig farms. The strategy could be used
as a model to perform a thorough survey that provides epidemiological insight into swine
influenza virus status at a national as well as a farm level in Colombia. This strategy, that
not only allowed the detection, but also made it possible to isolate field influenza virus
strains from different regions, acquires major importance because it allows researchers to
characterize multiple viruses from different origins. This, in turn, would also be useful for
determining molecular and antigenic features which need to be considered for decision
making and establishment of control measures according to the real situation of influenza
virus dynamics and the characteristics of the swine industry in our country. This decision
must be taken into consideration as a mitigation mechanism when a major pandemic or

outbreak arrives.

3.6 Conclusions

Swine influenza virus can be considered a prevalent infectious agent in Colombian pigs,
as it has been shown in previous investigations, and it is involved in infections that
contribute to the respiratory complex syndrome. First, research performed in Colombia
allowed to distinguish classic HIN1 and H3N2 as the major subtypes present in this
population (Cucaita, 2005; Hanssen et al., 1977; Mogollon et al., 2003; Moscoso & Neira,
2001). Nowadays, it is also known that ever since its appearance in the swine population

in our country, the pandemic H1N1 influenza virus has become the most predominant
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according to molecular detection. High mutation and reassorment event rates are favored
and commonly associated with this specific pandemic strain and its presence in the pig
population should be considered a call for increasing epidemiologic research in

preventing forthcoming outbreaks.

Accomplishing molecular detection of swine influenza virus proves the continuing
circulation of these viruses throughout the Colombian pig population, remarkably
important in the three major producing areas (Cundinamarca, Valle y Antioquia) where
their presence is confirmed once again (Karlsson et al., 2013; Ramirez-Nieto, 2012). The
results presented here prove the continuing circulation of HIN1 2009 pandemic strains
within swine population in Colombia, established through molecular detection and virus
isolation. Phylogenic studies have proved pandemic origin for all genes analyzed so far,
relating to strains reported in South America, United States, Asia, and Europe from swine
and human origin. Based on unpublished results, it could be said that reassortment
events have happened among endemic and pandemic strains, considering that NS and M
genes from 2008 Colombian isolates were related to pandemic viruses, but the external
genes were related to classical swine influenza viruses. Four isolates found in Antioquia
were closely related between each other in each of the four gene segments analyzed, but
the Cundinamarca isolate showed a higher divergence from the Antioquia isolates,
suggesting an independent pathway introduction into swine population. Most recent swine
influenza viruses are not very similar to previous isolates from 2008, 2009, 2010 and
2011, which could be a result of the effect of the 2009 pandemic strains which are
constantly transmitted into swine population resulting in new changes and evolution
pathways. Considering that molecular variation mechanisms are a way in which new
viruses emerge, research of swine influenza viruses needs to continue in order to identify

and characterize new strains that might become a global health concern.
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4. Discusion, conclusiones y
recomendaciones

4.1 Discusion

La deteccion y aislamiento de la cepa HIN1pdmO09 demuestra la presencia continua de
este virus en la poblacion de cerdos de Colombia desde su surgimiento y diseminacion
durante la pandemia de 2009, sugiriendo una predominancia reflejada en los hallazgos
encontrados en cerdos al sacrificio en Colombia, si lo comparamos con otros virus de los
subtipos HIN1 clasico y H3N2 porcinos, que circularon en la poblacién de cerdos de
Colombia por méas de 30 afios y no pudieron ser detectados durante el desarrollo de este
estudio. Lo anterior se basa también en resultados que muestran que a partir de
muestras tomadas durante 2008, antes que la cepa H1N1pdmQ9 surgiera e infectara a
los cerdos en Colombia, se obtuvieron aislamientos del virus de influenza porcina HIN1
clasico y posterior a esto los aislamientos fueron preferencialmente del tipo HIN1pdmOQ09
(Ramirez-Nieto, 2012). No obstante lo anterior, el andlisis filogenético de los genes
internos de los aislamientos obtenidos en nuestro pais durante 2008 muestra evidencia
de eventos de rearreglo que posiblemente ocurrieron en los virus de influenza en cerdos
presentes en nuestro pais antes de 2009, debido que filogenéticamente las
glicoproteinas de superficie se asociaron al linaje de influenza porcina clasico, mientras
gue el estudio de filogenia del gen NS del virus A/swine/Colombia/0801/2008 y del gen M
de la cepa A/swine/Colombia/0401/2008, demostré que se relacionaban con virus de
influenza de tipo HIN1pdmO09.

Es importante enfatizar que después de 2008 los virus de influenza del linaje clasico no
han sido detectados y aun se requiere evidencia molecular para el subtipo H3N2,
resultando en la predominancia en la circulacion del virus HIN1pdmQ9, de acuerdo con
resultados obtenidos a partir del andlisis de muestras de fluido oral en nuestro pais. Es

necesario por lo tanto determinar si existen ventajas moleculares del virus pandémico del
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2009 gue sustenten esta hipétesis, lo cual ha sido evidenciado en otras investigaciones
(Sakabe et al, 2011;Wérmann et al., 2016). En caso de que no hayan adquirido un mayor
nivel de adaptacién en comparacion con otras cepas, se puede proponer que debido a la
ausencia de una respuesta inmunoldgica especifica previa, existia una poblacion
susceptible a la infeccién dentro de las poblaciones porcinas durante los eventos de la
pandemia de 2009. Aunque en Colombia no se emplea la vacunacion como medida de
prevencion y por tanto no existe la presion evolutiva ejercida bajo los programas de
vacunacion en los cerdos, esté claro que los virus de influenza contintan evolucionando
y pueden sufrir nuevos cambios moleculares, y una vez la cepa H1N1pdmO09 fue
introducida en los cerdos, es necesario determinar el efecto del ingreso de este nuevo
virus en el mantenimiento de la infeccion en los cerdos. En este sentido, los cambios
genéticos derivados del drift antigénico deben ser caracterizados en mayor detalle para
describir factores adicionales que contribuyan a la evolucién de este agente, como puede
ser la existencia de relaciones evolutivas regionales como consecuencia de las barreras
geogréficas que limitan la circulacién del virus a lo largo del pais, lo cual puede ser una
aproximacion de los hallazgos obtenidos en el andlisis filogenético de los aislamientos
colombianos, donde se puede establecer una divergencia entre los virus obtenidos a

partir de cerdos de Antioquia y Cundinamarca.

En términos generales, los cerdos podrian ser considerados como una amenaza para la
salud humana debido a su papel como “vaso mezclador” para la generacion de nuevos
virus. Sin embargo, actualmente se ha podido establecer que los humanos también
desempafian un rol similar, ya que pueden ser considerados como responsables de la
transmision de virus de influenza hacia los cerdos, predisponiendo a cambios genéticos
de los linajes de influenza porcina, y determinando la aparicion de nuevos virus con el
riesgo potencial de una pandemia. Las relaciones filogenéticas entre los aislamientos de
los virus de influenza porcina de Colombia y algunos virus de influenza humana hacen
evidente la existencia de transmisiones inter-especie, lo cual a su vez promueve la
evolucion constante de las cepas de influenza mediante la introduccién de nuevos virus
dentro de la especie porcina como se ha descrito en otras investigaciones (Gramer,
2012; Nelson et al., 2012; Zhu et al., 2015). Este hecho resalta la importancia de
incrementar las medidas de prevencion para disminuir los riesgos de transmision durante

cada etapa donde el contacto humano sea presumible (desde las granjas de produccién
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hasta las plantas de beneficio). Al establecerse un contacto continuo entre humanos y
cerdos es posible la aparicion de eventos de transmisiébn de virus humanos que se
adaptan en la especie porcina, y eventualmente pueden mutar y adquirir nuevos rasgos
moleculares que les permitan infectar a los huéspedes humanos y convertirse en un gran

riesgo epidemiolégico.

Es importante mencionar que la estrategia de muestreo empleada en los cerdos al
sacrificio durante este estudio mostr6 ser efectiva para lograr la deteccion molecular y el
aislamiento viral, siendo util en la realizacion de pruebas de tipo screening, utilizando
cerdos en etapa de finalizacion en las plantas de beneficio, lo cual ha sido descrito en
otros estudios alrededor del mundo (Zhu et al., 2011; Qi et al., 2012; Fan et al., 2012;
Chen et al.,, 2013; Pascua et al., 2013; Qiao et al., 2014; Lee et al.,, 2015). Tales
hallazgos evidencian que es posible obtener informacion de gran relevancia para el
monitoreo de los virus de influenza a nivel nacional, mediante la aplicacién de esta
metodologia, ya que las plantas de beneficio proveen acceso a un amplio rango de
animales, los cuales proceden de diferentes granjas y ubicaciones a lo largo del pais,
permitiendo la descripcién de situaciones regionales que contribuyen con informacion de
gran relevancia para analizar el contexto nacional relacionado con la epidemiologia de

los virus de influenza

Realizar la trazabilidad de los virus de influenza hasta los cerdos en las plantas de
beneficio permite suponer que las infecciones por este agente ocurren de forma
permanente en las granjas y se encuentran presentes en los animales hasta la etapa de
finalizacion sin evidencia de una enfermedad clinica, lo cual puede ser indicativo del
mantenimiento de una infeccion de tipo subclinica que requiere ser investigada y
considerada en la implementacién de medidas de control. Estos resultados coinciden con
otros reportes (Bowman et al., 2012; Dagan et al., 2014; Takemae et al., 2016) y deben
ser analizados con el objetivo de desarrollar nuevos estudios que permitan identificar los
factores de riesgo que puedan favorecer el mantenimiento de la infeccion a lo largo de la
cadena productiva, que en Ultima instancia se traduce en la circulaciobn permanente e

inaparente del virus dentro de las granjas.

Los resultados presentados en este trabajo permiten el andlisis del contexto general de

Colombia relacionado con la circulaciéon del virus de influenza en las granjas comerciales



114 Deteccion y caracterizacion molecular del virus de influenza A en cerdos al

sacrificio en Colombia

y pueden ser utilizados como un modelo para llevar a cabo estudios exhaustivos que
profundicen en el contexto epidemiol6gico del virus de influenza A en poblaciones de
cerdos a nivel nacional, asi como también a nivel local en las granjas productoras. Es de
recalcar que esta estrategia permiti6 ademas de la deteccidn molecular el aislamientos
de cepas de campo de diferentes regiones geogréficas, adquiriendo una mayor
relevancia, al permitir a los investigadores realizar nuevos estudios con el fin de
caracterizar virus de diferentes procedencias y asi determinar los aspectos moleculares y
antigénicos que es indispensable considerados para tomar decisiones y establecer
medidas de control, condicionadas por la dinamica del virus de influenza y las
particularidades de la industria porcina en nuestro pais. Estas decisiones deben ser
tomadas en consideracién como un mecanismo de mitigacion en la aparicion de posibles

eventos de pandemia o brotes de la enfermedad en el futuro.

4.2 Conclusiones

El virus de la influenza porcina es considerado un agente infeccioso prevalente entre los
cerdos de Colombia como se ha descrito en otras investigaciones y esta involucrado en
infecciones que contribuyen al cuadro clinico manifestado en el complejo respiratorio
porcino. Las primeras investigaciones realizadas en Colombia permitieron distinguir entre
los subtipos HIN1 clasico y H3N2 como aquellos de mayor presencia dentro de esta
poblacién (Cucaita, 2005; Hanssen et al., 1977; Mogollon et al., 2003; Moscoso & Neira,
2001); sin embargo, se ha podido establecer que la aparicion de la cepa H1IN1pdmO09
juega un papel importante al contribuir en la infeccion de los cerdos, como se pudo
evidenciar en los resultados de deteccion molecular y aislamiento viral. Cominmente se
asocian mayores tasas de mutacion y de rearreglos a esta cepa pandémica y la
confirmacion de su presencia en la poblacion porcina colombiana debe ser considerada
como un llamado para incrementar los estudios epidemioldgicos que permitan prevenir

futuros brotes.

El establecer la presencia del virus de influenza A en los cerdos mediante pruebas
moleculares demuestra la circulacion continua de estos virus en Colombia, lo cual es
notablemente importante en las tres areas de mayor produccion (Cundinamarca, Valle y

Antioquia) donde su presencia es confirmada nuevamente (Karlsson et al., 2013;
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Ramirez-Nieto, 2012). De igual forma, los resultados descritos en este estudio evidencian
la circulacibn permanente de la cepa H1IN1pdmQ9, que fue establecida empleando
pruebas moleculares y de aislamiento viral. El analisis filogenético mostré el origen
pandémico de los genes analizados hasta el momento, asocidndose a cepas reportadas
en Sudamérica, Estados Unidos, Asia y Europa a partir de huéspedes humanos y
porcinos. Sin embargo, es posible establecer la existencia de eventos de rearreglo en las
cepas endémicas previos a la aparicion de la cepa pandémica, debido que los genes NS
y M de los aislamientos colombianos obtenidos durante 2008 se relacionan a aquellos
encontrados en el virus de influenza pandémico de 2009, mientras que los genes

externos estén relacionados al linaje clasico de influenza porcina.

Es importante considerar una distribucion geogréafica de los virus teniendo en cuenta que
los cuatro aislamientos detectados en Antioquia estan estrechamente relacionados entre
si para cada uno de los genes analizados, pero al ser comparados con el aislamiento
obtenido en Cundinamarca se muestra un mayor grado de divergencia, describiendo un
evento de transmisién independiente hacia la poblacion porcina. Los virus de influenza
aislados recientemente no muestran un grado alto de similitud con las cepas obtenidas
en 2008, 2009, 2010 y 2011, lo cual probablemente esté asociado a un origen diferente,
aunado al hecho que, desde su apariciébn durante 2009, las cepas pandémicas son
trasmitidas constantemente a los cerdos, resultando en nuevos cambios moleculares y
nuevas vias de evolucion. Los mecanismos de variacion molecular son considerados un
medio que contribuye al surgimiento de nuevos virus y se requiere continuar con el
estudio de los virus de influenza en cerdos para identificar y caracterizar nuevas cepas
gue podrian convertirse en una preocupacion no solo para la salud animal sino para la

salud publica a nivel global.

4.3 Recomendaciones

Es necesario continuar con estudios de caracterizacion molecular que permitirdn analizar
en profundidad los linajes del virus de influenza en cerdos en Colombia, estableciendo la

presencia de cepas de otros origenes como H3N2 porcino o H1N1 de tipo clasico.
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Se puede plantear la utilizacion de estudios seroldgicos, que permitan diferenciar la
respuesta inmune humoral de una poblacién de cerdos frente a diferentes tipos del virus,
con el fin de establecer la presencia de anticuerpos contra diferentes cepas y describir
los niveles de exposicion a los que han sido sometidos. Es necesario establecer estas
variables en las explotaciones porcinas para describir las condiciones y factores que
promueven o modifican los flujos de trasmisién dentro de la poblacién y los riesgos de
infeccion que influyen en los diferentes grupos etarios; tales hallazgos permitirian
determinar la prevalencia del virus en las granjas y proponer las medidas que permitan
prevenir la entrada y diseminacion de esta enfermedad y mitigar las pérdidas asociadas a
ésta.

Se resalta la importancia de continuar con el analisis genémico de los virus aislados
hasta el momento, mediante la secuenciacion completa de todos sus segmentos. Lo
anterior con el fin de establecer la estructura genémica completa de las cepas virales,
permitiendo describir las relaciones con diversos virus reportados alrededor del mundo y
analizar la aparicién de cambios moleculares y eventos de rearreglos con otros linajes de

influenza.

Se debe profundizar en el conocimiento actual de los virus de influenza circulantes en
Colombia ya que esto repercute en la instauracion y disefio de nuevas estrategias que
contribuyan a ejecutar mejores practicas de manejo dentro de las granjas, focalizadas en
la disminucion de los eventos de transmisioén e infeccidon. En este sentido, también se
hace necesario gestionar la cooperacién de las diferentes entidades publicas y privadas
en el pais, y lograr su participacion en estudios que permitan investigar este agente viral
desde los diferentes niveles de impacto, considerando las diversas especies involucradas
y los multiples factores que interactan en la naturaleza de la enfermedad. Es de resaltar,
gue la influenza A en cerdos no es considerada una enfermedad de control oficial en el
pais; no obstante, se deben considerar la instauracién de nuevos métodos de vigilancia,
teniendo en cuenta un enfoque integrativo relacionado al concepto de “One health”, que
determina el control de la infeccién por este virus en los diversos huéspedes de interés, e
involucrando a diversos profesionales de la salud humana y animal, lo que permitira

mejorar la eficiencia y efectividad de las medidas de prevencion que existen actualmente
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4.4 Perspectivas

A pesar de los multiples esfuerzos a nivel internacional, adn existen mdltiples incognitas
relacionadas con el virus de influenza, desde el virus mismo y sus interacciones con la
célula huésped, pasando por un amplio rango de hospedadores en aumento y
enfrentando desafios para prevenir y/o controlar la infecciobn en poblaciones tanto

humanas como de animales.

En cuanto a la situacién en el pais el desconocimiento es aun mayor y los estudios
disponibles son limitados por lo tanto es esencial aunar esfuerzos y contribuir en la
construccién de dicho conocimiento. Se requiere extender los estudios de deteccién y
caracterizaciéon de los virus de influenza abarcando ademas de los cerdos otras especies
de interés como equinos, aves y humanos, asi como especies silvestres tanto de
mamiferos como aves, que son un componente epidemioldgico clave en la dindmica de
trasmisién de estos agentes y contribuyen a la evolucién permanente derivada de nuevos
cambios genéticos. Existe poca informacion relativa a la ecologia natural de estos virus
en nuestro pais y es importante registrar nuevas evidencias acerca de posibles eventos
de transmision inter-especie que puedan tener implicaciones en la salud publica global y

en la sanidad de las diferentes especies animales.

Considerando que se cuenta con aislamientos de cepas de campo del virus de influenza,
se debe plantear la posibilidad de realizar nuevos trabajos de investigacién enfocados en
analizar las caracteristicas antigénicas y de patogenicidad de estas cepas, empleando
modelos in vitro o in vivo. De igual forma es necesario establecer posibles cambios
derivados de eventos de adaptacion en los segmentos genémicos de estos virus, los
cuales puedan tener repercusiones en la salud publica y/o animal. Asimismo, es
necesario estimar las caracteristicas de infectividad de los aislamientos, y realizar
comparaciones relativas a la tasa de replicacion de estas cepas, tropismo tisular y
posibles patrones de excrecidon durante los eventos de infeccion, contrastando tales
hallazgos con valores relacionados con la respuesta inmune humoral y celular para
determinar parametros que favorecen los mecanismos de infectividad, los cuales pueden
constituir una herramienta para disefiar nuevas estrategias para prevenir o mitigar el

impacto de esta enfermedad.






A. Anexo: Secuencias de los
aislamientos obtenidos

A/swine/Colombia/1-019/2015 Gen HA
GCAGGGTGACAAAAACATAATGGACTCCAACACTATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCATATCCGCAAG
CGATTTGCAGACAATGGATTAGGTGACGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGATCAAAAGTCCTTAAAAGGAAGA
GGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATCATGGAATGGATCTTGAAAGAGGAA
TCCGGCGAGACACTTAGGATGACAATTGCATCTGTACCTACCTCGCGTTACCTTTCTGACATGACCCTCGAGGAAATGT
CACAAAACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATAATAGGACCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGACGGTCATGG
AAAAGAACATAGTACTGAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTCAACCGATTAGAGACCTTGGTACTACTAAGGGCTTTCAC
AGAGGAGGGAGCAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTACCCTCTCTTCCAGGACATACTTATGAGGATGTCAAAAATGCA
GTTGGGGTCCTCATCGGAGAACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGG
AGAAACTGTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAAAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGAGCAATTGGGACAGAA
ATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACA
TTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGC

Alswine/Colombia/1-019/2015 Gen NA
GGGAGCAAAAGCAGGAGTTTAAAAATGAATCCAAATCAAAAGATAATAAGCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAA
TGGCTAACTTAATATTGCAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATTCAACTTGGGAATCAGAATCAG
ATTGAAGCATGCAATCAAAGCGTCATTACTTATGAAAACAACACTTGGGTAAATCAGACATATGTTAACATCAGCAACAC
CAACTTTGCTGCTGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTGTTAGTGGATGGGC
TATATACAGTAAAGACAACAGTATAAGAATCGGTTCCAAAGGGGACGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGC
TCCCCCTTGGAATGCAGAACCTTCTTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAG
ACAGGAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCCATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAACTCAAGATTTGAGTCAGT
TGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTGGCTAACAATTGGGATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCAGT
GGCTGTGTTAAAGTACAACGGCATAATAACAGACACTATCAAAAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACACAAGAGTCT
GAATGTGCATGTATAAATGGTTCTTGCTTTACCATAATGACCGATGGACCAAGTAATGGACAGGCCTCATACAAGATCT
TCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTTGAAATGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTAC
CCTGATTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTGGGTATCTTTCAACCAG
AATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTTTCGGAGACAATCCACGGCCTGATGATAAGACAGGCAGTT
GTGGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAGTACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAG
AACCAAAAGCATTAGTTCAAGAAAAGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCAAACGGATGGACTGGGACAGACAACAACTTC
TCAATAAAGCAAGATATTGTAGGAATAAATGAGTGGTCAGGATATAGTGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAG
GGCTGGACTGTATAAAACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCG
GGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTA
CCATTGACAAGTAATTTGTTTAAAAAACTCCTTGTTTCT
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A/swine/Colombia/1-019/2015 Gen M
GATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATTGCGCA
GAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTT
GTCACCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACG
CTTTATCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCGAACAACATGGATAGAGCAGTTAAACTGTACAAAAAGCTCAAA
AGAGAAATAACGTTCCATGGGGCAAAGGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTC
ATATACAACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTAGGTCTAGTGTGTGCCACTTGTGAACAGATTGCTGATT
CACAGCATCGGTCTCACAGACAAATGGCTACTACCACCAATCCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTA
GCACTACGGCAAAGGCTATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCAGAGGCTATGGAGGTTGCTAATCAG
ACTAGACAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGGTCTGAAAGATGACCTTCTTG
AAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTTTCGTCATTGCAGCAAAT
ATCATTGGGATCTTGCACCTGATATTGTGGATTACTGATCGCCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATACGGT
TTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAATATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGT
GGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTAGAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACTAATACGAG

A/swine/Colombia/1-019/2015 Gen NS
GCAGGGTGACAAAAACATAATGGACTCCAACACTATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCATATCCGCAAG
CGATTTGCAGACAATGGATTAGGTGACGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGATCAAAAGTCCTTAAAAGGAAGA
GGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATCATGGAATGGATCTTGAAAGAGGAA
TCCGGCGAGACACTTAGGATGACAATTGCATCTGTACCTACCTCGCGTTACCTTTCTGACATGACCCTCGAGGAAATGT
CACAAAACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATAATAGGACCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGACGGTCATGG
AAAAGAACATAGTACTGAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTCAACCGATTAGAGACCTTGGTACTACTAAGGGCTTTCAC
AGAGGAGGGAGCAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTACCCTCTCTTCCAGGACATACTTATGAGGATGTCAAAAATGCA
GTTGGGGTCCTCATCGGAGAACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGG
AGAAACTGTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAAAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGAGCAATTGGGACAGAA
ATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACA
TTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGC
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Al/swine/Colombia/3-015/2015 Gen HA
GGGGAAAACAAAAGCWACAAAAATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACTGCAAATGCAGACACA
TTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACACACTC
TGTTAATCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTAAATGC
AACATTGCTGGATGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAA
CATTTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGACTATGAGGAGCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGT
GTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAGCAAAGGTGTAACGGCA
GCATGTCCTCATGCAGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCT
CAGCAAATCCTACATTAATGATAAGGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCACCCATCTACTAGTGCTGAC
CAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGAACATCAAGATACAGCAAAAAGTTCAAGCCGGAAA
TAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGACCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTATTAGAGCCGGGAGACAAAA
TAACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGATGGATCTGGTATTAT
CATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTT
CAGAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAGAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGA
GGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGG
TAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAACGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATG
CCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTC
AACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGA
ACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAAAACTTATATGAAAAGATAAGAA
GCCAGTTAAAAAACAATGCCAAAGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAACATGTGCATGGA
AAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGAGTA
AAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCC
TGGGGGCAGTCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAACATTAGGA

A/swine/Colombia/3-015/2015 Gen NA
CCAAAAGATAATAATCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAATGGCTAACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTC
AATATGGATTAGCCACTCAATTCAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGCAATCAAAGCGTTATTACTTATGAAA
ACAATACTTGGGTAAATCAGACATATGTCAACATCAGCAATACCAACTTTGCTGCTGGACAATCAGTGGTTTCCGTGAA
ATTAGCGGGTAATTCCTCTCTTTGCCCTGTTAGTGGATGGGCTATATACAGTAAAGACAACAGTGTAAGAATCGGTTCC
AAGGGAGATGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAACTTTCTTCTTGACTCAAG
GGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTAT
TGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAACTCAAGATTCGAGTCAGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAAT
TGGCTAACAATTGGAATATCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTAAAGTACAATGGCATAATAACAGACACTA
TCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACCCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTATAATG
ACCGACGGACCAAGTAATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAAAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAA
TGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAAC
TGGCATGGCTCGAATCGACCGTGGGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGGTACATATGCAGTGGGGTT
TTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAA
GGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAAATGAT
TTGGGATCCGAACGGATGGACTGGAACAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCA
GGATATAGTGGGAGTTTTGTTCAACATCCAGAACTAACAGGGCTGGATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAA
TCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGGGTAAACGGTGACACT
GTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAATTTGTTCAAAAAAA




122 Deteccion y caracterizacion molecular del virus de influenza A en cerdos al
sacrificio en Colombia

Alswine/Colombia/3-015/2015 Gen M
GATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCA
GAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAAAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTG
TCGCCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGC
TTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCAAACAACATGGATAGAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAA
GAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCA
TATACAACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGTGAACAGATTGCTGATTC
ACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACTAATCCACTAATCAGACATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAG
CACTACGGCAAAGGCTATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGAGGTTGCTAATCAGA
CTAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAACTCCAGTGCTGGTCTGAAAGATGACCTTCTTGA
AAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGTCATTGCAGCAAATA
TCATTGGGATCTTGCACCTGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATACGGTT
TGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAATATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTG
GATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTAAAG

A/swine/Colombia/3-015/2015 Gen NS
AAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCATATCCG
CAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGACCAAAAGTCCTTAAAAGG
AAGAGGCAGCACCCTTGGCCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATAGTGGAATGGATCTTGAAAGA
AGAATCCAGCGAAACACTTAGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACATGACTCTCGAAGAA
ATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAGAAGATAATAGGCCCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGGCGGTC
ATGGAAAAGAACATAATACTAAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGCTTT
CACTGAGGAGGGAACAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTATCCTCTCTTCCAGGACATACTTATGAGGATGTCAAAAAT
GCAGTTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCT
TGGAGAAACTGTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGAGCAATTGGGACA
GAAATTTGAAGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATA
ACATTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGA
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Al/swine/Colombia/3-020/2015 Gen HA
CAAAAATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACTGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCAT
GCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACACACTCTGTTAATCTTCTAGAAGA
CAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTAAATGCAACATTGCTGGATGGAT
CCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATTTAGTTCAGACAAT
GGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGACTATGAGGAGCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGT
TTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAGCAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCAG
GAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATT
AATGATAAGGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCACCCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATC
AGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGAACATCAAGATACAGCAAAAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAA
AGTGAGGGACCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTATTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAAC
TGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGATGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCA
GTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGA
TCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAGAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTAT
TCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACG
GTTATCACCATCAAAACGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTA
CTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAA
AGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATT
GGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAAAACTTATATGAAAAGATAAGAAGCCAGTTAAAAAACA
ATGCCAAAGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAACATGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGG
GACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGAGTAAAGCTGGAATCAACA
AGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAGTCAGTT
TCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAACATTAGGATTTCAGAAGTACGAGAAAA

Alswine/Colombia/3-020/2015 Gen NA
AGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATGAATCCAAACCAAAAGATAATAATCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAATGGCT
AACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATTCAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAA
ACATGCAATCAAAGCGTTATTACTTATGAAAACAATACTTGGGTAAATCAGACATATGTCAACATCAGCAATACCAACTT
TGCTGCTGGACAATCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGTAATTCCTCTCTTTGCCCTGTTAGTGGATGGGCTATATAC
AGTAAAGACAACAGTGTAAGAATCGGTTCCAAGGGAGATGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCT
TGGAATGCAGAACTTTCTTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAGGAG
CCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAACTCAAGATTCGAGTCAGTCGCTTGG
TCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTGGCTAACAATTGGAATATCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTG
TTAAAGTACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACCCAAGAGTCTGAATGTG
CATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTATAATGACCGACGGACCAAGTAATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAAAATA
GAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATT
CTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTGGGTGTCTTTCAACCAGAATCTGG
AATATCAGATAGGGTACATATGCAGTGGGGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTC
CAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAA
AAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAAATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGAACAGACAATAACTTCTCAATA
AAGCAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCAGGATATAGTGGGAGTTTTGTTCAACATCCAGAACTAACAGGGCTGG
ATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCA
GCATATCCTTTTGTGGGGTAAACGGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTG
ACAAGTAATTTGTTCAAAAAAACTCCTTGTTTCTACTAA
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Alswine/Colombia/3-020/2015 Gen M
GAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTC
TTTGCAGGAAAAAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTGTCGCCTCTGACTAAGG
GAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCC
TAAATGGGAATGGGGACCCAAACAACATGGATAGAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCA
TGGGGCCAAAGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGG
AACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGTGAACAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCAC
AGACAGATGGCTACTACCACTAATCCACTAATCAGACATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCT
ATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGAGGTTGCTAATCAGACTAGGCAGATGGTACA
TGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAACTCCAGTGCTGGTCTGAAAGATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTAC
CAGAAGCGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGTCATTGCAGCAAATATCATTGGGATCTTGCA
CCTGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTTC
TACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAATATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTC
ATTTTGTCAACATAGAGCTAAAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACTAATACGAG

A/swine/Colombia/3-020/2015 Gen NS
TTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTT
CCTTTGGCATATCCGCAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGACCA
AAAGTCCTTAAAAGGAAGAGGCAGCACCCTTGGCCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATAGTGGA
ATGGATCTTGAAAGAAGAATCCAGCGAAACACTTAGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGAC
ATGACTCTCGAAGAAATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAGAAGATAATASGCCCTCTTTGCGTGCGAT
TGGACCAGGCGGTCATGGAAAAGAACATAATACTAAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGAT
ACTACTAAGGGCTTTCACTGAGGAGGGAACAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTATCCTCTCTTCCAGGACATACTTAT
GAGGATGTCAAAAATGCAGTTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAAT
ATACAGAGATTCGCTTGSAGAAACTGTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCG
AGAGCAATTGGGACAGAAATTTGAAGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAA
TAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAG
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Al/swine/Colombia/3-021/2015 Gen HA
TCAGGGAGCAAAAGCAGGGGAAAACAAAAGCTACAAAAATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAAC
TGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAAT
GTAACAGTAACACACTCTGTTAATCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCAT
TGCATTTGGGTAAATGCAACATTGCTGGATGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATG
GTCCTACATTGTGGAAACATTTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGACTATGAGGAGCTAAGA
GAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGA
GCAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCAGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGG
AAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAATGATAAGGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCAC
CCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGAACATCAAGATACAGCA
AAAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGACCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAT
TAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAA
ATGATGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAGGGTGCTAT
AAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAGAAGCACAAAATTGA
GACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAG
GGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAACGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGAC
CTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCAC
AGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGAC
ATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAAAA
CTTATATGAAAAGATAAGAAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAAGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAAT
GCGATAACATGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAG
AGAAGAAATAGATGGAGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCA
TTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAGTCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTT
AACATTAGGATTTCAGAAGTACG
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A/swine/Colombia/3-021/2015 Gen NA
GCAGGAGTTTAAAATGAATCCAAACCAAAAGATAATAATCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAATGGCTAACTTAA
TATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATTCAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGC
AATCAAAGCGTTATTACTTATGAAAACAATACTTGGGTAAATCAGACATATGTCAACATCAGCAATACCAACTTTGCTGC
TGGACAATCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGTAATTCCTCTCTTTGCCCTGTTAGTGGATGGGCTATATACAGTAAA
GACAACAGTGTAAGAATCGGTTCCAAGGGAGATGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAAT
GCAGAACTTTCTTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAGGAGCCCATA
TCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAACTCAAGATTCGAGTCAGTCGCTTGGTCAGCA
AGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTGGCTAACAATTGGAATATCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTAAAGT
ACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACCCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGT
AAATGGTTCTTGCTTTACTRTAATGACCGACGGACCAAGTAATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAAAATAGAAAAG
GGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGA
AATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTGGGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCA
GATAGGGTACATATGCAGTGGGGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATC
GTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAACTAAAAGCATT
AGTTCAAGAAACGGTTTTGAAATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGAACAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAG
ATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCAGGATATAGTGGGAGTTTTGTTCAACATCCAGAACTAACAGGGCTGGATTGTAT
AAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATC
CTTTTGTGGGGTAAACGGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTA
ATTTGTTCAAAAAAACTCCTTGTTTCTACTA

A/swine/Colombia/3-021/2015 Gen M
AGTAGATATTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGC
CGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGGAAAAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGAC
AAGACCAATCTTGTCGCCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACT
GCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCAAACAACATGGATAGAGCAGTTAAACTATA
CAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAG
TTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGTGAA
CAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACTAATCCACTAATCAGACATGAAAACAGAA
TGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCTATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGA
GGTTGCTAATCAGACTAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAACTCCAGTGCTGGTCTGAAA
GATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGT
CATTGCAGCAAATATCATTGGGATCTTGCACCTGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCG
CTTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAATATCAACAGGAACA
GCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTAAAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACTAATAC
GAGACGATA
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Al/swine/Colombia/3-021/2015 Gen NS
GAGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCATA
TCCGCAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGACCAAAAGTCCTTAA
AAGGAAGAGGCAGCACCCTTGGCCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATAGTGGAATGGATCTTGA
AAGAAGAATCCAGCGAAACACTTAGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACATGACTCTCGA
AGAAATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAGAAGATAATAGGCCCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGGC
GGTCATGGAAAAGAACATAATACTAAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGG
CTTTCACTGAGGAGGGAACAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTATCCTCTCTTCCAGGACATACTTATGAGGATGTCAAA
AATGCAGTTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTC
GCTTGGAGAAACTGTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGAGCAATTGGG
ACAGAAATTTGAAGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAA
ATAACATTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATG
ATA

Alswine/Colombia/3-027/2015 Gen HA
TCAGGGAGCAAAAGCAGGGGAAAACAAAAGCWACAAAAATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAA
CTGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAAT
GTAACAGTAACACACTCTGTTAATCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCAT
TGCATTTGGGTAAATGCAACATTGCTGGATGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATG
GTCCTACATTGTGGAAACATTTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGACTATGAGGAGCTAAGA
GAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGA
GCAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCAGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGG
AAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAATGATAAGGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCAC
CCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGAACATCAAGATACAGCA
AAAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGACCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAT
TAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAA
ATGATGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAGGGTGCTAT
AAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAGAAGCACAAAATTGA
GACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAG
GGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAACGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGAC
CTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCAC
AGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGAC
ATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAAAA
CTTATATGAAAAGATAAGAAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAAGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAAT
GCGATAACATGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAG
AGAAGAAATAGATGGAGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCA
TTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAGTCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTT
AACATTAGGATTTCAGAAGTACGAGAAAAACACCCTTGTTTCTAC
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A/swine/Colombia/3-027/2015 Gen NA
GGGAGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATGAATCCAAACCAAAAGATAATAATCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAAT
GGCTAACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATTCAACTTGGGAATCAAAATCAGAT
TGAAACATGCAATCAAAGCGTTATTACTTATGAAAACAATACTTGGGTAAATCAGACATATGTCAACATCAGCAATACCA
ACTTTGCTGCTGGACAATCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGTAATTCCTCTCTTTGCCCTGTTAGTGGATGGGCTAT
ATACAGTAAAGACAACAGTGTAAGAATCGGTTCCAAGGGAGATGTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCC
CCCTTGGAATGCAGAACTTTCTTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACA
GGAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAACTCAAGATTCGAGTCAGTCGC
TTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTGGCTAACAATTGGAATATCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGC
TGTGTTAAAGTACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACCCAAGAGTCTGAAT
GTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTRTAATGACCGACGGACCAAGTAATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAA
AATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCT
GATTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTGGGTGTCTTTCAACCAGAAT
CTGGAATATCAGATAGGGTACATATGCAGTGGGRTTTTCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGT
GGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATAGGGAGAA
CTAAAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAAATGATTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGAACAGACAATAACTTCTC
AATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAAATGAGTGGTCAGGATATAGTGGGAGTTTTGTTCAACATCCAGAACTAACAGGG
CTGGATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCGGG
AGCAGCATATCCTTTTGTGGGGTAAACGGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACC
ATTGACAAGTAATTTGTTCAAAAAAACTCCTTGTTTCTACTAATACGAGACG

A/swine/Colombia/3-027/2015 Gen M
AGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCG
AGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAAAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAA
GACCAATCTTGTCGCCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGC
AGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCAAACAACATGGATAGAGCAGTTAAACTATACAA
GAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTG
CATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGTGAACA
GATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACTAATCCACTAATCAGACATGAAAACAGAATG
GTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCTATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGAGG
TTGCTAATCAGACTAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAACTCCAGTGCTGGTCTGAAAGA
TGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGTCA
TTGCAGCAAATATCATTGGGATCTTGCACCTGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCT
TTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAATATCAACAGGAACAGC
AGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTAAAGTAAAAAA
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Alswine/Colombia/3-027/2015 Gen NS
CATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCATATCCGCAAGCGATTTGCAGACAAT
GGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGACCAAAAGTCCTTAAAAGGAAGAGGCAGCACCCTTGG
CCTCGATATCGAAACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATAGTGGAATGGATCTTGAAAGAAGAATCCAGCGAAACACTT
AGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACATGACTCTCGAAGAAATGTCACGAGACTGGTTCA
TGCTCATGCCTAGGCAGAAGATAATAGGCCCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGGCGGTCATGGAAAAGAACATAATAC
TAAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGCTTTCACTGAGGAGGGAACAAT
AGTTGGAGAAATTTCACCATTATCCTCTCTTCCAGGACATACTTATGAGGATGTCAAAAATGCAGTTGGGGTCCTCATC
GGAGGACTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGGAGAAACTGTGATGAG
AATGGGAGACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGAGCAATTGGGACAGAAATTTGAAGAAATAAG
GTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACAGATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTA
CAACTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGAT
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C.

secuencias

Anexo: Andalisis de similitud de

Segmento HA

% ldentidad

1 2 3 4 5 6
- 97.6% | 98.3% | 98.3% | 98.3% | 98.3% A/California/04/2009
© 2.5% - 96.5% | 96.5% | 96.5% | 96.5% A/swine/Colombia/1-019/2015
:i 1.7% 3.6% - 100% 100% 100% A/swine/Colombia/3-015/2015
% 1.7% | 3.6% 0 - 100% 100% A/swine/Colombia/3-020/2015
1.7% 3.6% 0 0 - 100% A/swine/Colombia/3-021/2015
1.7% 3.6% 0 0 0 - A/swine/Colombia/3-027/2015
Segmento NA
% ldentidad
1 2 3 4 5 6
- 97.9% | 98.1% | 98.1% | 98.1% | 98.1% A/California/04/2009
© 2.2% - 96.5% | 96.5% | 96.4% | 96.4% A/swine/Colombia/1-019/2015
i 1.9% | 3.6% - 100% | 99.9% | 99.9% A/swine/Colombia/3-015/2015
% 1.9% 3.6% 0 - 99.9% | 99.9% A/swine/Colombia/3-020/2015
1.8% | 3.6% 0 0 - 99.9% A/swine/Colombia/3-021/2015
1.7% 3.5% 0 0 0 - A/swine/Colombia/3-027/2015
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Segmento M
% ldentidad
1 2 3 4 5 6
@ - 98.8% | 99.1% | 99.1% | 99.0% | 99.1% A/California/04/2009
;E'; 1.3% - 97.8% | 97.8% | 97.7% | 97.8% A/swine/Colombia/1-019/2015
'é 0.9% | 2.2% - 100% | 99.9% | 100% A/swine/Colombia/3-015/2015
g) 0.9% 2.2% 0 - 99.9% 100% A/swine/Colombia/3-020/2015
_g 1.0% | 2.3% 0.1% 0.1% - 99.9% A/swine/Colombia/3-021/2015
0.9% | 2.2% 0 0 0.1% - A/swine/Colombia/3-027/2015
Segmento NS
% ldentidad
1 2 3 4 5 6
- 97.7% | 98.2% | 98.2% | 98.2% | 98.2% A/California/04/2009
@ 2.4% - 96.3% | 96.3% | 96.3% | 96.3% A/swine/Colombia/1-019/2015
i 1.9% 3.8% - 100% 100% 100% A/swine/Colombia/3-015/2015
% 1.9% | 3.8% 0 - 100% 100% A/swine/Colombia/3-020/2015
1.9% 3.8% 0 0 - 100% A/swine/Colombia/3-021/2015
1.9% | 3.8% 0 0 0 - A/swine/Colombia/3-027/2015
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D. Anexo: Relacion de cepas
utilizadas en el analisis filogenético

Genes Nimero de
. ) Subtip .
Identificacion cepa Origen/afio Huésped utilizado acceso
0
s taxén NCBI
Reino HA, NA,
(A/WS/1933(H1N1) . Humano HIN1 382834
Unido/1933 NS
) Puerto HA, NA,
(A/Puerto Rico/8/1934(H1N1) ) Humano H1N1 211044
Rico/1934 NSy M
. . Reino
A/swine/Cambridge/39 ) Cerdo H1N1 HA 382845
Unido/1933
(A/swine/29/1937(H1N1) USA/1937 Cerdo HIN1 M 382842
(A/swine/lowa/15/30(H1N1) USA/1930 Cerdo HIN1 HA 260809
HA, NA,
(A/swine/England/117316/1986(H1N1) Inglaterra/1986 Cerdo HIN1 NS Y M 1176077
. HA, NA,
(A/swine/England/79851/1990(H1N1) Inglaterra/1990 Cerdo H1N1 NS Y M 1176078
HA, NA,
(A/swine/Arnsberg/1/1979(H1N1) Alemania/1979 Cerdo HIN1 NS Y M 1503429
) Paises HA, NA,
(A/swine/Netherlands/25/1980(H1N1) ) Cerdo HIN1 158642
bajos/1980 NSY M
) . HA, NA,
(A/swine/ltaly/147/1981(H1N1) Italia/1981 Cerdo HIN1 NS Y M 384481
. - . HA, NA,
(A/swine/Finnistere/2899/1982(H1N1) Francia/1982 Cerdo HIN1 NS Y M 157800
) HA, NA,
(A/swine/England/410711/1994(H1N1) Inglaterra/1994 Cerdo HIN1 NS Y M 1176051
) ) HA, NA,
(A/swine/Potsdam/35/82(H3N2) Alemania/1982 Cerdo H3N2 M 183769
) ) HA, NA,
(A/swine/Spain/33601/2001(H3N2) Espafia/2001 Cerdo H3N2 NS Y M 374436
) ) ) HA, NA,
(A/swine/Germany/Vi3161/95(H3N2) Alemania/1995 Cerdo H3N2 NS Y M 487071
. Paises HA, NA,
(A/swine/Brabant/1984(H3N2) ) Cerdo H3N2 936120
bajos/1984 NS Y M
) HA, NA,
(A/swine/England/163266/1987(H3N2) Inglaterra/1987 Cerdo H3N2 NS Y M 1176124
) ) HA, NA,
(A/swine/ltaly/526/1985(H3N2) Italia/1985 Cerdo H3N2 NS Y M 383560
(A/swine/Cotes d'Armor/790/1997(H1N2) Francia/1997 Cerdo H1IN2 HA, NA, 169162



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=382834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=211044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=382845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=260809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1176077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1176078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1503429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=158642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=374436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=487071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=936120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=169162
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NS Y M
HA, NA,
(A/swine/ltaly/3592/1999(H1N2) Italia/1999 Cerdo HIN2 NS Y M 455318
HA, NA,
(A/swine/Bakum/1832/2000(H1N2) Alemania/2000 Cerdo H1N2 NS Y M 308981
HA, NA,
(A/swine/England/33766/2003(H1N2) Inglaterra/2003 Cerdo H1N2 NS Y M 1654143
. ) HA, NA,
(A/swine/Italy/50568/2005(H1N2) Italia/2005 Cerdo HIN2 NS Y M 930986
(A/swine/Italy/66945/2006(H3N1) Italia/2006 Cerdo H3N1 HA, NA 455318
HA, NA,
(A/swine/Nordkirchen/IDT1993/2003(H3N2) | Alemania/2003 Cerdo H3N2 NS Y M 522756
] ] HA, NS Y
(A/swine/Sweden/1021/2009(H1N2) Suecia/2009 Cerdo H1N2 M 667067
(A/swine/England/MD0040352R/2009(H1N1 HA, NA,
) Inglaterra/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 1176082
) ) HA, NA,
(A/swine/ltaly/290271/2009(H1N1) Italia/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 1501091
(A/swine/Cotes ) HA, NA,
Francia/2010 Cerdo HIN1 1273141
d'Armor/110466/2010(H1N1) NSYM
(A/swine/Ebbinghof/IDT12991- ) HA, NA,
Alemania/2011 Cerdo HIN1 1263904
1/2011(H1N1) NS Y M
) ) HA, NA,
(A/swine/ltaly/73449/2013(H1N1) Italia/2013 Cerdo HIN1 NS Y M 1382806
) . HA, NA,
(A/swine/ltaly/278299 1/2012(H1N1) Italia/2012 Cerdo HIN1 NS Y M 1501089
HA, NA,
(A/swine/England/142162/2010(H1N2) Inglaterra/2010 Cerdo H1N2 NS Y M 1654114
HA, NA,
(A/swine/Papenburg/IDT12653/2010(H1N2) | Alemania/2010 Cerdo HIN2 NS Y M 1263911
HA, NA,
(A/swine/Niigata/1/1977(H1N1) Jap6n/1977 Cerdo H1N1 NS Y M 519839
HA, NA,
(A/swine/Hong Kong/29/1977(H1N1) China/1977 Cerdo H1IN1 NS Y M 991258
HA, NA,
(A/swine/Hong Kong/347/1993(H1N1) China/1993 Cerdo H1N1 NS Y M 991553
. . HA, NA,
(A/swine/Ehime/1/1980(H1N2) Jap6n/1980 Cerdo H1N2 NS Y M 519840
. . HA, NA,
(A/swine/Guangdong/01/1998(H3N2) China/1998 Cerdo H3N2 NS Y M 627198
HA, NA,
(A/swine/Heilongjiang/1/05(H3N2) China/2005 Cerdo H3N2 NS Y M 486630
(A/swine/Guangdong/166/06(H3N2) China/2006 Cerdo H3N2 HA, NA, 486629



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=308981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=930986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=522756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=667067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1176082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1501091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1273141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1382806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1654114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1263911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=991258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=991553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=519840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=627198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=486630
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NSYM
HA, NA,
(A/swine/Guangdong/102/2002(H3N2) China/2002 Cerdo H3N2 NS Y M 663195
HA, NA,
(A/swine/Guangdong/106/2002(H3N2) China/2002 Cerdo H3N2 NS Y M 663196
HA, NA,
(A/swine/Hong Kong/8512/2001(H1N1) China/2001 Cerdo H3N2 NS Y M 649623
HA, NA,
(A/swine/Hong Kong/1669/2002(H1N1) China/2002 Cerdo H3N2 NS Y M 991195
) Corea del HA, NA,
(A/swine/Korea/CAS05/2004(H3N2) Cerdo H3N2 538545
Sur/2004 NSY M
) Corea del HA, NA,
(A/swine/Korea/CAS07/2005(H3N2) Cerdo H3N2 538546
Sur/2004 NS YM
. Corea del HA, NA,
(A/swine/Korea/Hongsong2/2004(H1N2) Cerdo HIN2 538555
Sur/2004 NS YM
HA, NA,
(A/swine/Shandong/854/2009(H1N1) China/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 1032499
HA, NA,
(A/swine/Thailand/NS393/2009(H1N1) Tailandia/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 1311614
) Corea del HA, NA,
(A/swine/Korea/VD01/2009(H1N1) Cerdo HIN1 717529
Sur/2009 NS YM
] ] HA, NA,
(A/swine/lbaraki/46/2010(H1N1) Japo6n/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 1820581
HA, NA,
(A/swine/Guangdong/NS94/2012(H1N1) China/2012 Cerdo HIN1 NS Y M 1511974
. . HA, NA,
(A/swine/Chiba/14/2012(H1N2) Japén/2012 Cerdo H1IN2 NS Y M 1469641
) Corea del HA, NA,
(A/swine/Korea/CY02-08/2012(H3N1) Cerdo H3N1 1224820
Sur/2012 NSYM
HA, NA,
swine/Thailand/CU-P43/2012(H3N2 Tailandia/2012 Cerdo H3N2 1293743
(A/swine/Thailand/ / ( ) ilandia/ d NS
HA, NA,
(A/swine/lowa/15/1930(H1N1) USA/1930 Cerdo H1N1 NS Y M 380342
HA, NA,
(A/swine/USA/1976/1931(H1N1) USA/1931 Cerdo H1N1 NS Y M 671163
HA, NA,
(A/swine/Ohio/23/1935(H1N1) USA/1935 Cerdo HIN1 NS Y M 383539
HA, NA,
(A/swine/Colorado/1/1977(H3N2) USA/1977 Cerdo H3N2 NS Y M 385645
HA, NA,
(A/swine/Ontario/00130/97(H3N2) Canada/1997 Cerdo H3N2 NS. M 133777
(A/Swine/North Carolina/35922/98 (H3N2) USA/1998 Cerdo H3N2 NS 101753
(A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2) USA/1999 Cerdo H3N2 HA, NA, 133775



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=663195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=663196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=991195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=538555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1032499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=717529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1820581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1224820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1293743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=380342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=671163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=385645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=133777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=133775
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NS Y M

. HA, NA,
(A/Swine/lowa/569/99 (H3N2) USA/1999 Cerdo H3N2 NS Y M 133774

. HA, NA,
(A/Swine/lowa/533/99 (H3N2) USA/1999 Cerdo H3N2 NS Y M 133773

. HA, NA,
(A/swine/Alabama/SG1224/2005(H3N2) USA/2005 Cerdo H3N2 NS Y M 1432638

) HA, NA,
(A/swine/Alberta/00805/2005(H3N2) Canadéa/2005 Cerdo H3N2 NS Y M 1261847

. . HA, NA,
A/Swine/Indiana/9K035/99(H1N2) USA/99 Cerdo HIN2 NS 128982

) ) HA, NA,
(A/swine/Minnesota/5763/2003(H1N2) USA/2003 Cerdo H1N2 NS Y M 1081401

. . HA, NA,
A/swine/North Carolina/47834/2000 USA/2000 Cerdo HIN1 NS Y M 1081397

. ) . HA, NA,
(A/swine/Missouri/2124514/2006(H2N3) USA/2006 Cerdo H2N3 NS Y M 489926

. 3 HA, NA,
(A/swine/Alberta/OTH-33-8/2009(H1N1) Canadé/2009 Cerdo H1IN1 NS Y M 645113

. . . HA, NA,
(A/swine/4/Mexico/2009(H1N1) México/2009 Cerdo H1N1 NS Y M 702451

. . HA, NA,
(A/swine/Minnesota/074A/2009(H1N1) USA/2009 Cerdo HIN1 NS Y M 941628

. . HA, NA,
A/swine/Minnesota/02976/2010 USA/2010 Cerdo HIN1 NS Y M 741937

) HA, NA,
(A/swine/lowa/A01049478/2011(H1N1) USA/2011 Cerdo H1N1 NS Y M 260809

) ) . HA, NA,
(A/swine/Missouri/A01203163/2012(H1N1) USA/2012 Cerdo HIN1 NS Y M 1193960

. . HA, NA,
Al/swine/Ohio/A01432602/2013 USA/2013 Cerdo HIN1 NS Y M 1316808

) o HA, NA,
(A/swine/lllinois/A01490609/2014(H1N1) USA/2014 Cerdo HIN1 NS Y M 1454836

HA, NA,
(A/swine/lllinois/A01729364/2016(H1N1) USA/2016 Cerdo HIN1 NS Y M 1789714

(A/swine/Minnesota/A01201429/2011(H1N2 HA, NA,
USA/2011 Cerdo H1N2 1171121

) NS Y M

HA, NA,
A/swine/Arkansas/SG1347/2010 USA/2010 Cerdo H1N1 NS Y M 1432589

HA, NA,
(A/swine/Villa Clara/84/2010(H1N1) Cuba/2010 Cerdo HIN1 NS Y M 1074270

(A/swine/Wisconsin/A01203142/2012(H1N1 HA, NA,
) USA/2012 Cerdo H1N1 NS Y M 1784830



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=133774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=133773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1432638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1261847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=128982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1081401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=489926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=645113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=260809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1789714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1432589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1074270
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HA, NA,
(A/swine/lowa/A0143271/2013(H1N1) USA/2013 Cerdo HIN1 NS Y M 260809
swine/Kentucky , NA,
Alswine/K ky/14TOSU23973/2014(H1 HA, NA
USA/2014 Cerdo HIN1 1476752
N1) NS Y M
. HA, NA,
(A/swine/lowa/A01489009/2015(H1N1)) USA/2015 Cerdo HIN1 NS Y M 260809
. . HA, NA,
(A/swine/Indiana/A01728945/2016(H1N1) USA/2016 Cerdo HIN1 NS Y M 1784830
. . HA, NA,
(A/swine/Indiana/A01729047/2016(H3N2) USA/2016 Cerdo H3N2 NS Y M 1789717
(A/swine/Argentina/SAGiles- )
Argentina/2009 Cerdo HIN1 HA, NA 665791
31215/2009(H1N1)
(A/swine/Peru/2010729232/2009(H1N1) Pera/2009 Cerdo HIN1 HA, NA 1535308
. . . HA, NA,
Alswine/Brazil/12A/2010 Brasil/2010 Cerdo HIN1 989335
NSY M
. . . HA, NA,
Alswine/Colombia/1/2011 Colombia/2011 Cerdo HIN1 NS Y M 1299904
. . . HA, NA,
Alswine/Argentina/CIP051-A201/2012 Argentina/2012 Cerdo HIN1 NS Y M 1317091
. . . HA, NA,
(A/swine/Brazil/18/2012(H1N1) Brasil/2012 Cerdo HIN1 NS Y M 1543288
_ _ _ HANS Y
A/swine/Colombia/M1445/2015 Colombia/2015 Cerdo HIN1 M 1843479
) . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/M1484/2015(H1N1) Colombia/2015 Cerdo HIN1 NS Y M 1000303
Al/swine/Argentina/CIP112-2203/2016 Argentina/2016 Cerdo HIN1 HA, NA 1898759
(A/swine/Argentina/CIP051- ) HA, NA,
Argentina/2010 Cerdo HIN1 909675
StaFeN2/2010(H1N2) NSY M
) ) ) HA, NA,
(A/swine/Brazil/31_11_3/2011(H1N2) Brasil/2011 Cerdo HIN1 NS Y M 1401671
(A/swine/Argentina/CIP051-C07-MP2- ) HA, NAY
Argentina/2013 Cerdo HIN1 1658820
1/2013(H3N2) M
. . . HA, NA,
(A/swine/Brazil/G2P1/2013(H1N2) Brasil/2013 Cerdo H1IN2 NS Y M 1564191
HA, NA,
(A/swine/Chile/YA026/2014(H1N2) Chile/2014 Cerdo H1N2 NS Y M 1843480
HA, NA)Y
A/swine/Argentina/CIP051-A2/2008 Argentina/2008 Cerdo H3N2 M 1048444
Dinamarca/200 HA, NA,
(A/Aalborg/INS132/2009(H1N1)) Humano H1N1 747846
9 NS Y M
HA, NA,
(A/England/1072/2009(H1N1) Inglaterra/2009 Humano H1N1 NS Y M 1230216
(A/Italy/05/2009(H1N1)) Italia/2009 Humano HIN1 HA, NA, 651124



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=260809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1476752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=260809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1789717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1299904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1317091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1543288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1000303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1898759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1658820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1564191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1843480
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NS Y M
. HA, NA,
(A/Caen/2716/2009(H1N1)) Francia/2009 Humano HIN1 NS Y M 655667
. . HA, NA,
(A/Berlin/INS170/2009(H1N1)) Alemania/2009 Humano HIN1 NS Y M 747879
. . HA, NA,
(A/Berlin/INS430/2010(H1N1)) Alemania/2010 Humano HIN1 NS Y M 856541
. . HA, NA,
(A/La Reunion/803/2010(H1N1)) Francia/2010 Humano HIN1 NS Y M 1429809
HA, NA,
A/England/00380709/2010 Inglaterra/2010 Humano HIN1 NS Y M 1645815
Paises HA, NA,
(A/Netherlands/2631b/2010(H1N1)) ) Humano HIN1 768421
bajos/2010 NSYM
HA, NA,
(A/Bonn/INS533/2011(H1N1)) Alemania/2011 Humano HIN1 NS Y M 1228466
Reino HA, NA,
A/Brighton/INS3_669/2011(H1N1)) , Humano H1N1 1469857
Unido/2011 NSYM
Dinamarca/201 HA, NA,
(A/Aarhus/INS3_653/2011(H1N1)) Humano H1N1 1469848
1 NSYM
HA, NA,
(A/Cheboksary/11V-92/2011(H1N1)) Rusia/2011 Humano HIN1 I 1088745
HA, NA,
(A/Chita/RI1108/2012(H1N1)) Rusia/2012 Humano HIN1 NS Y M 1283171
. Republica HA, NA,
(A/Czech Republic/140/2012(H1N1)) Humano HIN1 1472914
Checa/2012 NSYM
HA, NA,
(A/Finland/214/2012(H1N1)) Finlandia/2012 Humano HIN1 NS Y M 1541091
) Republica HA, NA,
(A/Czech Republic/186/2013(H1N1)) Humano HIN1 1416444
Checa/2013 NSYM
. . . HA, NA,
(A/Helsinki/131H28/2013(H1N1)) Finlandia/2013 Humano HIN1 NS Y M 1389812
. HA, NA,
(A/Kazan/CRIE-03/2013(H1N1)) Rusia/2013 Humano HIN1 NS Y M 1410470
HA, NA,
(A/Helsinki/162M/2014(H1N1)) Finlandia/2014 Humano H1N1 NS Y M 1537627
. Republica HA, NA,
(A/Czech Republic/2/2014(H1N1)) Humano H1N1 1472918
Checa/2014 NSYM
. Republica HA, NA,
(A/Czech Republic/95/2015(H1N1)) Humano H1N1 1783372
Checa/2015 NSYM
HA, NA,
(A/Krasnodar/108/2015(H1N1)) Rusia/2015 Humano H1N1 NS Y M 1898983
HA, NA,
(A/Arkhangelsk/CRIE-109/2016(H1N1)) Rusia/2016 Humano HIN1 NS Y M 1898981
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HA, NA,

(A/Beijing/7/2009(H1N1)) China/2009 Humano H1N1 913819
NSY M
HA, NA,

(A/Nonthaburi/102/2009(H1N1)) Tailandia/2009 Humano H1N1 NS Y M 644373
HA, NA,

(A/Singapore/DMS65/2010(H1N1)) Singapur/2010 Humano HIN1 NS Y M 1672558
HA, NA,

(A/Thailand/C602/2010(H1N1)) Tailandia/2010 Humano HIN1 NS Y M 944383
HA, NA,

(A/Singapore/TT5/2011(H1N1)) Singapur/2011 Humano HIN1 NS Y M 1041072
HA, NA,

(A/Taiwan/4501/2011(H1N1)) Taiwan/2011 Humano HIN1 NS Y M 1050945
HA, NA,

(A/Singapore/DMS1232/2012(H1N1)) Singapur/2012 Humano HIN1 NS Y M 1672467
HA, NA,

(A/Thailand/MR10580/2012(H1N1)) Tailandia/2012 Humano HIN1 NS Y M 1602796
HA, NA,

A/Singapore/DMS1312/2013(H1N1 Singapur/2013 Humano HIN1 1672485
NSY M
HA, NA,

(A/Shanghai/Mix1/2014(H1N1)) China/2014 Humano H1N1 NS Y M 1507007

(A/India/Kol-S4163/2015(H1N1)) India/2015 Humano H1N1 HA, NA 1896955

(A/Japan/4914/2016(H1N1)) Jap6n/2016 Humano HIN1 HA, NA 1921971

(A/Babol/13992/2016(H1N1)) Iran/2016 Humano HIN1 HA, NA 1928287
HA, NA,

(A/New York/3242/2009(H1N1)) USA/2009 Humano HIN1 NS Y M 646714
HA, NA,

(A/South Carolina/10/2010(H1N1)) USA/2010 Humano HIN1 NS Y M 1184589
(A/District of HA, NA,

. USA/2011 Humano H1IN1 1078064
Columbia/WRAIR0313/2011(H1N1)) NS Y M
HA, NA,

(A/Texas/23/2012(H1N1)) USA/2012 Humano HIN1 . 1320510
HA, NA,

(A/Boston/YGA_02024/2013(H1N1)) USA/2013 Humano H1N1 NS Y M 1461817
HA, NA,

(A/New York/WC-LVD-14-001/2014(H1N1)) USA/2014 Humano HIN1 NS Y M 1523082
HA, NA,

ermon umano

(AIV t/10/2015(H1N1)) USA/2015 H HIN1 NS Y M 1824044
. HA, NA,

(A/Georgia/10/2016(H1N1)) USA/2016 Humano H1N1 NS Y M 1909914
HA, NA,

(A/Indiana/01/2017(H1N1)) USA/2017 Humano HIN1 NS Y M 1940348
HA, NA,

(A/Brazil/AVS05/2009(H1N1)) Brasil/2009 Humano H1N1 1194305

NSYM



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=913819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=644373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=944383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1050945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1602796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=646714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1184589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1078064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1320510
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1523082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1909914

144 Deteccion y caracterizacion molecular del virus de influenza A en cerdos al
sacrificio en Colombia

HA, NA,
(A/Chile/19/2009(H1N1)) Chile/2009 Humano HIN1 880809
NSYM
HA, NA,
(A/Argentina/HNRG14/2009(H1N1)) Argentina/2009 Humano H1N1 NS Y M 703191
HA, NA,
(A/Bogota/WRAIR0442T/2009(H1N1)) Bogota/2009 Humano HIN1 NS Y M 985904
HA, NA,
(A/Trujillo/WRAIR9309F/2009(H1N1)) per/2009 Humano HIN1 NS Y M 985972
HA, NA,
(A/Santa Cruz/46631/2009(H1N1)) Bolivia/2009 Humano HIN1 NS Y M 1396463
HA, NA,
(A/Quito/WRAIR0617T/2009(H1N1)) Ecuador/2009 Humano H1N1 NS Y M 985908
HA, NA,
(A/Chile/115/2010(H1N1)) Chile/2010 Humano HIN1 1017250
NSY M
HA, NA,
(A/Argentina/HNRG102/2010(H1N1)) Argentina/2010 Humano HIN1 NS Y M 754756
HA, NA,
(A/Brazil/AVS11/2011(H1N1)) brasil/2011 Humano HIN1 NS Y M 1194304
HA, NA,
(A/Santiago/p1d1/2011(H1N1)) Chile/2011 Humano HIN1 NS Y M 1506703
HA, NA,
(A/Santa Cruz/7941/2011(H1N1)) Bolivia/2011 Humano HIN1 NS Y M 1396468
HA, NA,
(A/Peru/PER045/2011(H1N1)) Per/2011 Humano HIN1 NS Y M 1429440
] HA, NA,
(A/Lima/INS3_671/2012(H1N1)) Per/2012 Humano HIN1 NS Y M 1469882
- HA, NA,
(A/Santa Cruz/111/2012(H1N1)) Bolivia/2012 Humano HIN1 NS Y M 1396455
_ _ HA, NA,
(A/Santiago/p13d2/2013(H1N1)) Chile/2013 Humano HIN1 NS Y M 1507245
HA, NA,
(A/Bogota/0466N/2009(H1N1)) Bogota/2009 Humano H1N1 NS Y M 664779
HA, NA,
(A/cinnamon teal/Bolivia/4537/2001(H7N3)) Bolivia/2001 Aviar H7N3 NS Y M 386312
. . . . HA, NA'Y
chicken/Chile ile viar
(A/chicken/Chile/176822/02(H7N3)) Chile/2002 A H7N3 M 244948
HA, NA,
chicken/Chile - ile viar
(A/chicken/Chile/184240-1/2002(H7N3)) Chile/2002 Avi H7N3 NS Y M 680714
(A/white-faced whistling- ) ) HA, NA,
. Colombia/2011 Aviar H5N2 1299909
duck/Colombia/1/2011(H5N2)) NSYM
(Alyellow-billed ) ) HA, NA,
o Chile/2015 Aviar H5N3 1844628
pintail/Chile/C1267/2015(H5N3)) NS Y M
(A/chicken/Jalisco/CPA-01655-16- Mexico/2016 Aviar H7N3 HA, NA, 1854719
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CENASA-95076/2016(H7N3)) NSYM
Al/mallard/Arkansas/150S7607/2016(H7N3 ) HA, NA,
/mallard/Ark / /

USA/2016 Aviar H7N3 1924376

) NSYM
(A/Bogota/WRO090N/2009(H1N1)) Colombia/2009 Humano HIN1 HA, NA 691530

. HA, NA,
(A/Bogota/WRAIR0088N/2009(H1N1)) Colombia/2009 Humano HIN1 M 871598

. . HA, NA,
(A/Medellin/lWRAIR1297P/2008(H1N1)) Colombia/2008 Humano HIN1 M. NS 1115118

) ) ) HA, NA,
(A/swine/Colombia/1-01/2009(H1N1)) Colombia/2009 Cerdo HIN1 M. NS 1232620

. . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/10/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1299904

; . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/11/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1843469

HA, NA,
(A/swine/Colombia/12/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M NS 1843470

HA, NA,
(A/swine/Colombia/13/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 VNS 1843471

HA, NA,
(A/swine/Colombia/14/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1843472
(A/swine/Colombia/1403/2010(H1N1)) Colombia/2010 Cerdo HIN1 HA 1113535

. . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/2/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1299905

) . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/3/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1299906

. . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/4/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1299907

) ) ) HA, NA,
(A/swine/Colombia/5/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo H1N1 M. NS 1299904

) ) ) HA, NA,
(A/swine/Colombia/6/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo H1N1 M. NS 1299904

. . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/8/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo H1N1 M. NS 1843469

. . . HA, NA,
(A/swine/Colombia/9/2011(H1N1)) Colombia/2011 Cerdo H1N1 M. NS 1299904

. . HA, NA,
(A/swine/Shandong/811/2009(H1N1)) China/2009 Cerdo H1N1 M. NS 1151791

. . HA, NA,
(A/swine/Jangsu/46/2010(H1N1)) China/2010 Cerdo HIN1 M. NS 934289

. . HA, NA,
(A/swine/Guangdong/NS294/2011(H1N1)) China/2011 Cerdo HIN1 M NS 1511960

HA, NA,
(A/swine/Guangdong/NS99/2012(H1N1)) China/2012 Cerdo H1N1 1511975

M, NS
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HA, NA,
(A/swine/Guangdong/306/2013(H1N1)) China/2013 Cerdo H1N1 M NS 1490472

HA, NA,
(A/swine/Taiwan/TD-4119B2/2009(H1N1)) Taiwan/2009 Cerdo H1N1 M NS 701235

HA, NA,
A/swine/Taiwan/TD-2542/2010 Taiwan/2010 Cerdo H1N1 M NS 907894

HA, NA,
A/swine/Thailand/SB038/2010 Tailandia/2010 Cerdo H1N1 M NS 1315819

. . . HA, NA,
A/swine/La Reunion/0164/2010 Francia/2010 Cerdo H1N1 M. NS 1037301

HA, NA,
Alswine/France/71-130116/2013 Francia/2013 Cerdo HIN1 M. NS 1345163

) . HA, NA,
(A/swine/Schallern/IDT19989/2014(H1N1)) Alemania/2014 Cerdo HIN1 M NS 1825108

. . HA, NA,
(A/swine/ltaly/303612/2011(H1N1)) Italia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1654238

) ) HA, NA,
(A/swine/ltaly/120336/2012(H1N1)) Italia/2012 Cerdo HIN1 M. NS 1353289

) ) HA, NA,
(A/swine/ltaly/153511-11/2013(H1N1)) Italia/2013 Cerdo HIN1 M. NS 1501086

) HA, NA,
(A/swine/England/373/2010(H1N1)) Inglaterra/2010 Cerdo HIN1 M. NS 1176084

. . HA, NA,
(A/swine/Scotland/24678/2011(H1N1)) Escosia/2011 Cerdo HIN1 M. NS 1654294

) HA, NA,
(A/swine/England/041313/2013(H1N1)) Inglaterra Cerdo HIN1 M. NS 1654120

) Estados HA, NA,
(A/swine/Arkansas/SG1321/2009(H1N1)) . Cerdo HIN1 1432588

Unidos/2009 M, NS

) Estados HA, NA,
(A/swine/lowa/A01049379/2011(H1N1)) . Cerdo HIN1 1048369

Unidos/2011 M, NS

) o Estados HA, NA,
(A/swine/lllinois/A01104011/2012(H1N1)) . Cerdo HIN1 1194232

Unidos/2012 M, NS

(A/swine/California/A00968789/2013(H1N1) Estados HA, NA,
) Cerdo H1N1 1305022

) Unidos/2013 M, NS

(A/swine/Nebraska/A01366774/2014(H1N1) Estados HA, NA,
) Cerdo H1N1 1454847

) Unidos/2014 M, NS

(A/swine/Minnesota/A01941304/2015(H1N1 Estados HA, NA,
) Cerdo HIN1 1761556

) Unidos/2015 M, NS

. ) ) Estados HA, NA,
(A/swine/Missouri/A01775100/2016(H1N1)) ) Cerdo HIN1 1857628

Unidos/2016 M, NS
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