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Resumen: En los altimos afios, el virus influenza A altamente patogeno, en particular el clado
2.3.4.4b, se ha propagado a nivel global infectando a aves silvestres, de corral, animales domésticos,
de produccion y silvestres, asi como a humanos, generando preocupacion por su potencial
zoonoético. Por ello, comprender su dindmica evolutiva y los patrones de dispersion
intercontinentales es fundamental para fortalecer la vigilancia genomica. Para ello, el presente
estudio analiz6 898 secuencias disponibles en GISAID con las cuales, mediante analisis temporales
y evaluacion de ancestro comun, se identifico la raiz predominante asociada a Asia oriental,
evidenciando multiples eventos independientes de introduccion hacia Europa y América. Los
resultados también demuestran desigualdad entre en la cantidad de secuencias aisladas segun su
linaje y su procedencia geografica, evidenciando una dinamica poblacional compleja caracterizada
por expansion policlonal, introducciones geograficas recurrentes y heterogeneidad evolutiva,
resaltando la necesidad de una mayor vigilancia genémica para analisis filodinamica continuos que
permitan comprender con mayor precision la historia evolutiva y el potencial adaptativo del virus.

Palabras clave: Gripe aviar, reordenamiento molecular, clado viral, spillover, ancestro comun,

divergencia genética



Patrones de dispersion global de influenza A/H5N1: Analisis

. o . . - . Pagina 2 de 41
filogenético y temporal de aislamientos gendmicos del virus g

Abstract: Last years, the highly pathogenic virus influenza A, particularly clade 2.3.4.4b, has spread
globally, infecting wild birds, poultry, domestic animals, livestock, and wild animals, as well as
humans, raising concerns about its zoonotic potential. Therefore, understanding its evolutionary
dynamics and intercontinental dispersal patterns is essential for strengthening genomic surveillance.
To this end, the present study analyzed 898 sequences available on GISAID, using temporal analysis
and common ancestor evaluation to identify the predominant lineage associated with East Asia,
revealing multiple independent events of introduction into Europe and the Americas. The results
also demonstrate disparities in the number of isolated sequences according to their lineage and
geographic origin, indicating complex population dynamics characterized by polyclonal expansion,
recurrent geographic introductions, and evolutionary heterogeneity, highlighting the need for
enhanced genomic surveillance to enable ongoing phylodynamic analyses that allow for a more

precise understanding of the virus’s evolutionary history and adaptive potential.

Keywords: Avian influenza, reassortment, viral clade, spillover, common ancestor, genetic

divergence
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Introduccion:

La gripe aviar es una enfermedad zoonoética causada por el virus de la influenza aviar (VIA)
H5NT1 descubierto en Asia y que, hasta 1996, se habia registrado su prevalencia en aves de corral
en China; sin embargo, al afio siguiente se notificaron los primeros casos de infeccion viral en
Humanos en la region, mostrando su potencial zoonotico (Capelastegui & Goldhill, 2025a). En el
afno 2002 se identifico la presencia del virus en aves silvestres acuaticas y migratorias, generando
preocupacion por el rol en el que pueden participar las aves migratorias en la propagacion del virus
a nivel mundial (Soda et al., 2023); mientras que en mamiferos no humanos, los primeros casos
reportados de VIA corresponden al afio 2005, afectando tanto en animales de produccion, entre
ellos cerdos y vacas; asi como carnivoros terrestres y acuaticos cuya dieta se basa en el consumo
de aves (Kaplan & Webby, 2013; Peacock et al., 2024). Desde su aparicion, se han identificado 52
clados virales de VIA, de los cuales, el clado 2.3.4.4b ha sido uno de los mas estudiadas por su
elevada propagacion en diferentes continentes, siendo el principal clado aislado tanto en aves,
mamiferos no humanos, y humanos (Islam et al., 2023; Sreenivasan et al., 2024).

En humanos se han reportado 1014 casos de VIA desde 1997, de los cuales, mas del 40% de
los casos resultaron en la muerte del hospedador (World Health Organization, 2025). El primer
caso humano fue identificado en 1997 en Hong Kong en un nifio de 3 afos. Durante el mismo afio
se registraron otros 11 casos con un rango de edad entre 1 y 60 afios atendidos en diferentes
hospitales de esta region (Bender et al., 1999). En 2006 se reportaron casos de HSN1 en humanos
principalmente de Egipto y Azerbaiyan. Afios mas tarde, en 2022 se notificaron los primeros casos
en Reino Unido y Espafia (Atkinson et al., 2025; Mostafavi et al., 2021; Sanchez et al., 2020).
Durante el mismo afio se confirm6 un caso humano en Colorado, Estados Unidos, mientras que,
en América del Sur, el primer caso de VIA se reportd en Ecuador en enero de 2023, seguido de

otro caso en Chile durante el mismo trimestre (Bruno et al., 2023; Castillo et al., 2023).
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El VIA es un virus de ARN constituido por 8 segmentos gendémicos responsables de la
codificacion de 11 proteinas virales. En su envoltura se encuentran las glicoproteinas
hemaglutinina (HA), responsables de la unién del virus a los receptores de acido sidlico presentes
en las células del hospedador; y la neuraminidasa (NA), encargada de la liberacion de nuevas
particulas virales en el huésped (Charostad et al., 2023; Elhakim et al., 2019). En el interior del
virus se encuentra el complejo RNP, conformado por nucleoproteinas (NP) y polimerasas acidas
(PA) y basicas (PB1, PB2). El complejo RNP se encarga de la transcripcion, replicacion y
empaquetamiento del genoma viral, desempefiando un papel clave en la adaptabilidad del virus a
las células del hospedador (Rather et al., 2025). Los VIA se pueden subclasificar como VIA de
alta patogenicidad (HPAI) o de baja patogenicidad (LPAI) segun la presencia de sitios de escision
polibasicos o monobasicos respectivamente. Los VIA pertenecientes al clado 2.3.4.4b presentan
una HA con sitios de escision polibasicos, lo que les confieren una mayor virulencia, asi como la
capacidad de infectar un mayor rango de hospedadores (Mena-Vasquez et al., 2025; Sreenivasan
et al., 2024).

Los VIA presentan una alta capacidad de reassortment, favoreciendo la generacién de
combinaciones genéticas capaces de infectar células de diferentes hospedadores aumentando la
probabilidad de spillover. Se ha evidenciado mutaciones en las proteinas estructurales de los HPAI
del clado 2.3.4.4b asilados en mamiferos, entre las cuales se encuentra E190D, Q226L, N224K y
G228S para la HA; y E627K, M631L, Q591R y D701N para la PB2 (Capelastegui & Goldhill,
2025a). Otros clados virales, como el 2.2, han presentado mutaciones E119A, o N294S en el
segmento NA (Ilyushina et al., 2010). Estas mutaciones aumentan la afinidad del virus a receptores
celulares presentes en las vias respiratorias en diferentes mamiferos; a pesar de ello, la presencia
de estas mutaciones no ha generado evidencia que respalde una transmision vertical sostenida entre

individuos de la misma especie (Landazabal-Castillo et al., 2025).
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Estudios previos realizados por Elhakim et al., 2019 en Egipto, Huang et al., 2021 en Taiwan,
o Islam et al., 2023 en Bangladesh, analizaron la dinamica evolutiva de los diferentes clados de
HS5NI1 reportados en dichas regiones; sin embargo, estos estudios se centraron en el analizaron del
segmento HA. Plaza et al., 2024 realiz6 un estudio filogenético en mamiferos del segmento
gendémico PB2, mientras que el estudio realizado por Pardo-Roa et al., 2025, compar6 los
segmentos virales HA y NA obtenidos de aves en Chile. Estos estudios demuestran un enfoque
limitado a ciertos segmentos gendmicos restringiendo la comprension integran del virus, su
proceso evolutivo, y el impacto zoondtico que esto puede ocasionar (Singh et al., 2025). En este
contexto, en el presente estudio se realizd6 un andlisis filogenético integral de los segmentos
genomicos PB2, PB1, PA, HA, NP, y NA del virus de influenza aviar altamente patogeno (HPAI)
con el objetivo de reconstruir patrones de dispersion global mediante un enfoque multilocus. Para
ello, se analizaron 898 secuencias pertenecientes a clados virales previamente identificados en
humanos, pero aislados en diferentes hospedadores a nivel global, con la finalidad de explorar

relaciones evolutivas entre linajes virales y su presencia en hospedadores y regiones geograficas.

Materiales y Métodos

Busqueda y obtencion de secuencias

Para el estudio, se evaluaron las secuencias de H5N1 disponibles en la base de datos
EpiFIuTM perteneciente a la plataforma digital GISAID (www.gisaid.org), considerando aquellas
secuencias aisladas en hospedadores aviares y mamiferos, humanos y no humanos, provenientes
de todo el mundo y disponibles en la plataforma desde su lanzamiento, en mayo de 2008, hasta el
30 de junio del 2025 (Shu & McCauley, 2017). La investigacion considerd Unicamente aquellas
secuencias que presentaron los seis segmentos genomicos objetos de estudio (PB2, PB1, PA, HA,

NP, y NA).


http://www.gisaid.org/
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Para el andlisis de secuencias procedentes de hospedadores mamiferos, humanos y no
humanos, se incluyeron toda aquellas aisladas del tracto respiratorio superior e inferior de los
hospedadores, excluyendo muestras de origen digestivo, urinario, mamario, tejido post-mortem,
asi como aquellas de origen no especificado, obteniendo 287 secuencias gendmicas de origen
humano, y 115 procedentes de mamiferos no humanos. Hasta el 30 de junio del 2025, la plataforma
tiene, a disposicion, 23901 muestras de origen aviar, de las cuales el 88.7% pertenecen al clado
2.3.4.4b, con Estados Unidos y Canad4, como los paises con mayor nimero de aislamientos
obtenidos, lo que podria ocasionar un sesgo de representacion por clados. Por ello, tras un célculo
muestral realizado sobre la totalidad de secuencias de origen aviar, se concluyo utilizar 496
secuencias. A partir de este valor, y con la finalidad de reducir el sesgo de representacion de clados
con alta disponibilidad, se aplicé un muestreo proporcional estratificado por clado para lo cual se
seleccionaron hasta un maximo de 11 secuencias por clado. De esta manera se busca que, tanto
clados con pocas secuencias disponibles, asi como aquellas que presentan cientos o miles de
registros, contribuyan en igual proporcion a la investigacion (Ozturk, 2019). El resultado de dicho
muestreo se evalué mediante el método estadistico de Chi cuadrado por bondad de ajuste y el
analisis de V de Cramer con la finalidad de evaluar la efectividad de dicho muestreo (Atlasov &
Solodukha, 2021; Rolke & Gongora, 2020).

Alineamiento de secuencias

Las 898 secuencias preseleccionadas se alinearon de forma independiente seglin el
hospedador y el segmento gendmico. Para ello se utilizo el método MUSCLE con optimizacion
diagonal con un méaximo de 16 interacciones y con agrupamiento UPGMB en la plataforma
NGPhylogeny.fr (Edgar, 2004; Lemoine et al., 2019). Los alineamientos individuales fueron
curados mediante la herramienta BMGE (Block Mapping and Gathering with Entropy) con umbral
de entropia maximo de 0,4 y tamafio de ventana predefinido en 3 (Criscuolo & Gribaldo, 2010).

Los alineamientos curados obtenidos de los seis segmentos fueron concatenados para cada
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secuencia, generando un alineamiento final que fue sometido a un segundo proceso de curacion
con BMGE para eliminar posiciones ambiguas. La integracion de dichos alineamientos curados se
llevo a cabo en el software libre Molecular Evolutionary Genetics Analysis v. 11.0.11 (MEGA X)
(Kumar et al., 2018).

Finalmente, mediante la herramienta bioinformadtica Biostrings en Rstudio v.4.5.1 se
eliminaron 112 secuencias que presentaron mas de un 5% de indeterminaciones nucleotidicas,
obteniendo asi una matriz de 786 secuencias con 10213 posiciones (Posit team, 2024). Para los
pasos posteriores se afiadieron 2 secuencias de HIN1 y 2 secuencias de HSN7, ambas provenientes
de humanos, para su uso como outgroups.

Construccion de arbol filogenético.

Para la construccion del arbol filogenético se utilizd el alineamiento previamente generado
con las 790 secuencias provenientes de los diferentes hospedadores (humanos, aviares y
mamiferos). Con dicho alineamiento, se utilizé el software IQ -TREE v.3.0.1 mediante la
herramienta ModelFinder, la cual identific6) al modelo GTR+F+I+R5 como el mejor modelo de
sustitucion con valores de BIC y AIC equivalentes a 606706.77 y 595208.81 respectivamente
(Kalyaanamoorthy et al., 2017; Wong et al., 2025). Segtn dicho resultado se utilizé el modelo
sugerido “GTR+F+I+R5” con un soporte de bootstrap de 1000 réplicas, el cual permite respaldar
la veracidad de las ramas formadas, considerandose como altamente fiables los valores de
Bootstrap mayores al 95%, y moderadamente fuertes valores superiores al 70%. Ramas con
porcentajes menores se consideran débiles o poco fiables (Balaro et al., 2026; Hoang et al., 2018).
Analisis Temporal

Utilizando la herramienta TempEst v1.5.3, mediante una regresion de la distancia genética
desde la raiz (root-to-tip), se evaluo la sefal temporal de las muestras analizadas utilizando la fecha
de aislamiento registrada en la plataforma GISAID para cada una de estas secuencias, para lo cual

se requirid usar el arbol filogenético de maxima verosimilitud previamente enraizado. El andlisis
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presenté un coeficiente de determinacion (R?) de 0.7782, lo que sugiere una sefial temporal
moderada, sugiriendo la presencia de heterogeneidad en las tasas de sustitucion (Rambaut et al.,
2016; Thorne et al., 1998).

Posteriormente se realiz6 la inferencia ancestral mediante el software PastML utilizando el
método de aproximacion marginal de probabilidad posterior (MPPA) bajo el modelo F81, el cual
analiza los ancestros posibles para las raices y subraices del arbol hasta las ramas mas lejanas
(Bisharat et al., 2020; Ishikawa et al., 2019). Para ello se utilizé el arbol filogenético previamente
mediante IQ-TREE, interpolando cada una de las secuencias con el pais de origen y su hospedador
descrito en el dataset de la plataforma GISAID.

Con el objetivo de estimar tasas evolutivas y tiempos de coalescencia, se intent6 realizar un
analisis filodindmico utilizando BEAST v.10.5.0 (Drummond et al., 2012). Se exploraron
diferentes modelos de reloj molecular (estricto, relajado log-normal) y de coalescencia (tamaio
poblacional constante, exponencial, y skygrid). Sin embargo, las corridas preliminares no
alcanzaron convergencia (tamafios de muestra efectivos, ESS < 100) debido a la alta
heterogeneidad y estructura poblacional compleja de los datos. Por lo tanto, el analisis cuantitativo
de tasas se descart6 y se mantuvo un enfoque filogeografico descriptivo realizado con PastML
(Rambaut et al., 2018).

Visualizacion filogeogrdfica.

Para la visualizacion del arbol filogenético se utilizo el servidor web iTOL v.6, en el cual se
integraron anotaciones geograficas descritas en el dataset disponible en GISAID, con lo que se
realizd un analisis descriptivo entre los clados enraizados y su origen geografico (Letunic & Bork,
2024). Para visualizar la distribucion geografica de los diferentes clados se utilizo el dataset de

GISAID en el cual se presentan los paises y hospedadores en los que dichos clados fueron aislados.

Esta informacion se proyectd mediante los softwares Natural Earth v4.1.0; y ggplot2 v.4.0.2
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disponibles en RStudio v.4.5.1 (Massicotte & South, 2026; Ooms, 2025; Paradis et al., 2024;

Wickham, Chang, et al., 2026; Wickham, Frangois, et al., 2026).

Resultados

Distribucion de las secuencias analizadas por clado

Para llevar a cabo el analisis filogenético de los 6 principales segmentos gendmicos de HPAI,
se realiz6 el alineamiento de 898 secuencias procedentes de diferentes paises, equivalente al 3,70%
del numero total de secuencias disponibles en la plataforma GISAID. Como se menciond en el
apartado “Materiales y Métodos”, el muestreo se llevo a cabo de mediante un analisis proporcional
estratificado, en el cual se consider6 cada clado viral como un estrato. El resultado del muestreo
se evalué mediante analisis estadistico obteniendo un p valor inferior a 0.05 (2.2x10°) para la
prueba de Chi cuadrado por bondad de ajuste y un valor V de Cramer equivalente a 0.397. Estos
valores demuestran que a pesar de existir diferencia significativa en su distribucién entre la
muestra y la poblacion en la distribucion de secuencias por clado (chi > 0.05) no llega a generar
un fuerte efecto en la representacion global (V' < 0.5), por lo que la muestra analizada reproduce
parcialmente el comportamiento global de los clados.

Tras dicho muestreo, el clado 2.3.4.4b se mantiene como el clado con mayor representabilidad
frente a otros (n=309), con el 34.4% del total de secuencias analizadas. Seguido se encuentran los
clados 1.1.2, 2.3.4, y 1, con un poco mas del 4.10% de prevalencia cada uno. En la figura 1 se

presenta la distribucion de las secuencias virales segtn su clado.
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Figura 1. Distribucion de clados de HSN1 de alta patogenicidad en la poblacion global y en la
muestra analizada, y su prevalencia los hospedadores analizados. (A) Proporcion relativa de los
clados virales reportados en la plataforma GISAID “Poblacién” y la proporcion relativa correspondiente
al muestreo proporcional efectuado “Muestra”. (B) Distribucion de los clados virales correspondientes a

las secuencias seleccionadas “Muestra” segtn el hospedador en el que se aislaron dichas secuencias.

Analisis filogenético de HSN1
Tras la obtencion del arbol filogenético generado por maxima verosimilitud, se evalu6 el

soporte de las ramas segin el porcentaje de bootstrap obtenido frente a las 1000 réplicas
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procesadas. Esta revision previa confirmé la existencia de 79 nodos que presentaron un valor
bootstrap menor al 70%, considerado dichos nodos de baja confianza, por lo que, para el analisis
de relaciones filogenéticas, no se consideraron las ramas correspondientes, omitiendo asi 158
secuencias. Una vez colapsadas las ramas de bajo bootstrap, se analiz6 el arbol filogenético
agrupando las secuencias seglin su clado de origen, lo que revela la generacion de un arbol de
estructura evolutiva con la presencia de los clados 0 y 4 de origen temprano y baja diversificacion,
mientras que otros clados como el 1 yel 2 (2.1, 2.2,y 2.3) presentan alta diversificacién generando
ramas e interaccion entre los mismos (Figura 2). La aparicion anticipada de un nodo que deriva
en secuencias pertenecientes al clado 2.3 ocasiona que en el arbol se presenta al clado 2 como
tronco evolutivo comun a partir del cual se generan clados polifiléticos.

Los clados 2.1 y 2.2 sen presentan como linajes monofiléticos bien definidos con expansion
evolutiva propia de cada clado, junto a un proceso de distribucion geografica especifico para cada
uno. El clado 2.1 se ha registrado en China e Indonesia, mientras que el clado 2.2 se ha aislado en
hospedadores de China, Japon, India, Ucrania, Hungria, Bosnia, Alemania, Egipto y Nigeria. Por
su parte el clado 2.3 refleja divergencia genética progresiva formando ramas parafiléticas y
polifiléticas, con prevalencia en varios paises de las regiones analizadas (América del norte, sur y

centro; Asia oriental y occidental; Europa; y Africa).
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De forma adicional, se realizé un anélisis exploratorio enfocado en las ramas poco confiables
con bootstrap menor al 70% revelando que, a excepcidon de un pequeiio grupo conformado por 5
secuencias del clado 1 procedentes de aves en Tailandia, las secuencias involucradas en dichas

ramas pertenecen al clado 2.3.4 y los subclados 2.3.4.2,2.3.4.3 y 2.3.4.4b. Al analizar estas ramas
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con bajo soporte, se observa la generacion de grupos monofiléticos con una fuerte relacion
geografica, encontrando que las secuencias pertenecientes al subclado 2.3.4.4b proceden de
Estados Unidos y Canad4, y en su mayoria se aislaron de mamiferos humanos y no humanos;
mientras que las correspondientes a los subclados 2.3.4.2 y 2.3.4.3 fueron aisladas de humanos y

aves, pero son de procedencia asidtica (Figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético del virus H5N1 con colapso de ramas segiin el soporte Bootstrap. El arbol
filogenético se gener6 mediante maxima verosimilitud con soporte bootstrap de 1000 réplicas. Las ramas
generadas que presentaron bootstrap menor al 70% se representaron de color rojo, mientras que las ramas con
valor bootstrap mayor al 70% se representan de color negro. Los recaudados que rodean el arbol filogenético
presentan agrupamiento de ramas por clado, hospedador y pais de procedencia, mostrando fuerte relacion entre

secuencias de la misma region geografica.

Sernial temporal obtenida para H5SN1
La regresion root-to-tip mostr6 una correlacion positiva (R? = 0.778), lo que se traduce como

una sefial temporal moderada. Sin embargo, el mismo anélisis evidenci6 la presencia de secuencias
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que presentaron residuales estandarizados > 0.1, expresando una alta heterogeneidad en la
diversidad genética para un mismo afio de muestreo reflejando una dinamica poblacional
compleja, con linajes co-circulando y posiblemente diferentes tasas evolutivas (Figura 4).
Consistente con esto, los analisis bayesianos preliminares no lograron converger (ESS < 100), lo
que imposibilitd la estimacion robusta de tasas evolutivas y tiempos de coalescencia con el dataset
completo. Esta falta de convergencia refuerza la necesidad de analizar linajes individualmente en
estudios futuros

Dispersion geogrdfica y asociacion con el hospedador

La reconstruccion de estados ancestrales realizada en PastML ubicé el origen del ancestro
comun mas reciente en China (Figura 5A), A partir de dicha raiz, se observa una diseminacion
inicial hacia otros paises de la region asidtica como Camboya, Vietnam, Tailandia, Indonesia,
India, Japon y Laos. El andlisis también infiere el ingreso del virus a otros continentes a través de
los paises asiaticos mencionados, siendo Europa oriental posiblemente la primera regiéon no
asiatica en ser afectada por el virus. Ucrania, Bosnia y Hungria se presentan como con los nodos
ancestrales para secuencias virales posteriormente aisladas en Alemania. Dentro de este mismo
grupo ancestral se incluyen las secuencias aisladas en Burkina Faso y China, las cuales presentaron
una distancia raiz de 0.1188 sustituciones por sitio. A partir de este linaje, se observa la expansion
del virus a Nigeria y Egipto.

La llegada del virus al continente americano tiene dos posibles origenes. Un primer grupo
viral presuntamente proveniente de China se registra en Canada y Estados Unidos con una
distancia raiz de 0,1177 sustituciones por sitio; y otro grupo con mayor 0,1771 sustituciones por
sitio, proveniente de paises de Europa del Norte, Africa, y Asia (Bélgica, Suecia, Austria, Reino
Unido, Sudéfrica, y Japon). Este ultimo grupo se disemina en gran cantidad por paises del
continente americano, incluyendo paises de Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica, donde se

presentan las secuencias virales con mayor distancia raiz equivalente a 0.2830.
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Figura 4. Evaluacion de la sefial temporal obtenida para 786 secuencias de HSN1 evaluadas en
TempkEst.

(A) Regresion obtenida de la relacion entre el afio de muestreo y la distancia genética raiz — punta,
donde cada punto representa una secuencia o un grupo de secuencias de elevada similitud genética.
El anélisis muestra una correlacion positiva moderada con un valor R? de 0.7782, una pendiente que
estima 1.4187*107? sustituciones por afio y un tiempo estimado para ancestro comiin mas reciente de
2002. Se presentan ciertas secuencias como posibles outliers con su respectiva desviacion frente a la
tendencia general. (B) Distribucion de residuos del modelo de regresion temporal donde el eje X
representa la desviacion observada sobre la divergencia esperada, y en el eje Y se presenta la
frecuencia estimada de dichas variaciones. En la grafica se destacan las secuencias outliers como

puntos azules presentes dentro de elementos circulares entrecortados de color rojo.
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A su par, se realiz6 la reconstruccion de estados ancestrales para hospedadores donde se
presentan a las aves en nodos principales y de gran tamafio, presentando a las mismas como
reservorio principal a partir del cual se generan eventos independientes de spillover a humanos y
mamiferos no humanos (Figura 5B). Dicho andlisis no refleja nodos entre humanos ni entre
mamiferos, lo que apoya la teoria de ausencia de transmision sostenida entre los mismos,
exponiendo el papel que desempefian las aves en la transmision y procesos de reordenamiento

molecular

@

b
@
o

5—9

Avian 112 ®

4
3]
.... UNITED_STATES 138

® @
Avan 13 Mammal 21
Avian 21

‘ Avian 19
Avian 71

ot

4.
w

UNITED_STATES 8
UNITED_STATES 8

Avian 31

Mammal 59
....
Avian 28

Figura 5. Reconstruccion ancestral discreta por el modelo F81 de los estados geograficos y
hospedadores a partir del arbol filogenético de maxima verosimilitud generado con 790 secuencias de
H5N1. Cada nodo representa el estado inferido para el pais de aislamiento (A) y el tipo de hospedador (B).
El color de cada nodo representa cada pais u hospedador, mientras que el tamafio de cada nodo representa
el nimero de secuencias asociadas a cada estado. Las conexiones entre nodos reflejan las posibles relaciones

filogenéticas por transiciones evolutivas entre estados geograficos o hospedadores a lo largo del arbol.
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Para lograr una mejor comprension del proceso de propagacion del virus, se analizo la
informacion de los aislamientos por hospedador, clados y subclados, y afo de descubrimiento de
dicho clado presentado en la figura 6. La figura 6 A presenta la cronologia de descubrimiento
virales de los clados mayores mostrando que la primera secuencia disponible en GISAID proviene
de aves de China en 1997 perteneciente al clado “0”, el cual también fue el primero obtenido en
humanos el mismo afio en Hong Kong.

El andlisis de distribucion geografica de los clados y subclados pertenecientes al clado mayor
“1” demuestran una baja diseminacion del clado. Las secuencias pertenecientes a este clado se
aislaron por primera vez en aves en China en 2003 presentandose en otros paises de la region como
Hong Kong, Vietnam, Tailandia, Camboya; asi como en Bélgica. En el mismo afio se identificaron
secuencias del clado en Humanos en Vietnam, mostrando similar diseminacion a nivel regional,
sin haberse detectado en Bélgica (Figura 6.B).

Las secuencias pertenecientes al clado mayor 2.1, presentaron la menor diseminacion,
evidenciando presencia de dichos clados tnicamente en China e Indonesia. Estas secuencias se
obtuvieron por primera vez en China en aves en el afio 2003 y en humanos en el afio 2005 (Figura
6.C). Las secuencias pertenecientes al clado mayor 2.2, presentaron mayor diseminacidon
aislandose en aves China, India, Japon, Bangladesh, Nigeria, Egipto, y Ucrania, ubicando el primer
aislamiento del clado en aves en 2003 y en Humanos en 2006. En ambos casos China fue el pais
de origen. Este clado se ha aislado de humanos también en Egipto y Bangladesh (Figura 6.D).

Finalmente, como se observa en la Figura 6E, las secuencias pertenecientes al clado mayor
2.3 y su multiples subclados muestran una fuerte propagacioén a nivel mundial afectando a aves,
humanos y mamiferos. Tanto en aves como humanos, el clado fue descrito por primera vez en
China en 2004 y 2005 respectivamente, a partir de lo cual se muestra una fuerte propagacion en
diversas regiones, mientras que, en mamiferos, se presenta un origen multifocal en Europa y

Norteamérica durante el 2002
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Figura 6. Mapa de dispersion espacial de los clados por hospedador y aiio de aislamiento. Se presenta el
mapa de dispersion viral utilizando como escala temporal el afio correspondiente al primer aislamiento de los
diferentes clados en cada hospedador, para lo cual se generaron 5 mapas de dispersion diferentes segin los

clados descritos a continuacion:

(A) Clados mayores ("0","1","2.1.1","2.2","2.3.1","2.3.2",""2.3.4","2.5","3","4" "6","7" "7.1","7.2","8","9")

(B) Subclados del clado mayor 1 ("1","1.1","1.1.1","1.1.2")

(C) Subclados del clado mayor 2.1 ("2.1.1","2.1.2","2.1.3","2.1.3.1","2.1.3.2","2.1.3.22","2.1.3.2b","2.1.3.3")
(D) Subclados del clado mayor 2.2 ("2.2.1","2.2.1.1","2.2.1.1a","2.2.1.2","2.2.2","2.2.2.1")

(E) Subclados del clado mayor 2.3 ("2.3.1","2.3.2""2.3.2.1","2.3.2.1a","2.3.2.1b","2.3.2.1¢","2.3.2.1d","2.3 2. 1¢",
"2.3.2.1f,"2.3.2.1g”,"2.3.4","2.3.4.1","2.3.4.2","2.3.4.3","2.3.4.4","2.3.4.4b","2.3.4.4c")
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Discusiones:

Desde su descubrimiento, el virus de la influenza aviar ha sido monitorizado constantemente
por las pérdidas econdmicas que ha ocasionado al sector avicola, afectando la salud y produccion
animal. El reporte de casos de H5N1 de alta patogenicidad en humanos (mas de mil), asi como su
reciente propagacion del virus en mamiferos de diferentes regiones del planeta, ha generado
preocupacion sobre el impacto que estos hallazgos pueden ocasionar sobre la salud humana, asi
como las implicaciones econdmicas que puede ocasionar una fuerte diseminacion en animales de
produccion. Estos hallazgos plantean un riesgo zoonoético generalizado pudiendo desencadenar
una pandemia (Scheibner et al., 2023). Por ello, se vio la necesidad de evaluar patrones migratorios
y de diseminacion del virus, para lo cual se evaluaron 786 secuencias correspondientes a los nueve
clados mayores (0 — 9) y los diversos clados menores o subclados encontrados en aves, mamiferos
y humanos en los diferentes continentes. El analisis develd que, los clados 0, 1, 3, 4, y 9 se
presentaron mayoritariamente en regiones asiaticas, mientras que virus del clado 2.2, y en mayor
medida del clado 2.3 presentaron una propagacion superior, presentandose en multiples regiones
y continentes, siendo el clado 2.3.4.4b el principal involucrado de la panzootia en mamiferos de
América y Europa (Lam et al., 2025).

El andlisis realizado para inferir en ancestro comun presenté a China como pais origen de
todos los clados a partir del cual se reportaron otros clados con alta cercania genética. Este hallazgo
se relaciona con los primeros reportes documentados del virus en humanos en el afo 1997, asi
como la aparicion de diferentes clados virales en aves y humanos en paises de la zona como
Tailandia, Hong Kong, Vietnam, Bangladesh e Indonesia (Noisumdaeng et al., 2022; Smith &
Donis, 2012). A partir del aislamiento de secuencias del clado 2.2 y 2.3 obtenidas en aves
migratorias en el lago Qinghai en China en 2005, se ha documentado una elevada propagacion de
virus pertenecientes a dichos clados, en especial al 2.3, cuestionando el papel que desempenan las

aves migratorias(Mao et al., 2024). Un hallazgo similar ocurri6 en Africa en 2006, fecha en la que,
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tras brotes independientes de H5N1 en aves de corral en Nigeria y Egipto, se encontraron
secuencias de los clados 2.2 y 2.3 en patos migratorios (Adesola et al., 2024; Elsobky et al., 2022).
En 2006 se evidencid la presencia del clado viral 2.2 en Europa procedente de China, mientras que
secuencias del clado 2.3.2.1 se encontraron en Europa del este entre 2009 y 2010 (Isoda et al.,
2022). El clado 2.3.4.4b, registrado por primera vez en Europa en 2020, proviene de una serie de
reordenamientos acumulados generados entre secuencias pertenecientes al clado 2.3.4 y
secuencias del virus H5NS, la cual circula en Europa desde el 2014 (Yang et al., 2023). Desde su
aparicion, el clado 2.3.4.4b ha demostrado una alta propagacion impulsada principalmente por
aves silvestres tanto migratorias como estacionarias, entre las que se encuentran patos, gansos,
pelicanos, buitres, aguilas, buhos, gaviotas, entre otras, evidenciando propagacion local, asi como
intercontinental siguiendo rutas migratorias (Chrzastek et al., 2025; Hirschinger et al., 2025; Isoda
et al., 2022).

En Norteamérica, el primer reporte de HSN1 corresponde a un caso humano registrado a fines
del 2013 en un canadiense trass retomar de un viaje a China, donde presuntamente se infect6 por
virus del clado 2.3.2.1c (Pabbaraju et al., 2014). Un afio después, en noviembre 2014 se detectaron
multiples brotes de VIA pertenecientes al clado 2.3.2.1f'y al reordenamiento de 2.3.4.4c de HSN2.
Dichos brotes virales se evidenciaron en aves acuaticas silvestres pertenecientes a la ruta
migratoria del pacifico, generando brotes en Estados Unidos y Canadd. Este brote mostro
limitacion geografica sin expansion hacia centro américa ni Sudamérica (Lee et al., 2018). A
finales del 2021 se da un nuevo brote de H5N1 en Canada, esta vez causado por el clado
euroasiatico 2.3.4.4b. El primer reporte de dicho clado se registra en una gaviota y posteriormente
en aves cautivas de corral del mismo pais. Para inicios del 2022 ya se tuvo reportes del clado en
aves de Estados Unidos. A mediados del mismo afio se reportaron los primeros casos de HSN1 en

mamiferos acudticos de Estados Unidos (Chrzastek et al., 2025).
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En octubre de 2022 se reporta la presencia de H5N1 en Centroamérica y Sudamérica
ocasionado por genotipo B3.2 del clado 2.3.4.4b. Dicho genotipo aparece por un reordenamiento
entre el genotipo de origen euroasiatico (A1) y el linaje norteamericano. Entre diciembre 2022 y
febrero 2023 se reportan casos de este nuevo linaje en Costa Rica, Cuba, Panamé, Honduras y
Guatemala. En octubre de 2022 se reportan los primeros casos de HSN1 en Colombia, Venezuela,
Ecuador y Peru, expandiéndose progresivamente al resto del continente hasta mediados de 2023.
Los brotes suscitados en Sudamérica afectaron a aves silvestres y de corral; y a mamiferos
acuaticos (Uhart & Vanstreels, 2025). Finalmente, tras la llegada del virus al sur argentino, ocurre
la introduccioén viral a las Islas Malvinas y Georgia del Sur pertenecientes a la region antartica,
con prevalencia del virus tanto en aves acudticas migratorias, como en grandes mamiferos
acuaticos (Banyard et al., 2024).

En mamiferos se ha reportado la prevalencia de nueve genotipos virales correspondientes al
clado 2.3.4.4b. Aunque algunos genotipos han demostrado cierta asociacion con hospedadores
mamiferos especificos, como el B3.13 reportado principalmente en ganado vacuno de
Norteamérica, o el B3.2 presente especialmente en mamiferos acuaticos de Sudamérica; los 9
genotipos han sido ampliamente reportado en aves. Este patron concuerda con la informacion
observada en la Figura 5B, donde se describe a las aves como intermediarios en los procesos de
reordenamiento genético, evidenciando spillovers continuos entre aves y mamiferos humanos y
no humanos. Si bien, estudios anteriores asocian la presencia de mutaciones en la region PB2 con
eventos masivos de diseminacion viral en mamiferos, se ha determinado que, para que lleve a cabo
una transmision sostenida entre mamiferos, a través de particulas respiratorias, es necesario que se
presenten mutaciones en el segmento genémico que codifica la HA que brinden afinidad viral a
receptores celulares presentes en el tracto respiratorio superior de los mamiferos, lo que podria
significar un cambio en la dindmica de diseminacion del virus (Capelastegui & Goldhill, 2025b;

Neumann & Kawaoka, 2024; Tomas et al., 2024).
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Conclusiones:

La rapida propagacion evidenciada de los diferentes clados virales de HSN1, en especial del
clado 2.3.4.4b por todos los continentes, asi como la gran capacidad de reordenamiento que
presenta el virus, pone de manifiesto la necesidad de realizar una vigilancia epidemiologica
constante del virus, en busqueda de nuevas variantes que puedan ocasionar una transmision
sostenida entre humanos y/o de mamiferos a humanos. Esta preocupacion se incrementa al
entender la cercania filogenética existente entre las secuencias obtenidas de diferentes
hospedadores y la escasez de secuencias aisladas de mamiferos que se encuentren disponibles, lo

que puede enmascarar eventos filogenéticos importantes.

Limitaciones

Entre las principales limitaciones detectadas durante el estudio, se encuentra la desigualdad
en el nimero de secuencias obtenidas entre regiones geograficas, asi como el escaso nimero de
secuencias reportadas provenientes de hospedadores mamiferos. La sobrerrepresentacion de
ciertos aislamientos, asi como la subrepresentacion de otros, pudo afectar la reconstruccion del
arbol filogenético, incrementando la heterogeneidad de las secuencias, lo que conlleva a la
disminucion del ESS para el analisis bayesiano, imposibilitando el andlisis evolutivo de las
secuencias, ocasionando que en el estudio actual se evaluara la dispersion geografica por analisis
discreto y no continuo

Adicionalmente, el estudio realizado no comparo6 las secuencias segun el tipo de aves, tratando
a las secuencias obtenidas de corral y de aves silvestres como un mismo tipo de hospedador, lo
que conlleva un sesgo de analisis, en especial al considerar que en la mayor cantidad de
reordenamientos se han generado en aves migratorias. De igual forma, para futuros analisis se

sugiere tratar a los hospedadores mamiferos de forma separada y no agrupada, ya que, como han
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expresado ciertos estudios, se ha encontrado similitud en secuencias procedente de grupos

poblacionales cercanos genéticamente.
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