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RESUMEN 
 

Los virus de la influenza causan  entre 300,000 y 500,000 muertes en todo el mundo por año, 

y en años pandémicos, este número puede aumentar a un millón (1957-1958) o hasta 50 

millones, como se vio en la pandemia de 1918. 

La mayor parte de la morbi-mortalidad causada por los virus de la influenza A puede ser 

evitada por la vacunación anual; sin embargo, dicha medida no está asociada con una 

completa protección en parte debido a la contínua evolución de la estructura antigénica del 

virus. La frecuente generación de nuevas variantes antigénicas de los virus de la influenza A 

ha determinado que la vigilancia gripal sea un objetivo de salud pública prioritario a escala 

mundial. Por consiguiente, la caracterización genética y antigénica de cepas de virus de la 

influenza A es esencial para la planificación de una respuesta efectiva de prevención y control 

de esta enfermedad, así como para el diseño de nuevas cepas vacunales apropiadas y efectivas 

para las cepas circulantes.  

A lo largo de esta tesis de doctorado se  ha estudiado la variabilidad antigénica y genética de 

los virus de la influenza A mediante el análisis de secuencias de los genes de la hemaglutinina 

y la neuraminidasa de cepas A/H3N2 y A/H1N1pdm que circularon en la región 

sudamericana y se compararon con secuencias de otras partes del mundo y con las cepas 

vacunales correspondientes para el hemisferio sur para los años estudiados. Además se 

realizaron los análisis de coalescencia correspondientes con el fin de determinar la tasa de 

evolución y la dinámica de las poblaciones de los virus A/H1N1pdm que circularon en el año 

2009. 

 

Los resultados obtenidos en el transcurso del trabajo de doctorado permitieron extender los 

conocimientos acerca de cómo evolucionan los virus de la influenza A. Para los virus 

A/H3N2 hay migración y co-circulación de múltiples linajes, para los virus A/H1N1pdm altas 

tasas evolutivas y un rápido crecimiento de la población viral han contribuído durante el 

inicio de la pandemia. 
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LISTA DE ABREVIACIONES 

 
aa  Aminoácidos 

Acs  Anticuerpos 

ADN  Acido desoxiribonucleico 

ARN  Acido ribonucleico 

ARNc  Acido ribonucleico copia 

ARNm  Acido ribonucleico mensajero 

ARNv  Acido ribonucleico viral 

BSA  Seroalbúmina bovina 

CDC  Centro para la prevención y control de enfermedades 

CMH  Complejo mayor de histocompatibilidad 

EMEM Medio escencial mínimo con sales de Earle 

HA  Hemaglutinina 

H1N1pdm Influenza A subtipo H1N1 pandémica 

IFN  Interferón 

IgA  Inmunoglobulina tipo A 

IgG  Inmunoglobulina tipo G 

IHA  Inhibición de la hemaglutinación 

M1  Proteína de matriz 

M2  Proteína de canal iónico 

MDCK Células de rinón de perro 

MSP  Ministerio de salud pública 

nM  Nano molar 

NA  Neuraminidasa 

NP   Nucleoproteína 
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rRTPCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

RNP  Ribonucleoproteína 
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1.1. HISTORIA 

 

Existen testimonios de gran antigüedad que describen brotes de enfermedad respiratoria cuyas 

características recuerdan los cuadros gripales. Kilbourne define la gripe del siglo XX como 

una enfermedad invariable producida por un virus variable (Kilbourne, 1975). Si esto ha sido 

una constante a lo largo de la historia entonces una infección respiratoria aguda muy 

contagiosa identificada en el pasado, que se presentaba con síntomas de fiebre elevada, 

postración y se asociaba a cierta mortalidad sugiere infección gripal. No obstante, la gripe 

carece de síntomas patognomónicos que permitan delimitarla con total precisión en 

documentos históricos como es el caso de la poliomielitis, el sarampión o la viruela. La 

credibilidad de las fuentes históricas está por tanto oscurecida por la distancia temporal y la 

limitada capacidad de diferenciar las epidemias por virus de la influenza de otras plagas 

(Kilbourne, 1987).  

Dos aspectos de la epidemiología ancestral pudieron ser relevantes en la historia de la 

influenza. Por un lado, si se asocia el virus con la domesticación de cerdos y aves, y por otro 

lado, el comportamiento epidémico de la gripe debió ser paralelo al establecimiento de 

núcleos de población. El advenimiento de enfermedades infecciosas es un precio que el 

hombre ha pagado a lo largo de la historia tras el establecimiento de grandes asentamientos 

humanos.  

Quizás la primera pandemia de la que existe constancia es la descrita por Hipócrates en donde 

sugiere que los virus de la influenza A existen hace 2400 años (Kaplan y col, 1977). El 

descubrió una epidemia en el norte de Grecia que duró unas semanas, mató a muchos y luego 

desapareció. El término influenza surge en la Edad Media cuando el Papa Benedicto XIV 

atribuye  a la ‘’influencia’’ de las estrellas una epidemia de esta enfermedad en Italia. 

La primera pandemia ‘’probable’’ de gripe ocurrió en Europa en 1510 (Valdez y cols, 2002), 

pero fue en 1580 cuando aconteció la primera pandemia con acuerdo unánime entre todos los 

historiadores médicos (Pyle y cols, 1986). Ésta se originó en Asia, para posteriormente 

extenderse por África y Europa. Se caracterizó por su amplia difusión y virulencia, con tasas 

de mortalidad y morbilidad altas. Las pandemias se sucedieron durante los siglos XVII y 

XVIII, siendo la de 1830–1833 especialmente virulenta y de gran morbilidad, ya que infectó 

aproximadamente una cuarta parte de la población expuesta (Potter, 2006). 
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Las pandemias de 1889-91, 1900 y 1918-20 ocurrieron antes del aislamiento del primer virus 

Influenza en 1933. Sin embargo, son las primeras de las que tenemos evidencias, aunque 

indirectas, de la naturaleza de  los virus causantes. Los subtipos asignados a los virus se han 

basado en estudios serológicos retrospectivos utilizando colecciones de sueros de personas 

ancianas. 

La pandemia de 1889 se originó en mayo en Siberia y avanzó en círculos concéntricos hacia 

Occidente a través de Rusia. La ola inicial de 1889-90 fue seguida por una segunda y terceras 

olas en 1891 y 1892, marcadas por sucesivos incrementos de mortalidad (Potter y cols, 1998). 

Basándose en estudios seroepidemiológicos, las pandemias de 1889 y 1898 fueron asignadas 

a los subtipos H2N2 y H3N2 respectivamente.  

La pandemia más letal y conocida fue la denominada gripe española (virus A, subtipo H1N1), 

que duró desde 1918 a 1919. Se denomina así porque España era el país que publicaba más 

datos sobre el desastre sanitario que estaba ocasionando pues muchos los censuraban con 

motivo de la primera guerra mundial en la cual estaban inmersos. Las estimaciones más 

antiguas hablaban de unos 40 ó 50 millones de muertos causados por ella (Patterson y cols, 

1991), aunque las aproximaciones más actuales sitúan la cifra entre 50 y 100 millones de 

personas fallecidas por aquella gripe en todo el mundo  (Knobler y cols, 2005). El 

conocimiento actual de la pandemia de 1918 es debido a la amplificación y análisis de 

secuencias de ARN viral obtenido de biopsias de personas que murieron de gripe en dicha 

pandemia. Análisis filogenéticos de las secuencias parciales o completas de distintos genes 

confirmó que el virus de 1918 era del subtipo H1N1 (Taubenberger, 2001). 

Hasta que el primer virus de influenza de origen humano no fue aislado en 1933, era 

imposible determinar con certeza qué pandemias eran causadas por el virus de la influenza. 

Desde 1933, han habido grandes cambios antigénicos: en 1957 cuando el subtipo H2N2 

remplazó al H1N1; en 1968 cuando el virus H3N2 remplazó a H2N2; y en 1977 cuando 

reapareció el subtipo H1N1. 
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1.2. CLASIFICACION 
 

Los virus de la influenza forman parte de la familia Orthomyxoviridae, la cual comprende 

cinco géneros: Influenza A, Influenza B, Influenza C, virus Thogoto y los isavirus (Dannevig 

y cols, 1995).   

Dentro de los virus de la influenza se distinguen tres tipos: A, B y C, en base a diferencias 

antigénicas en dos de sus proteínas (la nucleoproteína NP y la proteína matriz M). Los virus 

influenza tipo A se clasifican además en subtipos, en función de la naturaleza antigénica de 

sus glicoproteínas de superficie: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). A la fecha, los 

virus de la influenza A se han clasificado en 16 subtipos de  HA y 9 subtipos de NA y más de 

100 combinaciones HA-NA han sido identificadas en hospederos aviares (Alexander, 2007). 

Los virus clínicamente relevantes en humanos son los virus de los tipos A y B, siendo los 

virus de tipo A los únicos que han producido pandemias a lo largo del siglo pasado (Kawaoka 

Y, 2001). 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del virión del virus de la influenza A. (Extraído y adaptado de Flint y cols, 2000).  
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1.3.  PROPAGACION 

 

Los virus de la influenza pueden ser crecidos en huevos embrionados de gallina o en un gran 

número de sistemas de cultivos primarios. La necesidad de que la hemaglutinina se clive en 

sus dos subunidades para que ocurra la infectividad, ha generado una amplia disponibilidad de 

sistemas de cultivo para la replicación del virus. El agregado de tripsina a los cultivos de 

células permiten dicha clivación y por tanto la replicación y producción de placas en líneas de 

cultivo celular tales como las células de riñón de perro (MDCK) (Tobita y cols, 1975). Los 

virus de la influenza fueron primeramente crecidos en huevos embrionados (Burnet, 1936). El 

cultivo en huevos es aún el sistema de elección para la producción de vacunas y para la 

generación de grandes cantidades de virus. Muchas de las cepas de influenza A y cepas 

aviares pueden ser aisladas directamente de la cavidad alantoidea de los huevos embrionados 

de gallina. Algunos virus de la influenza A y B necesitan ser primeramente aislados en la 

cavidad amniótica y subsecuentemente adaptados a crecer en la cavidad alantoidea en los 

embriones de pollo. La replicación en estos sistemas es detectada por la habilidad de una 

alícuota de este cultivo de aglutinar eritrocitos, sugiriendo la presencia de progenie viral. 
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1.4.  MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DEL VIRION 

 

Morfológicamente, los virus de la influenza poseen simetría helicoidal y son partículas 

esféricas de 80 a 120 nm de diámetro, que pueden presentarse pleomórficamente con formas  

filamentosas. 

La superficie más externa del virus está constituída por una envoltura lipídica la cual es 

adquirida de la membrana plasmática de la célula que ha infectado. Al microscopio 

electrónico, la envoltura aparece rodeada por unas espículas o proyecciones que corresponden 

a las dos glicoproteínas de superficie y mayoritarias en el virón: hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA).  

 

Figura 2. Microfotografía electrónica de transmisión de virus de la influenza A. (Extraída y adaptada  de 

www.mayohealth.org/mayo/9910/htm/po991025b.htm). 

Son virus que se caracterizan por poseer un genoma de ARN de simple hebra con polaridad 

negativa, es decir, con polaridad inversa al ARNm. Este ARN está segmentado y ello 

diferencia a los virus influenza A y B con ocho segmentos del virus influenza C que presenta 

siete segmentos. Estos segmentos independientes entre sí forman un complejo con la 

nucleoproteína y llevan asociada cada uno de ellos ARN polimerasa. Los ocho segmentos 

contienen diez genes, puesto que los últimos segmentos, 7 y 8, codifican ambos para dos 

proteínas distintas (tabla 1). 
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El tamaño total del genoma es de 12.000 a 15.000 nucleótidos y los distintos segmentos de 

ARN difieren en cuanto a su tamaño. 

Los segmentos de ARN del virus son capaces de codificar distintos tipos de proteínas 

encargadas de realizar diferentes funciones. Dentro de estas, se distinguen dos tipos: 

1. Proteínas estructurales, que como su nombre indica están presentes en la partícula 

viral completa. Son proteínas virales: la hemaglutinina HA, la neuraminidasa NA, la 

matriz M1, la proteína transmembrana M2 para formación de canales iónicos, 

nucleoproteína NP y un complejo formado por las proteínas PA, PB1 y PB2, 

denominado complejo polimerasa. 

2. Proteínas no estructurales, que están presentes solamente en la célula infectada. 

Pueden aparecer en el núcleo como NS1, o en el núcleo y citoplasma como NS2. Su 

función es específica sobre el ARN celular, al que modifican funcionalmente para que 

dirija su proceso a la síntesis de proteínas virales. 

Tabla 1- Genoma y proteínas virales de los virus Influenza A.  (Extraído y adaptado de  Hay  A, 1998)  

  

Segmento Longitud 
(nt) 

Proteína Tamaño 
(aa) 

Función 

1 

 

2341 PB2 759 Transcriptasa 

2 2341 PB1 757 Transcriptasa. Elongación 

3 2233 PA 716 Transcriptasa. Proteasa 

4 1770 HA 566 Hemaglutinina 

5 1565 NP 498 Nucleoproteína. Unión a ARN. Parte del 
complejo de transcriptasa. Transporte 
nuclear/citoplasmático de ARN viral 

6 1413 NA 454 Neuraminidasa: Liberación de nuevas 
partículas virales. 

7 1027 M1 252 Proteína matriz: componente principal del 
virión. 

  M2 96 Proteína integral de membrana. Canal para 
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iones. 

8 890 NS1 230 No estructural. Sólo en núcleo de células 
infectadas. Efecto sobre transporte, 

división y traducción de ARN celular. 

  NS2 121 No estructural. Núcleo y citoplasma 
celular. 

nt= nucleótidos, aa = aminoácidos  

 

1.5. ORGANIZACIÓN DEL GENOMA Y PROTEINAS CODIFICANTES 

 

El genoma del virus de la influenza A esta formado por ocho segmentos de ARN de cadena 

sencilla y polaridad negativa. Todos los segmentos contienen secuencias terminales 

conservadas en los extremos 5’y 3’, que además son parcialmente complementarias y se 

encuentran asociadas entre sí y con el complejo de la polimerasa. Se han propuesto 

estructuras tipo “mango de sarten”, “tenedor” y “sacacorchos”, para la zona de interacción 

entre los extremos (Portela y cols ,1985) 

Dentro de la célula infectada se producen tres tipos de ARN virales: vARNs, que tienen 

polaridad negativa y se encapsidan en los viriones de la progenie; cARNs, que son copia 

exactamente complementaria de los vARNs y se acumulan en el núcleo de la célula infectada 

y, mARNs, que son también de polaridad positiva pero se diferencian de los cARNs por ser 

poliadenilados en su extremo 3’y contener estructura cap en extremo 5’.  

El virus de la influenza utiliza más de la mitad de su información génica para formar la 

maquinaria de transcripción-replicación. Los moldes funcionales para estos procesos son las 

RNPs, que contienen cuatro proteínas virales: la polimerasa (PB1, PB2 y PA) y la NP. 

En la envoltura lipídica se pueden identificar tres proteínas de membrana: HA, NA y proteína 

M2. Estas proteínas presentan diferentes estados de agregación: La HA se encuentra 

formando homotrímeros mientras la proteína NA y M2 forman homotetrámeros. Tanto la HA 

como la NA están glicosiladas y contienen exclusivamente azucares del tipo N-glicosídico, 

mientras que no se ha descripto glicosilación de la proteína M2. Los tres polipéptidos de la 

envoltura son proteínas integrales de membrana, y tienen una región que se proyecta hacia el 
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exterior del virión (ectodominio), una región transmembrana que atraviesa la envoltura y una 

región que se extiende hacia el interior de la partícula viral o cola citoplasmática.  

La HA es una glicoproteína tipo I que contiene  su extremo C-terminal en el interior de la 

partícula, mientras que la NA es una glicoproteína tipo II y tiene su extremo N-terminal 

intracelular. La agregación tetramérica de la proteína M2 permite que el conjunto de las 

regiones transmembrana forme un canal iónico que permite el paso de protones. Tanto la HA 

como la NA presentan dos regiones diferenciadas en el ectodominio que se proyecta hacia el 

exterior de la membrana: una región alargada y un dominio distal de forma globular. En estas 

regiones más distales reside el dominio proteico de la HA que interacciona con el receptor 

celular, y la región de la NA que posee la actividad de neuraminidasa que destruye el receptor 

celular. 

En el interior de la capa de proteína M1 se encuentra el genoma viral constituído por ocho 

segmentos de ARN independientes. Cada uno de ellos está asociado con cuatro proteínas 

virales, la nucleoproteína (NP) y las proteínas responsables de la replicación y transcripción 

viral PB1, PB2 y PA (el complejo de la polimerasa), formando las ribo nucleoproteínas 

virales (RNPs).  

 

 

1.5.1. Polimerasas 

 

La polimerasa es un heterotrímero constituído por las subunidades PB1, PB2 y PA, que están 

codificadas por los segmentos mayores del ARN genómico. La subunidad PB2 está 

codificada por el segmento 1 de ARN, el mayor de todos ellos. Es una proteína que une ARN 

con cap (Blas y cols, 1982) y es necesaria para la iniciación de la transcripción viral (Mahy y 

cols, 1983).La subunidad PB1 está codificada por el segmento 2 de ARN. Constituye el 

núcleo del complejo y con ella interaccionan tanto PB2 como PA (Digard y cols, 1989). La 

subunidad PB1 es la más conservada evolutivamente y es responsable de la actividad de 

polimerización. La proteína PB1-F2 ha sido descripta recientemente (Chen y cols, 2001). Está 

codificada por un marco de lectura alternativo del segmento 2 del ARN. Su papel en la 

virulencia estaría relacionado con la inducción de apoptosis en células del sistema inmune, 

haciendo que la eliminación del virus sea menos eficaz (Chen y cols, 2001). Por otra parte, la 
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subunidad PA está codificada por el segmento 3 de ARN.  Es una fosfoproteína que tiene una 

actividad proteasa implicada en la replicación del ARN viral (Perales y cols, 2000). 

 

 

1.5.2. Hemaglutinina 

 

La HA está codificada por el segmento 4 de ARN. Es el la glicoproteína más importante y 

constituye alrededor del 40% de las proteínas del virus. Tiene la capacidad de aglutinar 

eritrocitos por unión a los residuos de ácido siálico presentes en los receptores celulares. La 

HA desempeña dos funciones esenciales en la infección viral al ser responsable de la unión al 

receptor -ácido siálico- en la superficie de la célula susceptible y de la fusión de membranas 

viral y celular que determina la penetración del genoma viral en la célula infectada. Además, 

la HA es uno de los antígenos virales contra los que se dirige una parte importante de la 

respuesta inmunológica neutralizante. El reconocimiento de los anticuerpos por la HA está 

altamente correlacionado a los cambios conformacionales en los sitios antigénicos (epítopes) 

de la proteína. La mayor parte de los epítopes se concentran en la región HA1 de la proteína, 

la cual es la responsable de la antigenicidad. La HA tiene cinco epítopes variables (A, B, C, D 

y E), cada uno con aproximadamente veinte aminoácidos localizados en la superficie de la 

proteína. Los epítopes  dejan entre sí un bolsillo estable (en el que se localizan residuos de 

aminoácidos escencialmente conservados entre las distintas cepas virales), el verdadero 

receptor viral, donde se asienta el ácido sialico celular (Paglini S, 1999).  Este hueco es 

inaccesible a unión por anticuerpos, pero las regiones circundantes están muy expuestas y 

constituyen las zonas inmunodominantes en la respuesta humoral del hospedador. La HA2 

contiene la cola citoplasmática y la región hidrofóbica que permite el anclaje de la HA en la 

membrana. La exposición de la HA a bajos pH lleva a cambios conformacionales irreversibles 

que activan la capacidad de fusión del virus permitiendo que el extremo amino, altamente 

hidrófobo de la proteína HA2, ejerza su función de fusión de membrana y para que así el virus 

penetre en las células y se replique (Garten W. y col., 1999).   
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Figura 3. Estructura de la proteína HA. Una molécula de hemaglutinina es en realidad una combinación de 

tres proteínas idénticas (ilustradas aquí en gris, verde y violeta) que se unen formando una forma cilíndrica 

alargada. Una mutación que cambia solamente un aminoácido en la estructura de estas proteínas puede alterar 

considerablemente las propiedades antigénicas. (Extraído y adaptado de Gamblin y col, 2010). 

 

Rol de la hemaglutinina en la patogénesis 

  

Conocer sobre la influenza aviar es relevante para la enfermedad humana ya que algunos 

mecanismos para la patogenicidad en aves también opera en mamíferos y porque el origen de 

cepas que causaron pandemias en humanos provinieron de poblaciones de aves, como lo 

sucedido en 1957 y 1968 (Kawaoka Y. y cols., 1989). 

Debido a que el tropismo tisular y la capacidad para la dispersión sistémica son los 

determinantes más importantes para la patogénesis de la influenza aviar, la HA juega un rol 

importante. La HA es una glicoproteína de membrana tipo 1 que específicamente se une a 

receptores de la superficie celular conteniendo ácido siálico. Luego de la endocitosis, la HA 

media la fusión de las membranas celular y viral. Una vez que la célula huésped está 

infectada, se sintetiza la HA como un polipéptido precursor (HAo) el cual es clivado por 

proteasas del hospedador en residuos conservados de arginina en 2 subunidades; HA1 y HA2 

unidas ambas por un enlace disulfuro. El clivaje de HAo es necesario para activar la fusión de 

la envoltura viral y la membrana del endosoma (Klenk H. y cols., 1975; Lazarowitz S. y col., 

1975) y por tanto es un determinante crítico en la patogenicidad y difusion de la infección 
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(Lamb R., 1989). El tropismo tisular de los virus de la influenza y la capacidad para una 

dispersión sistémica dependen de la habilidad de receptores HA funcionales en la célula 

huésped, en la distribución de proteasas del hospedador capaces de clivar HAo y de las 

propiedades de clivaje del precursor de HAo (Steinhauer D. ,1999) así como también de la 

permisibilidad de la célula para la replicación viral. Las hemaglutininas de virus aviar no 

virulentos son usualmente clivados solo en un número limitado de tipos celulares, de manera 

que los virus causan infecciones localizadas en el tracto respiratorio o intestinal, o ambos, 

resultando en una infección leve o asintomática. En cambio, las hemaglutininas de virus aviar 

virulentos son clivados en un amplio rango de células diferentes del huésped y por tanto son 

capaces de causar infecciones sistémicas letales en aves.  

La clivabilidad de la HA es uno de los determinantes principales del tropismo tisular de los 

virus de la influenza y sugiere que las diferencias en la distribución de los tejidos de las 

proteasas y la susceptibilidad de la HA a estas enzimas determinan el éxito de la infección. 

 

Reconocimiento del receptor 

 

El receptor celular que necesita la HA  viral para poder unirse a la célula suceptible y 

comenzar la multiplicación viral es el ácido siálico. El mismo está unido a la galactosa 

mediante una unión  α  (2,3); algunos subtipos de HA se unen preferentemente mediante 

unión α  (2,6). La proteína NA es la encargada  de clivar las uniones glicosídicas del ácido 

siálico (Flint S. y cols., 2000). 

Las hemaglutininas de los virus de aves y equinos se unen preferencialmente a receptores con 

terminaciones α (2,3), mientras los virus humanos se unen a receptores con terminaciones α 

(2,6) (Rogers G. y col., 1983). La predominancia de estos receptores en los diferentes tejidos 

refleja  el tropismo del virus en las diferentes especies. La habilidad de ambos virus (aviar y 

humano) de infectar cerdos se considera como resultado de la presencia de ambos tipos de 

uniones en las moléculas de la superficie celular de la tráquea de los cerdos (Ito T. y cols., 

1998).  Los factores determinantes del rango de tejidos en donde la replicación del virus en 

mamíferos tiene lugar no está claro, aunque parece que las propiedades de unión al receptor 

de los virus de la influenza y los receptores presentes en las superficies celulares de 

mamíferos son los determinantes principales (Suzuki Y. y cols., 2000) así como la 

permisividad de los tipos celulares de los mamíferos para la replicación. 
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Secuencia de clivaje de la hemaglutinina 

 

Son dos las características estructurales que determinan la clivabilidad de la HA: la secuencia 

aminoacídica en el sitio de clivaje y los carbohidratos presentes en la vecindad del sitio de 

clivaje. Las hemaglutininas no virulentas tienen una única arginina mientras que las 

hemaglutininas virulentas tienen múltiples residuos básicos situados inmediatamente del sitio 

de clivaje (Bosch F. y cols., 1981), lo cual resulta en una alteración de la estructura 

tridimensional alrededor del sitio de clivaje, haciendo a la HA más susceptible a la acción de 

proteasas (Steinhauer D.,1999). Los virus de la influenza en humanos carecen de secuencia 

aminoacídica polibásica en la región C-terminal de HA1 la cual se forma luego del clivaje de 

HAo. Teóricamente, una secuencia de residuos básicos puede ser introducida a un virus tipo 

A humano alterando el tropismo y patogenicidad. La presencia de una secuencia polibásica en 

la HA del subtipo H5N1 (Claas E. y cols., 1998), está implicada en el alto grado de 

patogenicidad reportado de ese subtipo en humanos. Afortunadamente, los virus H5N1 se 

transmiten pobremente entre las personas, quizás como resultado de la especificidad del 

receptor de la HA del subtipo H5N1; los aislados humanos se unen preferencialmente a 

receptores con terminaciones en α (2,6) unidas al ácido siálico (Deshpande K. y cols., 1987; 

Matrosovich M. y cols., 1999). 

El  interjuego entre  las secuencias del sitio de clivaje y  una cadena de carbohidratos en la 

vecindad determina la susceptibilidad de la HA a las proteasas ubicuas (por ejemplo su 

clivabilidad); la cadena de carbohidrato interfiere con la accesibilidad de la HA a las proteasas 

(Kawaoka Y. y col., 1988; Deshpande K. y cols., 1987). 

Los virus de la influenza virulentos y no virulentos se diferencian además en la proteína M2, 

lo cual puede ser explicado debido a posibles diferencias entre ambos virus en la habilidad de 

la proteína M2 en evitar un cambio conformacional inducido por un pH bajo en la HA clivada 

de los virus virulentos (Hay A. y cols., 1985; Takeushi K. y col., 1994), aunque las bases 

moleculares para dicha diferencia aún no son claras. 

 

 

 

 



 

21 
 

Clivaje proteolítico de la HA 

 

Las proteasas responsables  del clivaje de la HA pertenecen a la familia de las serin-proteasas, 

pero esta familia de enzimas difiere en sus especificidades respecto a cada sustrato. 

Esencialmente, diferentes proteasas clivan moléculas de HA las cuales contienen muchos 

residuos polibásicos en el sitio de clivaje, comparado con moléculas de HA que no contienen 

residuos polibásicos, y la distribución de estas proteasas en los distintos tipos celulares ayuda 

a determinar el tropismo del virus. Las proteasas responsables del clivaje de la HA de virus no 

virulentos están restringidas a las células epiteliales del tracto respiratorio o gastrointestinal; 

mientras que las proteasas capaces de activar HA virulentas están en todos lados.  

Las hemaglutininas de los virus aviares virulentos son clivadas por proteasas llamadas 

subtilisinas. La serin-proteasa de aves es la  furina y también la PC6. La subtilisina reconoce 

secuencias di o polibásicas, siendo incapaces de clivar una única arginina en el sitio de clivaje 

de las hemaglutininas en virus no virulentos. La amplia distribución de la furina y PC6 en 

aves permite que se active la clivación de la HA en todo tipo celular en las aves, llevando a 

sitios múltiples de replicación.  La falta de cadenas de carbohidratos cercanas a la región de 

clivaje de la HA, lleva a una mayor accesibilidad de la proteasa al sitio de clivaje.  

Los virus de la influenza A en mamíferos se asemejan a los virus aviares no virulentos ya que 

poseen un clivaje  restringido. Estas hemaglutininas con sitios de clivaje monobásicos son 

clivadas extracelularmente por serin-proteasas como la tripsina. La activación se lleva a cabo 

en proteasas de células epiteliales e inflamatorias del huésped y proteasas bacterianas. No se 

conoce en mamíferos, la naturaleza de las proteasas responsables del clivaje de la HA  

(Zambon M., 2001). 

La unión de proteasas del hospedador a la neuraminidasa viral para asistir a la activación de la 

HA, el acortamiento de la NA y sustituciones en el gen de la polimerasa, PB2,  han sido todos 

sugeridos como una alternativa molecular que se correlacionan con la patogenicidad de los 

virus de la influenza en humanos. Además, la dispersión sistémica en humanos de subtipos 

patógenos no se ha demostrado y factores del hospedador como lo son los interferones son 

cruciales para evitar el esparcimiento del virus fuera del tracto respiratorio. 
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1.5.3. Nucleoproteína 

 

La nucleoproteína NP está codificada por el segmento 5 de ARN. Es una proteína rica en 

arginina, glicina y serina con carga neta positiva a pH neutro pero con un acúmulo de 

aminoácidos en su extremo N-terminal. Es el componente más abundante de las RNP y  es 

bastante conservada evolutivamente entre las diferentes cepas virales.  La NP interacciona con 

el ARN con una afinidad considerable pero sin ninguna especificidad de secuencia (Baudin y 

cols, 1994). La región más importante para esta interacción ha sido localizada en la secuencia 

N-terminal de la proteína (Albo y cols, 1995), pero la NP establece interacciones con el ARN 

a través de residuos situados a lo largo de  toda la molécula (Elton y cols, 1999). Además de 

estas interacciones típicas de una proteína que forma RNPs, la NP establece contactos 

específicos con la polimerasa a través de sus subunidades PB1 y PB2 (Biswas y Cols, 1998). 

La NP posee señales cariofílicas (afinidad por el núcleo) y se acumula en el núcleo; tarde en 

la infección migra al citoplasma, presumiblemente como componente de las RNP. 

  

1.5.4. Neuraminidasa  

  

La neuraminidasa NA está codificada por el segmento 6 de ARN. Como lo dice su nombre, 

presenta actividad neuraminidasa (N-acil-neuramidil-hidrolasa) y representa alrededor de un 5 

% de las proteínas totales del virión. La neuraminidasa también se llama sialidasa porque 

disuelve los enlaces químicos entre el ácido siálico y las glicoproteínas o glucolípidos que se 

encuentran en las paredes celulares. Mediante la difracción de rayos X se ha determinado la 

estructura tridimensional de la NA. Cada monómero de NA se dobla en seis hojas beta 

antiparalelas topológicamente idénticas arregladas de tal manera que forman como   las 

hélices de un propulsor (Varghese J. y cols., 1983). El tetrámero resultante se asemeja a 

cuatro globos colocados encima de un eje. El eje único penetra la membrana vírica y los 

globos sobresalen, Cada monómero de NA muestra una hendidura central profunda en su 

superficie (sitio activo de la enzima que consiste en un hueco formado por aminoácidos 

conservados entre las distintas cepas virales). Análogo a lo hecho para la HA, se mapearon 

sitios antigénicos en NA mediante análisis de cambios en cepas naturales y en variantes 

seleccionadas con anticuerpos monoclonales. Se han identificado cuatro sitios antigénicos en 
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el virus de la influenza A, cada uno consistiendo en múltiples epítopes contra los que se dirige 

la respuesta humoral neutralizante (Colman y cols, 1983; Webster R. y cols., 1984).  

  

  

  

Figura 4. Estructura de la proteína NA. Las moléculas de neuraminidasa forman unas proyecciones sobre la 

superficie del virus de la influenza en forma de hongo. En la figura se observa la parte superior de la proteína. La 

misma consiste de cuatro proteínas idénticas con una forma aproximadamente esférica. (Extraído y adaptado de 

Hensley y cols, 2011)  

 

Mientras la distribución de la HA sobre la superficie de la partícula del virus de la influenza 

es regular, la NA tiende a localizarse en la región de la envoltura donde la partícula viral 

brotante se separa de la membrana celular. Debido a su actividad sialidasa, esta proteína es 

responsable de la destrucción de actividad del receptor del virus necesaria para la liberación 

de los nuevos virus formados.  

También favorecen la adhesión del virus a las células del hospedador al inactivar las 

secreciones de las células endoteliales.   
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Las funciones biológicas de la NA parecen muy importantes en el ciclo replicativo del virus 

de la influenza. Palese y cols (1976), demostraron que el cultivo de virus de la influenza en 

presencia de inhibidores enzimáticos daba como resultado un único ciclo replicativo viral ya 

que la progenie vírica generada quedaba inmovilizada en la superficie de la célula infectada. 

La NA no juega ningún papel en la fusión y penetración, pero interviene de forma decisiva en 

las  últimas etapas del ciclo y específicamente en la liberación del virus desde la célula 

infectada y por consiguiente en su difusión de célula a célula. La razón por la cual la 

liberación de estos virus requiere una enzima especial es que sus hemaglutininas poseen una 

fuerte afinidad por los residuos de ácido siálico (ácido N-acetilneuramínico) ubicados en los 

extremos de las cadenas oligosacáridas. Al hidrolizarlas la enzima permite la liberación de las 

partículas virales que de otra forma no serían liberadas, sino reabsorbidas inmediatamente 

después de ser liberadas o se agregarían entre sí.  

  

  

1.5.5. Matriz  

 

La proteína M1 es la proteína más conservada del virus y está codificada por el segmento 7 de 

ARN. Posee dos dominios cuya conformación relativa es flexible. Una de las superficies de la 

misma está fuertemente cargada positivamente (Sha y cols, 1997) y es probablemente 

responsable de su unión a ARN, mientras que la superficie opuesta es hidrofóbica y sería 

responsable de la interacción con las membranas. Aunque esta proteína se localiza 

mayoritariamente en el citoplasma de la célula infectada, posee una señal de localización 

nuclear y aparece en el núcleo en los primeros tiempos de la infección. La proteína M1 es el 

factor esencial en la formación de partículas virales, hasta el punto que su sola expresión 

puede dar lugar a pseudopartículas de morfología análoga a los viriones (Gomez-Puertas y 

cols, 1999).  

La proteína M2 está codificada por un ARNm empalmado derivado del segmento 7. Es una 

proteína integral de membrana que se expresa de forma abundante en la membrana plasmática 

de la célula infectada (Lamb y cols, 1985). También está presente en el virión pero en menor 

cantidad, por lo que se piensa existe un mecanismo de exclusión de M2 durante la 

morfogénesis del virión. La forma biológicamente activa de la proteína es un tetrámero en el 
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que los monómeros están unidos por puentes disulfuro por su zona N-terminal (Holsinger y 

cols, 1991).  Las regiones transmembrana de los monómeros forman un canal iónico el cual se 

activa a pH ácido y es fuertemente selectivo para protones (Mould y cols, 2000). El canal 

iónico se puede inhibir por amantadina, un antiviral especifico para el virus de la influenza A. 

Se han aislado cepas resistentes al inhibidor cuyas mutaciones se localizan en la proteína M2, 

a lo largo de la región transmembrana (Hay y cols, 1985). 

 

1.5.6. Proteínas no estructurales 

  

Las proteínas NS1 y NS2 están codificadas por el segmento 8, a partir del transcripto primario 

y del transcrito procesado, respectivamente (Lamb y cols, 1980).   

  

La proteína NS1 es una proteína no estructural codificada por el virus de la influenza. Se 

expresa a tiempos tempranos de la infección viral, momento en el que se localiza 

esencialmente en el núcleo (Portela y cols, 1985), mientras que a tiempos posteriores se 

localiza en citoplasma celular asociándose a polisomas (Falcon y cols, 1999). La proteína 

contiene dos señales de transporte al núcleo que son rebundantes y además presenta una señal 

de exportación nuclear (Li y cols, 1998). También funciona  como antagonista viral de 

interferón (IFN) mediante el bloqueo de la cascada de IFN,  provocada por la infección viral, 

en fases tempranas de la expresión génica de IFN.  Neutraliza señales inducidas por los ARN 

de doble cadena formados que  llevan a cabo la defensa antiviral  en las células infectadas por 

el virus Influenza (Dauber y cols, 2004; Yuan y cols, 2001).   

  

La proteína NS2 interacciona con nucleoporinas y con el factor de exportación nuclear CRM1 

(Neumann y cols, 2000). Tiene un papel principal en la exportación de RNP desde el núcleo 

para su interacción con la proteína M.  

Es sintetizada de forma tardía en la infección y empaquetada en los viriones luego del 

transporte núcleo-citoplasmático. Permanece asociada a las RNP luego de la separación entre 

la proteína de matriz (M) y las RNP, mientras que en los virus de la influenza A, la proteína 

NS2 es fácilmente separada de las RNP y permanece asociada con M (Imai y cols, 2003).  
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1.6. CICLO DE REPLICACION 

 

La replicación de los Orthomyxovirus tiene una duración aproximada de seis horas y mata 

habitualmente a la célula hospedadora. A diferencia de otros virus ARN, la síntesis viral 

ocurre dentro del núcleo. La adhesión es un proceso físico-químico esencial, no enzimático. 

El virus se une a las células permisivas vía la hemaglutinina, la cual se une a glicolípidos de la 

membrana celular o a glicoproteínas que contienen ácido siálico, el receptor para la adsorción 

del virus. La afinidad de la HA por los residuos de ácido siálico depende de la naturaleza de 

su enlace al sacárido en la glicoproteína, así, dependiendo de si este enlace es α (2,3) o α 

(2,6), las HA de distintos virus Influenza han evolucionado para adaptar su sitio de unión. De 

este modo, la interacción con el receptor se constituye en un primer factor de especificidad de 

especie. En las aves, los virus replican usando residuos de ácido siálico unidos por enlaces α 

(2,3), mientras que en mamíferos usan enlaces α (2,6) (Ito T, 2000).  

Aunque la interacción de la HA con el ácido siálico es de baja afinidad, se logra una alta 

afinidad del virus por la superficie celular debido a múltiples interacciones de baja afinidad. 

La penetración del virus a la célula susceptible se realiza por endocitosis mediada por 

receptores. El virus de la influenza es transportado al interior de la célula a través de la vía 

normal mediada por vesículas recubiertas de clatrina/endosomas. Dentro de la vesícula el pH 

bajo causa una alteración de la conformación de la espícula HA, lo que conduce a la 

exposición  del extremo amino hidrófobo de la proteína HA2. El ambiente ácido de los 

endosomas provoca la fusión de la envoltura viral con la membrana plasmática del endosoma, 

desnudando la nucleocápside y liberando las RNP al citoplasma.  El descenso de pH también  

activa el flujo de protones desde el endosoma al interior de la partícula, mediado por la 

proteína M2 presente en la membrana viral. La activación de M2 induce la bajada de pH en el 

interior de la partícula viral y consiguientemente la desestabilización de las interacciones 

entre las RNPs y la M1 que las recubre (Zhirnov O, 1992). 

Las partículas virales que contienen HA que no ha sido clivada se adsorben a las células pero 

no son internalizadas.   

Los complejos de RNP no permanecen en el citoplasma sino que migran hacia el núcleo, ya 

que la ARN polimerasa del virus de la influenza no puede iniciar la transcripción de los 

segmentos del genoma de ARN de cadena negativa en ARN mensajeros sin un cebador; 

usando para este fin la región 5´terminal de los ARN mensajeros celulares que son 
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sintetizados en el núcleo.  La transcripción del ARN mensajero no prosigue hasta el final de 

las cadenas negativas de ARN sino que se detiene unos 20 nucleótidos antes de la terminación 

debido a que allí hay señales de poliadenilación en todos los segmentos del genoma. Por lo 

tanto los ARN mensajeros del virus de la influenza poseen secuencias heterogéneas de 10 a 

13 nucleótidos de longitud en el extremo 5´robadas de los ARN mensajeros de la célula 

huésped (Hay A, 1998).   

La biosíntesis de proteínas tardías marca el fin de la acción de las proteínas tempranas. Estas 

proteínas tardías o estructurales, originan los capsómeros y la cápside. La síntesis de las 

espículas glicoproteicas se realiza en el retículo endoplasmático liso y en aparato de Golgi, 

donde se almacenan, para luego dirigirse a la cara interna de la membrana plasmática. Serán 

incorporadas al virus durante la liberación por gemación.   

El ensamble, es la siguiente etapa, una vez finalizada la biosíntesis viral, que transcurre en 

compartimentos celulares diferentes.  La localización nuclear de las proteínas M y NS2 es 

esencial para  la migración de las RNP fuera del núcleo para el ensamble de la progenie viral 

en el citoplasma.   

Los viriones adquieren envoltura y sufren maduración a medida que van brotando de la 

membrana celular del hospedador. La etapa final es la liberación de la progenie viral al 

exterior celular. Los virus de la influenza brotan de la membrana plasmática de las células 

infectadas. Durante el brotamiento, la hemaglutinina sufre clivaje proteolítico por las enzimas 

del huésped. Este proceso es necesario para que las partículas liberadas sean infecciosas. Los 

viriones recién sintetizados tienen en su superficie glicoproteínas que contienen ácido siálico 

como parte de su estructura de carbohidratos, y por tanto son vulnerables a auto-aglutinación 

por la hemaglutinina. La principal función de la neuraminidasa viral es la remoción de esas 

partículas (Laver y cols, 1999).  
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Figura 5. Invasión y replicación del virus de la influenza en una célula hospedera.  Los pasos del ciclo son 
los siguientes: 1- Adsorción, 2- Liberación del material genético y migración al núcleo, 3a y 3b- transcripción 
del ARN viral, 4- ARNv exportado al citoplasma y traducido, 5b- nuevos virus son secretados a través del 
aparato de Golgi o son transportados de regreso al núcleo para unirse al ARNv y formar nuevas partículas 
genómicas virales (5a). 6- El ARNv y las proteínas de la envoltura migran desde el núcleo al citoplasma en 
donde se ensamblan, 7- Brotamiento y liberación de los nuevos virus. (Extraído y adaptado de Nayak y cols, 
2004) 
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1.7. GENETICA DE LOS VIRUS DE LA INFLUENZA 
 

1.7.1. Reordenamiento 

 

El reordenamiento es una forma de recombinación en donde dos o más virus de la influenza 

del mismo o diferente subtipo, co-infectan una célula e intercambian segmentos de ARN para 

formar así un nuevo virus. El reordenamiento de los segmentos del genoma contribuye al 

aumento de la diversidad de los virus de la influenza y está asociado con epidemias severas y 

pandemias. Los virus de la influenza A causaron las últimas 4  pandemias más relevantes: 

1918, 1957, 1968 y 2009,  todas ellas a causa de eventos de  reordenamiento inter-subtipo  

(Garten y cols, 2009). 

Eventos de reordenamiento pueden ser detectados cuando secuencias de diferentes segmentos 

de un mismo virus ocupan posiciones incongruentes en los árboles filogenéticos. Hasta hace 

poco, eran solamente frecuentes reordenamientos que involucraban la HA y NA, quizás 

porque la gran mayoría de las secuencias del virus disponibles en el banco de datos eran  para 

HA y NA. Sin embargo las secuencias de otros genes del virus mostraron que puede haber 

reordenamiento en segmentos internos y entre cepas humanas del mismo subtipo (Holmes, 

2005). 

La tasa de reordenamiento en los virus de la influenza A también brinda conocimientos en 

cuanto a la protección cruzada inmunológica, la cual es relevante en el diseño de las vacunas. 

El reordenamiento entre cepas que pertenecen a diferentes tipos antigénicos necesariamente 

significaría que ambas co-infectan una única célula, implicando así que la protección no es del 

todo completa en este nivel de diferencia antigénica. Finalmente el estudio de los modelos de 

reordenamiento podría brindar importantes claves a la unión de segmentos genómicos, ya que 

se espera que segmentos estrechamente ligados estén sujetos a menor frecuencia de 

reordenamiento (Nelson y col, 2007). 

El reordenamiento da como resultado diferencias sustanciales en la historia evolutiva de cada 

gen individual. Sin embargo, similitudes en la historia de algunos genes indicarían que 

además de las características antigénicas de la HA, el contexto genómico y la compatibilidad 

de ciertas combinaciones génicas contribuyen a una mejor capacidad replicativa del virus 

(Rambaut y cols, 2008). 
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Figura 6. Proceso de reordenamiento de los virus de la influenza A. El reordenamiento ocurre cuando 2 virus 

(denotados aquí como A y B) coinfectan una célula hospedadora. Cada virus contiene 8 segmentos, mostrados 

como barras blancas y negras. El reordenamiento entre estos 2 virus produce virus con una gran variedad de 

combinaciones génicas. (Extraído y adaptado de Holmes, 2009) 

 

 

1.7.2. Recombinación del ARN viral  

 

Sólo se ha descripto una sola vez la recombinación clásica en dónde un segmento de ARN del 

virus de la influenza contiene material genético de dos virus parentales distintos y se presume 

sea una forma extremadamente rara de intercambio de información genética entre virus de la 

influenza. 

La recombinación de ARN es la unión de dos cadenas separadas de ARN que ocurre por 

mecanismos de cruzamiento o por elección de copia. Históricamente para virus de la 

Núcleo Co-infección y 
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influenza, la recombinación de ARN ha sido usada para nombrar al reordenamiento del ARN. 

A diferencia de virus de ARN de cadena positiva (Picornaviridae y Coronaviridae), donde la 

recombinación ocurre a alta frecuencia, hasta ahora no se ha podido comparar para los virus 

de  la Influenza. Sin embargo se han encontrado ejemplos naturales de recombinación de 

ARN cuando en el sitio de clivación HA1/HA2 de la hemaglutinina se encontró una inserción 

de nucleótidos derivada del ARN ribosomal 28S del huésped (Orlich M. y cols., 1990) o 

nucleótidos derivados del gen NP (Orlich M. y cols., 1994). Presumiblemente, éste es uno de 

los pocos sitios en el genoma del virus de la influenza donde puede ser tolerada una inserción 

sin ninguna consecuencia adversa para la viabilidad del virus. Más que una recombinación lo 

que pudo ocurrir en el ARN es un salto de la polimerasa desde un segmento a otro (Fields S.y 

col., 1982).  

 

1.7.3. Mutantes termosensibles 

 

Mediante mutagénesis química, se han aislado muchos mutantes termosensibles (ts) para 

comprender  las funciones de las proteínas codificadas por cada segmento de ARN. Aunque 

algunos de estos mutantes han sido útiles para entender el funcionamiento proteico (por 

ejemplo mutantes de las proteínas NA y M1), no se han obtenido buenos resultados en el uso 

de mutantes para NS1 y NS2. 

Cuando una célula es infectada con dos virus que tienen funciones defectivas en loci 

diferentes, puede ocurrir complementación entre virus; la función defectiva en un virus es 

provista por el virus co-infectante, y viceversa. Así se replican los virus infecciosos 

reordenados que recibieron el complemento total de ocho genes no defectivos. El primer paso 

en la reactivación de la multiplicidad y reactivación cruzada es la complementación, la cual va 

seguida por reordenamientos. La complementación entre virus de la influenza A ha sido 

evaluada entre mutantes termosensibles bajo condiciones en donde mezclas de infecciones se 

llevan a cabo a temperaturas restrictivas. Los mutantes ts se arreglan en grupos definidos por 

la habilidad de dos virus ts de producir virus infeccioso durante la co-infección a la 

temperatura restrictiva (Lamb R. y col., 1996). 
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1.7.4. Genética reversa 

 

La genética reversa parte de una proteína que haya sido aislada de una célula y que presente 

propiedades interesantes. Si el punto de partida es una proteína, se clona el gen que la codifica 

y se determina su secuencia de nucleótidos. Posteriormente se altera la secuencia 

bioquímicamente, creando un gen mutante que codifique una versión alterada de la proteína. 

El gen mutante se transfiere a una célula, en la que puede integrarse a un cromosoma 

mediante recombinación genética y pasar a formar parte de la dotación permanente del 

genoma celular. Si el gen se expresa, la célula y todos sus descendientes sintetizarán una 

proteína alterada (Kaiser K., 1990).  

En el comienzo de la era de la tecnología del ADN recombinante, ha sido posible alterar 

genéticamente virus ADN para su estudio y para el uso de virus ADN como vectores para la  

expresión de genes foráneos. Para muchos virus ARN con genoma infeccioso y de hebra 

positiva, ha sido posible transcribir genomas ARN desde ADN clonado y así obtener virus 

infeccioso.  Los virus de hebra negativa (como el virus de la influenza) requieren que el virión 

de ARN se ensamble con un complejo transcriptasa activa para que se inicie la replicación, y 

hasta hace poco para el virus de la influenza la inhabilidad para solubilizar y reconstituir el 

complejo transcriptasa en el ARN desnudo ha evitado la ingeniería genética del genoma.  

La genética reversa ha tenido, hasta el momento, distintos usos:  

• caracterización de la replicación del virus de la influenza  

El hecho de que se hiciera posible aislar el complejo polimerasa activo para el virus de la 

influenza mediante gradiente de centrifugación, permitió realizar la transcripción in vitro de 

pequeñas moléculas de ARN conteniendo las secuencias terminales 5´y 3´del virus y analizar 

las señales promotoras. 

• desarrollo de vacunas atenuadas  

La introducción de cambios aminoacídicos en el sitio de clivación de proteasas en el gen HA 

del virus aviar tipo H5 altamente letal en Hong Kong en 1997, permitió el desarrollo de una 

vacuna recombinante. 

• uso del virus de la influenza como vector 

Los genes de la HA y NA han sido manipulados para expresar genes foráneos. Se insertaron 

pequeños epítopes en el sitio antigénico del tipo de influenza B de la HA del virus WSN.  Los 

virus recombinantes son altamente antigénicos y pueden ser útiles para el desarrollo de la 
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vacuna. Por otro lado, la expresión de genes foráneos usando la NA fue relativamente poca. 

Recientemente se han introducido genes foráneos en el gen de NS1 para poder así expresar la 

poliproteína usando la propia secuencia proteolítica 2ª entre dos genes. El gen foráneo fue 

altamente expresado, siendo además sensibles a la temperatura y atenuados en roedores 

(Enami M., 2002). 
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1.8. EPIDEMIOLOGIA   

 

1.8.1. Características clínicas y vías de transmisión 

 

La influenza es una infección altamente transmisible que puede diseminarse por aerosoles o 

por el contacto de persona a persona. El período de incubación de la influenza es de uno a 

cuatro días, dependiendo en parte a la dosis de virus y al estado inmunitario del hospedador. 

Las células blanco primarias de los virus son aquellas del epitelio respiratorio desde las vías 

aéreas superiores hasta los alvéolos. Las células infectadas se desprenden, lo que permite la 

extravasación del líquido y la inflamación submucosa secundaria.  

El síndrome de influenza típico en los niños mayores de 5 años y adultos previamente sanos 

consiste en la aparición bastante súbita de fiebre > 38 ºC  y traqueobronquitis, con una tos 

seca que causa malestar subesternal. Los síntomas sistémicos, que incluyen mialgias, cefaleas, 

dolores generalizados, malestar general y letargo, a menudo son prominentes. La enfermedad 

puede presentarse como una infección asintomática o en formas leves como rinitis o faringitis. 

Como complicaciones más graves y a veces fatales, pueden ocurrir neumonías, 

particularmente en personas mayores con enfermedades crónicas (Glezen y cols, 1982). 

La edad es un factor muy importante en las epidemias anuales de gripe. Si bien las tasas de 

incidencia son mayores en niños pequeños y adolescentes, la mortalidad es mucho más 

frecuente entre los enfermos de más edad, tengan o no patología subyacente (Glezen y cols, 

1982).  

 

1.8.2. Nomenclatura de los virus de la influenza 

 

Los virus de la influenza se denominan taxonómicamente por un acrónimo en el que se 

incluye en primer lugar el tipo de virus gripal A, B o C, indicándose a continuación el 

hospedador animal en el que se ha aislado, si la cepa no es de origen humano. Posteriormente 

se incluye el origen geográfico de la cepa aislada, número de laboratorio de la cepa y año de 

aislamiento seguido entre paréntesis de la descripción antigénica del subtipo de HA y NA 

(figura 7).  
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Fig 7. Nomenclatura de los virus de la influenza A.  

 

 

1.8.3. Variaciones antigénicas 

1.8.3.1. Deriva antigénica (variaciones menores) 

 

Las variaciones menores o deriva antigénica afectan sobre todo a la HA y son el resultado de 

mutaciones puntuales espontáneas en los genes que codifican la HA de un subtipo de virus de 

la influenza que se traducen en cambios antigénicos y biológicos de dicha glicoproteína. Las 

variaciones menores suponen la aparición de un virus con una HA suficientemente distinta a 

la del virus precedente, frente a la cual la población tiene sólo una inmunidad parcial por las 

exposiciones a cepas anteriores parecidas. La frecuencia con que ocurren espontáneamente 

estas mutaciones en la naturaleza es difícil de precisar, pero las experiencias de laboratorio 

sugieren unas tasas de mutación muy altas para el gen HA algo menores para la NA y más 

bajas para el resto de los genes (Webster y cols, 1982). Cada mutación supone la sustitución 

de uno o pocos aminoácidos en la secuencia del producto genómico aunque muchas son 

deletéreas. La velocidad de deriva antigénica es por consiguiente diferente para las distintas 

proteínas estructurales del virus, siendo rápida y fundamental en la HA y algo menor en la 

NA, y más lenta y menos trascendente para las consecuencias epidemiológicas en los otros 

componentes víricos (Okasaki y cols, 1989). Las variaciones menores son la base de las cepas 

epidémicas del virus de la influenza que ocasionan los brotes epidémicos estacionales y otros 

brotes más limitados. Sin embargo no puede descartarse que provoquen epidemias 
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importantes. Aunque la sustitución de pocos nucleótidos en la cadena de ARN al producirse la 

mutación, supone únicamente la inclusión de pocos aminoácidos equivocados en la secuencia 

de la HA correspondiente, la estructura secundaria y terciaria de la glicoproteína puede 

resultar alterada de forma sustancial y sus propiedades antigénicas también. 

Las variaciones menores ocurren tanto en el virus de la influenza A, como en el virus 

Influenza de la B, sin embargo las variaciones menores que se producen en este último 

suceden con menor frecuencia ya que es mucho más estable que el A. El virus de la influenza 

B tuvo probablemente su introducción en la especie humana hace mucho más tiempo y está 

más adaptado que el A (Suzuky y col, 2002).  

 

1.8.3.2. Salto antigénico (variaciones mayores) 

 

Las variaciones mayores o saltos antigénicos implica un cambio total en la matrícula 

antigénica del virus de la influenza afectando a la HA, a la NA o a ambas que se traduce en la 

aparición de un subtipo distinto al que circulaba. 

Las pandemias por influenza ocurren generalmente como consecuencia de la aparición o 

emergencia de un nuevo subtipo del virus influenza A.  

Los mecanismos epidemiológicos y biológicos postulados en la aparición de las variantes 

mayores son: la recombinación o reordenamiento genético de los genes que codifican las 

glicoproteínas superficiales, la transmisión interespecie directa y la reaparición de un subtipo 

previo circulante, desde un reservorio no conocido. 

El mecanismo más importante de los citados para la génesis de variantes mayores de virus de 

la influenza está constituido por los mecanismos de reordenamiento genético entre los genes 

de la HA y los de la NA. Los nuevos subtipos del virus de la influenza A aparecen por 

reordenamiento o reagrupación genético entre cepas diferentes. Las cepas parentales pueden 

proceder de cualquiera de los múltiples hospedadores, mamíferos o aves que son susceptibles 

a estos virus.  

Los ocho segmentos genómicos de los virus de la influenza A pueden intercambiarse 

aleatoriamente cuando una célula sufre una infección doble. Por consiguiente hay 256 

posibles combinaciones teóricas aunque no todas son viables en la práctica (Scholtissek, 

1978). 



 

37 
 

En la presentación y difusión de nuevos subtipos de virus de la influenza A, puede intervenir 

un segundo mecanismo, la reaparición de un nuevo subtipo que circuló años atrás en la 

población humana.  

 

 

 

Fig 8. Variación antigénica en los virus de la influenza A. La deriva antigénica (Drift) crea virus con 

antígenos levemente modificados mientras que el salto antigénico (Shift) crea virus con antígenos nuevos.  

 

 

1.8.4. Ecología de los virus de la influenza A 

  

Una de las características más importantes en la epidemiología de los virus de la influenza A 

es su capacidad de producir epidemias anuales y, raramente pandemias. Los virus de la 

influenza A han sido probablemente los últimos en infectar a la especie humana y continúan 

su proceso de evolución, una de cuyas características es la deriva antigénica y otra la 

capacidad de producir epidemias o pandemias de notable intensidad.  

Los virus de la influenza A están ampliamente difundidos en la naturaleza en diferentes 

especies de animales entre las que las aves acuáticas adquieren un notable protagonismo dado 

que constituyen su reservorio natural. (Webster y cols, 1992). En las aves se produce una 

presión selectiva negativa al contrario que en los hospederos mamíferos. Desde este 

reservorio el virus puede pasar a mamíferos u otros animales domésticos, incluidas las aves, 

que actuarían como hospederos intermediarios en los que podrían tener lugar fenómenos de 

recombinación o reordenamiento genético, a partir de la mezcla de genes originada por una 
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coinfección de virus distintos. Este paso por los hospederos intermediarios facilita sin duda la 

adaptación de un virus de origen aviar a los mamíferos. Posiblemente todos los virus de la 

influenza A detectados en mamíferos tengan relaciones más o menos cercanas con ancestros 

de origen aviar; sin embargo, sólo un número limitado de éstos ha sido capaz de propagarse y 

circular de forma estable en ellos. Los virus de la influenza A que produjeron las pandemias 

se restringieron a tres subtipos de hemaglutinina (H1, H2 y H3) y dos de neuraminidasa (N1 y 

N2), y en la actualidad los subtipos H3N2 y H1N1 continúan circulando mayoritariamente en 

el hombre.   

La mayoría de las aves acuáticas migratorias se infectan de forma asintomática por el virus de 

la influenza A, multiplicándose éste en las células de su epitelio intestinal y eliminándose por 

casi un mes, en las heces en cantidades abundantes (Webster y cols, 2002). Este mecanismo 

de transmisión oral-fecal es absolutamente distinto a las transmisiones interhumanas de los 

virus de la influenza. Con frecuencia estas infecciones inaparentes son mixtas, lo que hace 

posible la aparición de recombinaciones genéticas (Cox y cols, 1995).   

La naturaleza no virulenta de la infección por influenza aviar sería el resultado de la 

adaptación del virus a su hospedero cientos de años, creando así un reservorio que asegura la 

perpetuación del virus. Esta especulación sugiere que las aves acuáticas ocupan una posición 

importante y única en la historia natural de los virus de la influenza (Easterday, 1975).   

Un reservorio de particular proximidad al ser humano y relacionado con el anterior lo 

constituyen las aves domésticas. La influenza aviar es una enfermedad generalmente mortal 

de las mismas con un cuadro respiratorio y nervioso, pero también puede cursar en ellas como 

una infección asintomática (Liu y cols, 2002). Todo indica que las aves domésticas 

constituyen un reservorio secundario de un ecosistema mucho más importante en las aves 

salvajes y su trascendencia de cara a representar un eslabón de salto a las especie humana está 

bien documentada (Campitelli y cols, 2002).  
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1.8.5. Transmisión interespecie  

 

La transmisión interespecie de los virus de la influenza A es un hecho comprobado, pero la 

adaptación al hospedador es un escalón decisivo para continuar la difusión intraespecie de los 

virus que hacen el salto de especie.  Este salto precisa en ocasiones ciertos “peajes 

biológicos”. Así el receptor de la HA de virus humanos tiene una afinidad preferente para los 

receptores de ácido siálico de la mucosa respiratoria  a través de un enlace α 2,6. Este 

receptor no lo poseen las aves, las cepas de virus de origen aviar poseen hemaglutininas con 

tropismo para receptores de ácido siálico con enlaces α 2,3 que no está presente en el epitelio 

respiratorio humano. Cada virus utiliza un receptor específico para aves y humanos, según su 

linaje humano o aviar. Sin embargo ambos receptores coexisten en la tráquea del cerdo, con lo 

cual este animal puede albergar con más facilidad infecciones producidas por virus de origen 

humano (receptor α 2,6) y de origen aviar (receptores α 2,3), de esta manera podemos 

explicar la dificultad de salto interespecie que puede modificarse cuando se modifican 

propiedades biológicas de las hemaglutininas víricas o aparecen hospederos susceptibles (Ito 

y cols, 1998). 

La presencia de virus de la influenza en cerdos fue primeramente observada durante la 

pandemia de 1918. Los signos de enfermedad en cerdos, así como en humanos, están 

caracterizados por descarga nasal, tos, fiebre, conjuntivitis y dificultad para respirar (Shope, 

1931). El aislamiento de virus de la influenza en cerdos (A/Swine/Iowa/15/30) y análisis  

serológicos retrospectivos en humanos indicó que los virus de origen porcino eran 

antigénicamente similares a la influenza A responsable de la pandemia de 1918 en la 

población (Smith y col, 1989).  Desde entonces, los virus de la influenza permanecen en la 

población de cerdos, circulando todo el año y siendo el responsable de la prevalencia de 

enfermedad respiratoria en cerdos en Norteamérica.  
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1.8.6. Transmisiones transitorias de virus influenza aviar a humanos desde 1997 

 

H5N1 

 

El virus de la influenza A de origen aviar H5N1 que infectó a humanos en 1997 adquirió los 

ocho segmentos de aves de Eurasia y retuvo la preferencia por unión a receptores α 2,3, una 

característica típica de los virus influenza de origen aviar (Matrosovich y cols, 1999). El brote 

por H5N1 en 1997 fue exitosamente erradicado al matar a todas las aves domésticas de Hong 

Kong. Sin embargo, el gen HA de la cepa de H5N1 de 1997 continuó circulando en el sureste 

de China, y fue rápidamente reemplazado por diferentes genotipos (Guan y cols, 2002) que 

fueron altamente patogénicos en pollos pero no en patos. Estos virus H5N1 fueron 

nuevamente erradicados con la matanza de todos los pollos.  De 1997 a 2001, la HA de los 

genotipos circulantes de H5N1 permanecieron antigénicamente homogéneos, pero en 2002 

surgió una marcada deriva antigénica (Guan y cols, 2004). La propiedad más remarcable del 

genotipo H5N1 que circulaba en 2002 fue su alta patogenicidad en aves acuáticas, una 

propiedad raramente encontrada en la naturaleza.  La magnitud sin precedentes de influenza 

aviar surgida en los países asiáticos en 2004, con H5N1 en China, Japón, Corea del Sur, 

Tailandia, Indonesia, Vietnam, Camboya y Laos; H7N3 en Pakistán; y H5N2 en Taiwán 

hicieron como resultado, la destrucción de millones de aves domésticas, principalmente 

pollos. En la mayoría de los países, los brotes de H5N1 de origen aviar altamente letales se 

confinaron en las aves, pero al menos en dos países el virus fue trasmitido a humanos y la 

mayoría de los infectados murieron. 

Muchas oportunidades para el éxito de la transmisión de H5N1 a humanos son provistas por 

la continua evolución del virus en Asia, su facilidad para reordenarse, la generación de 

múltiples genotipos de virus H5N1, deriva antigénica en la HA de los virus H5N1, y la 

adquisición de alta patogenicidad de aves acuáticas. Si ocurre la oportunidad de 

reordenamiento con cepas humanas, entonces la probabilidad de éxito en la trasmisión entre 

humanos es alta. 
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H9N2 

 

En 1999, un virus de la influenza A de origen aviar subtipo H9N2 fue transmitido a dos niños 

en Hong Kong (Lin y cols, 2000). El brote se esparció en China. Estos incidentes fueron 

causados por virus H9N2 antigénicamente diferentes. Los virus H9N2 adquirieron preferencia 

por unión a receptores α 2,6 y fueron detectados en cerdos en Hong Kong (Peiris y cols, 

2001). Los virus H9N2 son ahora endémicos en aves domésticas en Eurasia; su presencia en 

estos animales representa su amplia variedad de hospederos desde los años 1980.  

 

H7N7 y H7N2 

 

La transmisión de virus de la influenza A subtipo H7N7 en aves en Holanda en 2003 causó 

severas pérdidas de aves domésticas (Koopmans y cols, 2003). El virus también fue 

transmitido a humanos. Hubo evidencia de transmisión limitada humano-humano así como 

transmisión a cerdos.  

Desde 1994, virus de la influenza A subtipo H7N2 han circulado en mercados de aves en 

Nueva York (Suarez y cols, 2003). Aislados en 1994 de virus H7N2 mostraron dos 

aminoácidos básicos en el sitio de clivaje de la HA. Posteriormente en el tiempo el virus 

adquirió otros dos aminoácidos básicos mas y se esparció a granjas de aves (Suarez y cols, 

2003). A pesar de que se caracterizaron como virus de baja patogenicidad, la industria de las 

aves en Estados Unidos eliminó el virus de las granjas.  

 

1.8.7. Estacionalidad de los virus de la influenza 

 

El virus de la influenza posee unas características de estacionalidad muy marcada entre las 

estaciones frías y cálidas en los países con diferencias climáticas importantes (Kilbourne, 

1987). Esta estacionalidad aparece de igual forma en el hemisferio norte y sur.  

La enfermedad alcanza sus picos de mayor prevalencia durante el invierno, y debido a que el 

hemisferio norte y el hemisferio sur atraviesan esta estación en diferentes momentos existen, 
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de hecho, dos temporadas de gripe cada año: de octubre a abril en el hemisferio norte y de 

mayo a septiembre en el hemisferio sur. Este es el motivo por el que la OMS (asesorada por 

los Centros Nacionales para la Gripe) hace recomendaciones para dos formulaciones 

vacunales cada año: una para cada hemisferio (OMS, 2006). Además del clima y la humedad, 

el estilo de vida de las poblaciones y otros factores están asociados a la aparición de la gripe 

(Gutierrez y cols, 2001). 

No está completamente claro por qué las epidemias de gripe ocurren de esta forma estacional 

y no de manera más uniforme a lo largo de todo el año. Una posible explicación es que el 

contacto interpersonal es más estrecho en invierno debido a un mayor tiempo de vida en el 

interior de domicilios y edificios, y esto facilitaría una transmisión del virus de persona a 

persona. Otra explicación es que las temperaturas más altas de los meses de verano y la mayor 

sequedad del aire limitaría la expulsión del moco por deshidratación del mismo, dificultando 

la transmisión a través del mecanismo de aerosol que se da durante la tos o el estornudo. El 

virus también puede sobrevivir mucho más tiempo en los fomites (objetos y superficies 

transmisores como pomos de puertas, mesadas) cuando el ambiente es más frío. Los factores 

ambientales también pueden ser un punto clave en la transmisibilidad del virus. Los virus 

sobreviven más fácilmente en los aerosoles producidos en condiciones de baja temperatura 

(por debajo de 5 °C) y baja humedad, que son las predominantes en los países de 

estacionalidad marcada (Lowen y cols, 2007), la ventilación reducida, hacinamiento y 

escolaridad. Los cambios estacionales en las tasas de contacto durante los períodos escolares 

parecen jugar un rol más importante que en otras enfermedades escolares como el sarampión 

y la tos ferina. Una combinación de estos pequeños factores estacionales puede verse 

amplificada por fenómenos de resonancia dinámica con los ciclos endógenos de enfermedades 

regionales (Dushoff y cols, 2004). También se ha propuesto que la deficiencia de vitamina D 

durante los meses de invierno reduciría la efectividad del sistema inmune y entonces podría 

favorecer la estacionalidad del virus (Cannell y col, 2006). Todos estos factores tienden a 

converger en los períodos invernales y por ello han sido propuestos como  determinantes sin 

una explicación definitiva (Tacker y cols, 1986). 

 Sin embargo, los cambios estacionales en las tasas de infección se dan también en regiones 

tropicales y estos picos de infección pueden verse principalmente durante la temporada de 

lluvias (Shek y col, 2003).  
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La estacionalidad en zonas de clima tropical y subtropical no es tan marcada, existiendo casos 

de gripe a lo largo de todo el año. Históricamente el sudeste de Asia, debido a la proximidad 

con como los humanos viven con sus animales domésticos  (Webster y cols, 1992), ha sido 

considerado una zona ideal para la generación de cepas pandémicas (figura 9). Con un nivel  

bajo  y constante de circulación de los virus de la influenza durante todo el año, el sudeste de 

Asia es considerado el epicentro ideal para la generación de nuevas cepas que luego se 

transmitan al resto del mundo  (Viboud y cols, 2006; Rambaut y cols, 2008).  

 

 

 

Figura 9. Migración global de los virus de la influenza A. Las epidemias estacionales del virus comenzarían a 

circular en el este y sudeste de Asia antes de migrar a otras regiones del mundo (las flechas indican la dirección 

de la migración). Las nuevas cepas del virus se exportan a Australia, Europa y Norteamérica para finalmente 

llegar a América del Sur. (Extraído y adaptado de Russell y cols, 2008). 
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Figura 10. Modelo de evolución de los virus de la influenza A. La diversidad genética y antigénica (mostrada 

con diferentes colores) es continuamente generada en un reservorio, quizá representada por los trópicos, antes de 

migrar hacia el hemisferio norte y sur como se muestra con flechas. (Extraído y adaptado de Rambaut y  cols, 

2008).   

 

 

1.8.8. Epidemias  

 

Los virus de la influenza A causan epidemias anuales relacionadas a la disminuída inmunidad 

a los sitios antigénicos en la superficie de las glicoproteínas  HA y NA a causa de la deriva 

antigénica, e infrecuentes pandemias seguido de salto antigénico. Nuevas variantes desplazan 

a las más viejas de manera anual y con un rango constante (Rota y cols, 1992; Yamashita y 

cols, 1988).  

Las epidemias de los virus de la influenza en humanos son causadas por la rápida evolución 

del genoma viral y la emergencia de variantes antigénicas juega un rol importante en la 

morbi-mortalidad por infecciones del tracto respiratorio.  

En una epidemia típica (Glezen P., 1978): 

• al inicio, aumenta el número de niños que padecen fiebre  

• los casos alcanzan un pico máximo en las siguientes 2-3 semanas  

• cifras crecientes de adultos se quejan de síntomas compatibles con gripe  

• el absentismo escolar y laboral llega al máximo durante este periodo  

Hemisferio Norte 

Hemisferio  Sur 

Tropicos 



 

45 
 

• existe un incremento en las admisiones hospitalarias de pacientes con neumonía, 

exacerbaciones de enfermedades pulmonares crónicas y problemas cardiacos  

• subsecuentemente ocurre un incremento de muertes por estos padecimientos.  

 

Las epidemias ocurren prácticamente cada año, pero varían en intensidad, típicamente durante 

los meses más fríos del año en las zonas de clima templado, causando considerable 

morbilidad en todos los grupos etarios. 

Surgen por una combinación de la deriva antigénica que ocurre de temporada en temporada y 

una disminución de la inmunidad entre la población y tienden a seguir un patrón 

característico. 

La epidemiología de los virus de la influenza A y B parece ocurrir de manera paralela al 

comportamiento evolutivo.  

Los virus de la influenza A son generalmente más virulentos que los tipos B y C (Yamashita y 

cols, 1988). Sin embargo, estudios recientes han demostrado un impacto clínico substancial 

atribuible a los virus de la  influenza B los cuales demostraron causar síntomas respiratorios 

severos así como enfermedades del sistema nervioso central (Chan y cols, 1999; Fujimoto y 

col, 1998).  

La dinámica de las epidemias por virus de la influenza tiene grandes variaciones a lo largo del 

año, y las epidemias que son dominadas por los virus A/H3N2 se han asociado con alta 

transmisión de la enfermedad y una más rápida dispersión respecto a las temporadas 

invernales dominadas por el subtipo A/H1N1. 

 

 

1.8.9. Pandemias 

 

Las pandemias por el virus de la influenza, es decir brotes que se esparcen por todo el mundo, 

surgen como consecuencia de un salto antigénico. 

* ocurren a intervalos impredecibles  

* se desarrollan cuando un nuevo subtipo de virus A aparece y ante el cual la población 

mundial posee poca inmunidad o ninguna.  
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* son generalmente peores cuando existen cambios significativos en los 2 principales 

antígenos de superficie del virus de la influenza A. 

  

Durante los últimos 300 años  las pandemias han tendido a ocurrir cada una o dos décadas 

aunque la frecuencia ha sido bastante variable (Patterson K., 1986; Beveridge W., 1991). 

Muchos de estos brotes parecen haber comenzado en Asia, más probablemente en China  

(Patterson K, 1986; Shortridge K y col., 1982). 

 

Tabla  2. Pandemias por virus de la influenza A.  

Año Subtipo Muertes (x106) País de origen 

1889 H2N2 6 Europa 

1898 H3N2 0.5 Europa 

1918 H1N1 40 Europa 

1957 H2N2 4 Asia 

1968 H3N2 2 Asia 

1977 H1N1 sd Asia (laboratorio) 

2009 H1N1 < 0.1 Norteamérica 

sd significa sin dato 

 

 

Pandemia 1918-1920 

 

La pandemia de 1918 ha pasado a la historia por su excepcional virulencia. Alrededor de un 

tercio de la población mundial fue infectada en 1918-1919 (Frost, 1920). Fue de gran 

severidad para adultos jóvenes y sanos de entre 15 a 35 años, entre los que se registraron las 

mayores tasas de mortalidad (entre el 2.5 y 5 %, más de cincuenta veces la mortalidad 

producida por otras epidemias de gripe) (Reid y cols, 2001). Más de 40 millones de muertes 

ocurrieron durante esta pandemia (Johnson y cols, 2002). 
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La pandemia de 1918 produjo tres olas epidémicas: Una inicial, más benigna, transcurrió 

durante la primavera de 1918, seguida de dos olas de mayor letalidad en el otoño e invierno 

de 1918 y 1919 respectivamente. El brote al parecer se originó en cuarteles militares 

estadounidenses y cruzó Europa y Norteamérica y alcanzó lugares remotos (tierras vírgenes 

de Alaska y las islas del Pacífico). Aún no se habían descubierto los antibióticos. En su 

mayoría, la gente que murió durante la pandemia lo hizo por neumonía causada por bacterias 

oportunistas que infectaron a quienes la gripe ya había debilitado.  

Los estudios seroarquelógicos y de epidemiología molecular sugerían que el virus resposable 

de la Influenza estaba estrechamente relacionado con el virus H1N1 de la gripe porcina 

clásica. Análisis de regresión de secuencias virales de humanos y cerdos obtenidas de 1930 al 

presente ubican al precursor del virus de 1918  circulando en humanos entre 1915-1918 

(Taubenberger y cols, 2000). La comparación con las secuencias disponibles de cerdos, seres 

humanos y aves, emplazó a las cepas del virus de 1918 cerca de la raíz del linaje mamífero. El 

análisis de la HA mostró que el virus más relacionado fue A/swine/Iowa/30, el primer aislado 

de Influenza porcina del que se dispone secuencia (Shope, 1936). Esta semejanza se debe al 

hecho de que los virus en el hombre evolucionan más rápidamente por estar sometidos a 

mayor presión inmune como corresponde a su vida más larga. No obstante, la secuencia de la 

hemaglutinina presentó muchas de las características de las hemaglutininas aviares. Treinta y 

siete de los 41 aminoácidos sometidos a presión inmune coincidieron con la secuencia 

consenso aviar y el virus de 1918 conservó los cuatro sitios de glicosilación aviares, un 

mecanismo que emplean los virus de la  influenza para evadir la respuesta inmune (Reid y 

cols, 1999).  

La capacidad del virus 1918 para producir una grave alteración del tracto respiratorio, 

superior o inferior, induce a pensar que se replicaba con suma celeridad y pasaba presto de 

célula a célula. Se sabe que la proteína viral NS1 impide la síntesis del interferón (IFN) tipo I, 

un sistema de ‘’alerta precoz’’ que las células utilizan para desplegar la respuesta inmunitaria 

contra la infección del virus. Análisis de virus recombinantes crecidos en cultivos de células 

de tejido pulmonar humano, mostraron que el virus portador del gen NS1 de 1918 bloqueaba 

con eficacia realzada el sistema IFN tipo I del huésped (Basler y cols, 2001).  
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Pandemia 1957-58 

 

En febrero de 1957 apareció bruscamente en el sureste de China un nuevo virus influenza que 

por el origen de la pandemia se llamo ‘’gripe asiática’’. El nuevo virus no tenía relación 

antigénica con los virus precedentes y correspondió al subtipo H2N2. El mayor desarrollo de 

los medios de transporte marítimo y terrestre en comparación con pandemias precedentes 

permitió su extensión más rápida. En un plazo de diez meses la pandemia dio la vuelta al 

mundo. Una primera ola epidémica estuvo asociada a extensa morbilidad e incrementos 

bruscos de la mortalidad. Una segunda ola de igual o mayor severitud siguió en enero 1958. 

Las tasas de ataque más altas con porcentajes superiores al 50% se dieron en niños pequeños 

y ancianos (Glezen y cols, 1996). Sin embargo, el virus no se consideró excesivamente 

virulento, y la mortalidad se atribuyó en gran parte a la falta de inmunidad de la población.  

El estudio genético retrospectivo mostró que el virus había adquirido los segmentos HA, NA 

y PB1 de un virus Influenza aviar y mantuvo el resto del virus H1N1 pre pandémico 

(Kawaoka y cols, 1989).  

 

Pandemia 1968-70 

 

El virus de la gripe asiática circuló hasta 1968 cuando fue reemplazado por el virus de la gripe 

Hong Kong. La nueva pandemia se originó de nuevo en China. En una primera fase, la 

pandemia se extendió a los países vecinos. En Norteamérica la epidemia empezó en la costa 

este, coincidiendo con el retorno de las tropas de Vietnam. En Europa su difusión fue más 

lenta. 

La pandemia fue considerada en general poco severa. Como en 1957, la población susceptible 

fue niños pequeños y ancianos. En 1968 la mortalidad debida a la gripe fue aproximadamente 

de la mitad que la producida durante el primer ano de prevalencia de la gripe asiática. La 

inmunidad previa de la población conferida por la NA compartida entre ambas cepas moderó 

la severidad de la pandemia (Cox y cols, 2000). 

El virus  Hong Kong fue del subtipo H3N2 y también emergió por un mecanismo de 

redistribución de los fragmentos genómicos. El virus híbrido adquirió los genes HA y la PB1 
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posiblemente  de un reservorio aviar y mantuvo el resto de los segmentos genómicos del virus 

pre pandémico (Stuart-Harris y cols, 1985) 

 

 

 

Pandemia 1977-78 

 

En mayo de 1977 se aisló un nuevo virus de la influenza en China esparciéndose rápidamente 

a Rusia y 7-9 meses después la pandemia se extendió por Europa, Norteamérica y Australia. 

El virus fue caracterizado como subtipo H1N1.  

Hay una serie de precepciones que sugieren que la pandemia no tuvo un origen natural. El 

virus fue antigénica y genéticamente casi idéntico a los virus H1N1 que circularon a 

comienzos de la década de los 50 (Nakajima y cols, 1978; Scholtissek y cols, 1978). La 

morbilidad se concentró en niños y adultos jóvenes que carecían de inmunidad frente al 

subtipo H1N1 y el exceso de mortalidad no fue tan aparente como en el de las pandemias 

previas. La similitud con los virus de los años 50  apuntan a que el virus permaneció 

congelado en alguna localización natural o artificial, ya que es muy improbable que el virus se 

mantuviera en un hospedador animal sin posterior evolución. 

Otra de las características de esta pandemia fue que el virus de la gripe de 1977 no desplazó el 

virus pre pandémico (H3N2). Ambos virus continuaron circulando en la población humana. 

El reordenamiento entre ambos virus H1N1 y H3N2 resultó en la aparición de virus H1N2 en 

humanos en el año 2001. Sin embargo, estos virus H1N2 no circularon durante mucho 

tiempo. 

 

 

Pandemia 2009 

 

En Abril 2009, brotes debido a una nueva cepa de virus de la influenza A/H1N1 pandémica, 

H1N1pdm, fue reportada desde México y Estados Unidos rápidamente esparciéndose para la 

región sudamericana en donde se detectaron los primeros casos en Mayo de 2009. El 11 de 
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junio 2009  la Organización Mundial de la Salud (OMS) declara alerta por pandemia en fase 

6. Para Marzo 2010, la mayoría de los países tenían casos reportados, con más de 17.700 

muertes entre los casos confirmados por laboratorio reportados a  la OMS (WHO, 2010). 

Análisis del genoma de la nueva cepa pandémica H1N1pdm, indicaron que la nueva cepa que 

estaba circulando en humanos era un virus estrechamente relacionado a los virus de la 

influenza A que circulan en cerdos en Norteamérica, Europa y Asia (Trifonov y cols, 2009).  

Los segmentos que codifican al complejo polimerasa, HA, NP y NS muestran un gran 

parecido con los virus de la influenza A H1N2 aislados de cerdos a fines de 1990 en 

Norteamérica. Las cepas H1N2 y otros subtipos son descendientes de virus H3 de cerdos con 

triple reordenamiento aislados en Norteamérica. Estos virus reordenados se han dispersado en 

cerdos por todo el mundo y se ha demostrado que  infectan al ser humano (Shinde y cols, 

2009). Los segmentos que codifican para los genes NA y M de los nuevos virus H1N1 en 

humanos están relacionados con cerdos de Europa que circulaban a principios de 1990. 

La infección por virus de la influenza fue identificada como causa de enfermedad febril 

respiratoria en cerdos en 1931, tres años antes que los virus de la influenza fueran 

identificados en humanos (Shope, 1931). Los virus de la influenza clásicos en cerdos son 

epidémicos entre cerdos de Norteamérica. Desde 1970 se han reportado casos de infecciones 

por virus de la influenza de cerdos en humanos (Hinshaw y cols, 1978). A nivel mundial, más 

de 50 casos de infección por virus de la influenza de cerdos que han sido reportados en 

humanos, la mayor parte por influenza clásica de cerdos, se han documentado por más de 35 

años (Gray y cols, 2007).  

En 1998, un nuevo virus H3N2 triple reordenado (que contenía genes de H1N1 porcino 

clásico, virus influenza aviar de Norteamérica y H3N2 estacional de origen humano), fue 

reportado como la causa de los brotes por virus de la influenza en cerdos de Norteamérica, 

con el subsecuente establecimiento de estas cepas en los cerdos (Webby y cols, 2000). Casi al 

mismo tiempo, este último virus se reordenó con el virus predominante en ese momento en 

cerdos, H1N1 clásico, generando entonces el virus H1N2 porcino norteamericano que por 

otro evento de reordenamiento con un virus porcino de Eurasia genera la nueva cepa 

pandémica de influenza A/H1N1 en humanos (figura 11). Fue así como se determinó que  el 

nuevo virus pandémico H1N1pdm posee los genes PB2 y PA de virus de origen aviar de 

Norteamérica, PB1 de virus H3N2 de humanos y HA, NP NS, NA y M de virus de origen 

porcino de Eurasia (Smith y cols, 2009; Trifonov y cols, 2009). 
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Figura 11. Generación de los virus A/H1N1pdm causantes de la pandemia 2009. A fines de 1990, ocurrieron 

eventos de reordenamiento entre cepas humanas A/H3N2, cepas aviares de Norteamérica y cepas de cerdos 

clásicas resultando así en una nueva cepa triple reasortante que circuló desde entonces en poblaciones de cerdos 

en Norteamérica. Uno de estos virus triple reasortante se reordenó con un virus de cerdos de Eurasia, resultando 

así la nueva cepa pandémica de origen porcino que ahora circula en humanos. (Extraído y adaptado de Neumann 

y cols, 2009). 

 

 

 

Cerdo clásico Ave de Norteamérica H3N2 humana Cerdo de Eurasia 

de origen aviar 

PB2- aves de Norteamérica 

PB1- H3N2 humana 

PA- aves de Norteamérica 

H1- cerdo clásico 

NP- cerdo clásico 

N1- cerdo de Eurasia de origen aviar 

M- cerdo de Eurasia de origen aviar 

NS- cerdo clásico 
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La nueva cepa H1N1pdm se caracterizó por ser una enfermedad respiratoria febril 

autolimitada, con signos y síntomas similares a los de la influenza estacional como fiebre 

(94%), tos (92%) y dolor de garganta (66%). Otros síntomas no típicos de una influenza 

estacional que se manifestaron fueron vómitos (25%) y diarrea (25%).  

La población más afectada fueron los niños y adultos jóvenes y aproximadamente el 90% de 

los casos fatales ocurrieron en menores a 65 años. Las tasas de hospitalización fueron 

mayores para niños menores a 5 años (WHOa, 2009), especialmente en menores a 1 año, y las 

tasa más bajas fueron para personas mayores a 65 años (Louie y cols, 2009).  La obesidad 

severa o mórbida, diabetes, enfermedades cardiovasculares y posibles efectos inmunológicos 

adversos fueron los que contribuyeron a los casos fatales por H1N1pdm. Los hallazgos 

radiológicos más comunes incluyen los infiltrados difusos intersticiales y alveolares y en 

pacientes con co-infección bacteriana también se observó distribución multilobular. 

Los métodos de laboratorios más adecuados para la detección del ARN viral de los virus 

H1N1pdm son la reacción en cadena de la polimerasa convencional o en tiempo real (rRT-

PCR) (WHOb, 2009). La muestra ideal es el aspirado nasofaríngeo o el hisopado nasal. Los 

ensayos comerciales de detección rápida de antígenos tienen poca sensibilidad (11 a 70%) 

para la detección de los virus H1N1pdm en muestras respiratorias y no pueden diferenciar 

entre subtipos de influenza A. Consecuentemente, un resultado negativo en los ensayos no 

debe ser usados para la toma de decisiones para un tratamiento con antivirales. Los ensayos 

de inmunofluorescencia directa o indirecta son menos sensibles que la rRT-PCR (Blyth y 

cols, 2009).  

Los virus H1N1pdm son susceptibles a los inhibidores de la neuraminidasa oseltamivir y 

zanamivir pero son resistentes a la amantadina y rimantadina (Itoh y cols, 2009). Cepas 

resistentes al oseltamivir fueron aisladas de pacientes tratados con oseltamivir, 

particularmente en aquellos que fueron sometidos a terapias prolongadas con el antiviral o en 

aquellos donde la quimioprofilaxis post- exposición al oseltamivir ha fallado (WHO, 2010).  

Una gran cantidad de información sobre la historia natural y el manejo clínico de la infección 

por virus H1N1pdm se ha obtenido en un lapso breve de tiempo, pero aún quedan cosas por 

conocer. La evolución incierta de este virus entre humanos y potencialmente entre otras 

especies remarca la necesidad de una continua vigilancia virológica para así detectar de 

manera temprana cambios antigénicos, reordenamiento, resistencia a antivirales y virulencia 

alterada. Para ello, son necesarios mejoras en la capacidad global para la detección de los 
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virus de la influenza por análisis moleculares, tales como  el ensayo de rRT-PCR, y por 

aislamiento viral.  

 

1.8.10. Impacto sanitario de la gripe 

 

La importancia de la gripe como problema de salud pública reside tanto en la elevada 

morbilidad que origina en las poblaciones, provocando que un importante volumen de 

personas se vean afectadas por esta enfermedad en cortos períodos de tiempo, como en la 

mortalidad que puede ocasionar, tanto de forma directa como por agravamiento de otras 

enfermedades de base, sobre todo de naturaleza crónica cardio respiratoria en los grupos 

denominados de riesgo. A nivel mundial se estima la muerte de 250.000 a 500.000 personas al 

año. La mayor parte de la morbi-mortalidad causada por los virus Influenza puede ser evitada 

por la vacunación anual; sin embargo, dicha medida no está asociada con una completa 

protección en parte debido a la contínua evolución de la estructura antigénica del virus.  

La gripe es una enfermedad que tiene también  notables consecuencias para la actividad 

económica de los países. Ello obedece sobre todo al importante absentismo laboral y escolar 

que produce, al que se añaden los costos derivados de la asistencia a los enfermos. El número 

de hospitalizaciones anuales relacionadas al virus de la influenza supera muchas veces al 

número de muertes por esta enfermedad. Todo ello puede llegar a alterar de forma notable la 

capacidad productiva y económica de una sociedad. 
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1.9.  EVOLUCION DE LOS VIRUS INFLUENZA  A 
 

 

Los virus en general tratan de evadir la respuesta del hospedero para asegurar su perpetuación 

durante años en las especies que son capaces de infectar.  

Los virus de la influenza A son de los virus más estudiados debido a la importancia que tiene 

como patógeno humano (Nelson y col, 2007).  El entendimiento de la dinámica evolutiva de 

los virus de la influenza A es de gran importancia para su control y vigilancia. Otros procesos, 

junto a la deriva antigénica, juegan roles importantes en la evolución viral: co-circulación de 

cepas genéticamente diferentes, frecuentes eventos de reordenamiento intra-subtipo y 

periódicos ‘’barridos selectivos del genoma’’ocasionados por la selección natural (Holmes y 

cols, 2005; Nelson y cols, 2006; Memoli y cols, 2009). La deriva antigénica parece ser un 

proceso más esporádico de lo que se pensaba, lo que lleva a la pregunta de cuándo ocurre 

deriva antigénica: quizás durante ‘’cuellos de botella’’ que ocurren a nivel local en la 

población, principalmente coincidiendo con los saltos antigénicos, o solamente ocurren bajo 

ciertas condiciones epidemiológicas en particular (Nelson y cols, 2006) (figura 12). 

La evolución de estos virus también está caracterizada por altas tasas de sustituciones 

amoninoacídicas en las proteínas HA y NA. Esas altas tasas de evolución reflejan la pobre 

fidelidad de la polimerasa viral (Duffy y cols, 2008), y la fuerte presión de selección para 

evadir la respuesta inmune del hospedador (Smith y cols, 2004) y, más recientemente el 

desarrollo de resistencia a los antivirales (Bloom y cols, 2010).  
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Figura 12. Generación de diversidad genetica y deriva antigénica en la evolución de los virus de la 

influenza A. Los virus amarillos y azules representan 2 cepas antigénicamente similares del mismo subtipo que 

circulan en la población humana. La diversidad genética de las poblaciones circulantes aumenta por mutaciones 

y reordenamientos. Las flechas blancas indican la relación el virus ancestral y sus descendientes. Las marcas 

blancas en los segmentos indican mutaciones neutrales y las marcas rojas indican mutaciones que afectan las 

regiones antigénicas de las proteínas HA y NA. Las flechas naranjas indican la generación de reordenantes con 

segmentos de 2 ancestros diferentes. Así como continúen circulando estos virus, la inmunidad contra ellos se va 

creando en la población del hospedador, representado aquí por la disminución del ancho del ‘’cuello de botella’’. 

En paralelo, los virus con mutaciones que afectan las regiones antigénicas de la HA y NA se acumulan enla 

población viral. En algún punto, se genera una nueva variante antigénica indicada con rojo en el virus. Esta 

variante es capaz de causar dispersión de la infección y crea un grupo con cepas antigénicamente similares. 

(Extraído y adaptado de McHardy y col, 2009). 

 

Numerosos estudios experimentales y análisis estadísticos de datos genéticos y antigénicos 

han identificado grupos de residuos en la HA y NA, llamados epítopes, que se unen a los 

anticuerpos humanos (Laver y cols, 1982). Como consecuencia, los epítopes tienden a 

evolucionar rápidamente, para así evadir la inmunidad. Más aún, diversos estudios recientes 

muestran una serie de aminoácidos en sitios específicos de la HA que evolucionaron bajo una 

selección positiva durante los últimos 40 años (Blackburne y cols, 2008).  

Reordenamiento Mutación 
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Además del escape a los anticuerpos humanos, otras fuerzas selectivas actúan en la HA. 

Como proteína funcional, la HA debe mantener su estabilidad y función. Entonces, las 

mutaciones que escapan a los anticuerpos no deben comprometer esas propiedades de la HA.  

Numerosos estudios de evolución de proteínas in vitro así como estudios en bacterias y virus 

han mostrado que las mutaciones beneficiosas son a menudo pleiotrópicas: además de su 

efecto beneficioso original, causan algunos, usualmente negativos, efectos secundarios en 

otras propiedades de la proteína, tales como en la estabilidad (Bloom y col, 2009). Estos 

efectos negativos pueden ser aliviados o compensados por otras mutaciones, haciendo que 

ciertas combinaciones de mutaciones sean más beneficiosas que una simple mutación por 

separado (SanJuan y cols, 2005). Este fenómeno es conocido como epistasis positiva entre 

mutaciones (de Visser y col, 2007).  La epistasis también puede ser negativa si la 

combinación de mutaciones da como resultado una baja capacidad replicativa respecto a lo 

esperado cuando ocurren mutaciones individuales (de Visser y col, 2007).  

Estudios recientes de la secuenciación del genoma a gran escala y la tipificación antigénica ha 

mejorado considerablemente nuestro conocimiento en cuanto a la evolución de  los virus de la 

influenza: epidemias mundiales surgen de reservorios ubicados básicamente en la región este-

sudeste de Asia en donde hay circulación constante del virus; cepas antigénicamente similares 

predominan durante las epidemias mundiales por muchos años antes de ser remplazadas  por 

nuevas cepas (McHardy y col, 2009). 

 

1.9.1. Virus de la influenza A/ H3N2 

 

Los virus del subtipo H3N2 aparecieron en humanos en la pandemia de 1968 y han estado 

circulando desde entonces, causando morbilidad y mortalidad en sucesivas epidemias. A 

diferencia de los virus A/H1N1, los virus A/H3N2 evolucionan más rápidamente (Rambaut y 

cols, 2008) y son el subtipo más dominante seguido luego por los virus de la influenza B y 

luego A/H1N1 (Finkelman y cols, 2007). 

Estudios de secuencias de virus de la influenza A de origen humano sugieren que han 

evolucionado a partir de un único linaje (Yamashita y cols, 1988). Sin embargo, sublinajes 

diferentes de virus influenza A/H3N2 pueden co-circular en humanos en períodos cortos. Se 

han identificado mediante ensayos de inhibición de la hemoaglutinación (IHA) dos grupos 

diferentes de variantes antigénicas de A/H3N2 a fines de la década de 1980 (CDC, 1991). 
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Estos grupos estaban representados por las cepas A/Beijing/353/89 y A/Shangai/24/90 y virus 

similares co-circularon entre 1990 y 1992. Como los virus H3N2 están frecuentemente 

asociados con un exceso de mortalidad en adultos mayores a 65 años y en personas que 

tengan riesgos asociados a complicaciones debido a la influenza, es de gran importancia que 

la cepa vacunal coincida con la cepa circulante. Desde 1972 a la fecha, veinte cepas H3N2 

fueron utilizadas como componente vacunal. Por el contrario los once cambios del 

componente de influenza B y los siete del componente H1N1 realizados durante el mismo 

período demuestran la menor variabilidad de estos virus (Pumarola y cols, 2002). 

A pesar de que existe una variación considerable en las secuencias entre variantes epidémicas, 

el grado de homogeneidad de las mismas dentro de una epidemia puede ser sorprendente. 

Luego de la aparición de una nueva variante epidémica tendría que haber poca variación en la 

secuencia a nivel de aminoácidos. Por ejemplo, cepas H3N2 aisladas de regiones 

geográficamente diferentes durante un período de nueve meses en 1987 mostraron pocos 

cambios de aminoácidos en sus moléculas de HA (Cox y cols, 1993). La variación antigénica 

observada en estas cepas parece ser el resultado de la selección hospedador-célula durante el 

aislamiento y pasaje de los virus en el laboratorio. Los virus de la influenza de origen humano 

están rutinariamente adaptados a crecer en huevos embrionados de gallina antes de realizar la 

caracterización antigénica para propósitos epidemiológicos, y dichos procedimientos resultan 

en la selección de variantes (Robertson  y cols, 1985). Dichas variantes poseen sustituciones 

únicas de amonoácidos en la HA en la vecindad del sitio de unión al receptor (Robertson, 

1993), los cuales pueden tener considerables efectos en la antigenicidad del virus (Katz y cols, 

1987). Es importante entonces, el monitoreo de las secuencias de HA de tales cambios 

derivados de laboratorios para distinguir de aquellos que ocurren en la naturaleza. 

La evolución de la HA de los virus H3N2 incluye largos períodos (3 a 8 años) de evolución 

neutral sin un aparente cambio antigénico sustancial (períodos estáticos) que están 

caracterizados por un exceso de sustituciones sinónimas más que no sinónimas, una lenta 

extinción de linajes de virus que coexisten y poca asociación de remplazos de aminoácidos en 

regiones de epítope. Estos largos períodos estáticos están delimitados por períodos cortos de 

rápida evolución en donde nuevos linajes dominantes rápidamente desplazan a linajes 

anteriormente circulantes. La preponderancia de la selección positiva durante los intervalos de 

rápida evolución está basado en un exceso de aminoácidos remplazados principalmente en las 

regiones del epítope de la HA, en comparación al remplazo en otras partes de la molécula. En 

los períodos de rápida evolución muchos clados exhiben evolución dentro de un mismo sub-
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clado mientras que en los períodos estáticos se ve una amplia distribución de remplazos 

aminoacídicos a lo largo de toda la molécula de la HA. Arboles filogenéticos que ilustran la 

evolución de la HA de los virus H3N2 tiene forma de ‘’cactus’’, con un tronco prominente  

que representa la sucesión de linajes de virus sobrevivientes en el tiempo y brazos típicamente 

cortos  que estarían explicando que la mayoría de las cepas se van extinguiendo y que la 

diversidad viral es limitada en el tiempo (Wolf y cols, 2006; McHardy y col, 2009). 

A escala global la evolución antigénica de los virus H3N2 ha sido marcadamente homogénea. 

Una explicación para esta homogeneidad podría ser que  los virus circulan globalmente más 

que persistir y evolucionar localmente (Nelson y cols, 2006). De 2002 a 2007 se pudo 

observar que las cepas H3N2 que aparecieron, lo hicieron en países del este-sudeste de Asia, 

en promedio, 6 a 9 meses más tempranamente que en otras regiones, con largas demoras para 

llegar a Sudamérica, siendo típicamente otros 6 o 9 meses más. El solapamiento de epidemias 

en dicha región de Asia crea una red de circulación en donde los virus H3N2 están 

continuamente circulando dentro de la región. El gran movimiento de la población entre el 

este-sudeste de Asia y Oceanía, Europa y Norteamérica y la débil conexión con países de 

Sudamérica, podría explicar la demora de la llegada de las nuevas cepas H3N2 a cada una de 

las regiones antes mencionadas (Russell y cols, 2008). 

 

1.9.2. Virus de la influenza A/ H1N1 

 

Los virus de la influenza A del subtipo H1N1 han circulado en dos períodos diferentes en los 

últimos cien años y han tenido un gran impacto epidemiológico en humanos. El primer 

período fue entre 1918 y 1957 y el segundo desde 1977 hasta el día de hoy. Sin lugar a dudas 

la pregunta con más incógnitas está relacionada a cómo y de dónde apareció la cepa A/H1N1 

altamente virulenta de 1918 que mató de 20 a 50 millones de personas, siendo así la pandemia 

más importante del siglo pasado. Luego de 1918, la cepa H1N1 continuó circulando en 

humanos, causando epidemias estacionales de variada severidad y también en poblaciones de 

cerdos, como influenza “clásica’’ de origen porcino (Taubenberger y cols, 2001). En 1947, el 

virus H1N1 sufrió cambios antigénicos importantes de tal magnitud que provocó la falla total 

de la cepa vacunal de dicho año (Rasmussen y cols, 1948). Si bien la cepa no causó gran 

mortalidad, el virus se expandió por todo el mundo comportándose como una cepa pandémica 

(Sartwell y col, 1948). Otra epidemia inusual de A/H1N1 ocurrió en 1950, en donde las tasas 
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de mortalidad fueron superiores a las ocurridas en las pandemias de 1957 y 1968 (Viboud y 

cols, 2006). En 1957 la cepa A/H1N1 desapareció y fue sustituída por la cepa pandémica 

H2N2 (Scholtissek y cols, 1978). En 1977, la cepa A/H1N1 reapareció luego de 20 años de 

ausencia siendo los más vulnerables a la enfermedad niños y adultos jóvenes, mientras que los 

adultos mayores que estuvieron expuestos a la enfermedad antes de 1957 estaban protegidos 

contra la influenza. Análisis de secuencias de cepas H1N1 mostraron que había gran similitud 

genética entre la HA de 1950, A/Fort Warren/50, y la cepa que re-aparició en 1977, 

A/USSR/77 (Raymond y cols, 1986). Los virus de 1977 parecían estar evolucionando de igual 

manera que aquellos que circularon en 1950. Comparaciones realizadas por Nelson y 

colaboradores (Nelson y cols, 2008), de secuencias A/H1N1 que circularon entre 1918 y 2006 

evidenciaron notablemente que las cepas aisladas de 1947 y 1950 mostraban eventos de 

reordenamiento intra-subtipo, principalmente en los genes HA y NA.  Las secuencias 

obtenidas para el gen de la HA mostraron gran similitud con cepas H1N1 que circularon más 

adelante en el tiempo, mientras que las secuencias del gen de la NA evidenciaron estar 

relacionadas a cepas H1N1 que circularon en años previos a 1947 y 1950. Si bien el gen de la 

HA mostraba grandes variaciones, el gen de la NA se mostraba más conservado (Nelson y 

cols, 2008). Eventos de reordenamiento de genes intra-subtipo es un factor importante en la 

evolución a largo plazo de los virus de la influenza A, ya que los múltiples segmentos 

involucrados juegan un rol importante en la generación de cepas epidémicas, fenómeno 

recientemente demostrado también en virus de la influenza A/H3N2 (Holmes y cols, 2005). 

Los brotes epidémicos causados por los virus influenza A/H1N1 presentan características 

peculiares: a) difusión lenta, b) morbilidad escasa, c) los casos cursan de forma moderada y a 

menudo inaparente y d) la mayoría de casos se dan entre adultos jóvenes. Aunque los virus 

H1N1 estacionales están asociados con una menor mortalidad que los virus H3N2 o los 

H1N1pdm, en algunos años  son cepas dominantes entre las infecciones por virus de la 

influenza en humanos y tienen un alto impacto en la salud pública.  

En ambos hemisferios, las cepas A/H1N1 parecen ser menos vulnerables a la generación de 

‘’cuellos de botella’’ como sí ocurre en los virus A/H3N2, sugiriendo que los linajes 

genéticamente diversos de A/H1N1 están más adaptados a coexistir respecto a cepas A/H3N2. 

Esto indicaría que la selección antigénica actúa menos potentemente en cepas A/H1N1, 

manifestándose con tasas menores de cambios de aminoácidos en el gen HA, de manera que 

la selección de los linajes se hace más lenta (Rambaut y cols, 2008). 
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1.9.3. Neuraminidasa 

 

A pesar de que anticuerpos anti neuraminidasa no neutralizan la infectividad del virus, sí 

contribuyen a modificar la enfermedad (Deroo y cols, 1996) dado que la respuesta inmune a 

la NA también tiene un rol importante en la epidemiología del virus de la influenza. Los 

cambios antigénicos que ocurran en la NA lo hacen independientemente de los cambios que 

ocurran en la HA (Abed y cols, 2002). La comparación de cinco genes del subtipo N1 de 

virus aislados entre 1933 y 1983 muestra un alto grado de mutaciones en las secuencias de 

nucleótidos y aminoácidos a lo largo del tiempo. Además, análisis filogenéticos de secuencias 

nucleotídicas de genes del subtipo N2 de treinta y tres cepas H3N2 aisladas entre 1968 y 1995 

demuestran que al igual que para la H3, el gen de la NA evolucionan como dos linajes 

diferentes representados por A/Beijing/32/92 y A/ Beijing/353/89 (Xu y cols, 1996). También 

se observó reordenamiento genético de genes N2 entre ambos linajes durante su co-

circulación.  

Estudios recientes indicaron que ciertas mutaciones en la NA permiten a la molécula ser más 

promiscua a otras mutaciones que le confieran resistencia a antivirales   (Bloom y cols, 2010; 

Yang y cols, 2011).  

 

 

1.9.4. Comparación de los modelos evolutivos de virus de la influenza A, B y C 

 

La comparación de la divergencia de secuencias entre genes del tipo A, B y C sugiere que en 

humanos los virus de la influenza B y C evolucionan más lentamente respecto a los virus de la 

influenza A.  

La divergencia entre el gen de la HA de los virus de la influenza A y B aparentemente ocurrió 

antes de que comenzaran a diverger algunos subtipos de los virus de la influenza A. La 

divergencia más temprana en el tiempo entre los subtipos de virus de la influenza A ocurrió 

hace aproximadamente 2000 años atrás, mientras que la divergencia entre los virus de la 

influenza A y B se estima ocurrió hace más de 4000 años y la divergencia entre los 3 tipos de 

virus influenza (A, B y C) fue hace aproximadamente 8000 años atrás (Suzuki y col, 2002). 
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La tasa de evolución de genomas ARN  es dependiente de varios factores que incluyen errores 

de frecuencia de las enzimas replicativas, selección para variantes por el sistema inmune de 

poblaciones parcialmente inmunes y selección contra variantes impuestas por restricciones 

estructurales y funcionales de las proteínas virales. Han habido controversias de cómo la 

evolución de los virus influenza es el resultado de selección positiva o de cambios neutrales al 

azar. La mayoría de las secuencias aminoacídicas están fuertemente conservadas respecto a 

las secuencias nucleotídicas. En los virus de la influenza A, alrededor del 50% de los cambios 

nucleotídicos en las secuencias HA y NA resultan en cambios aminoacídicos (Air y cols, 

1990).  

 

1.9.5. Variaciones en los genes de las proteínas internas 

 

La evolución continua es más prominente en las glicoproteínas de superficie, pero también 

ocurre en cada uno de los restantes seis genes internos de los virus de la influenza. Si bien se 

han determinado las tasas evolutivas de éstos genes (Kawaoka y cols, 1989), las mismas son 

menores que en la HA y NA. Además, la proporción de cambios no codificantes (silenciosos)  

es mayor en algunas proteínas internas (PB2, NP, M1) respecto a la HA del subtipo H3 (81-

95% contra 57%), lo cual revela diferencias en sus modos de evolución. Dentro del segmento 

M, el cual contiene dos marcos de lectura solapados, los genes M1 y M2 evolucionan de 

manera diferente. El gen que codifica para el canal iónico M2 evoluciona más rápidamente y 

con una mayor proporción de cambios no codificantes respecto al gen M1, el cual no ha 

mostrado cambios codificantes acumulativos en los últimos 55 años (Ito y cols, 1991).  
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1.10. RESPUESTA INMUNE 

 

El virus de la influenza causa una infección aguda en el hospedador e inicia una cascada de 

reacciones inmunes activando así todas las defensas del sistema inmune. La recuperación por 

una infección de virus de la influenza involucra tanto una respuesta humoral como una 

respuesta celular. Las proteínas de superficie son las de mayor importancia en la respuesta 

humoral, y las proteínas internas predominan en la respuesta celular. Los anticuerpos de las  

mucosas (IgA) y de suero (IgG) generados frente a la molécula de la HA neutralizan la 

infectividad del virus y son la primera barrera de resistencia a la infección. La respuesta IgG a 

la HA es subtipo específica, pero la acumulación de mutaciones puntuales (deriva antigénica) 

permite que el virus escape a la destrucción por los anticuerpos.  

 

1.10.1. Inmunidad humoral  

La inmunidad adquirida tras  la infección por virus de la influenza es específica del subtipo y 

de la variante responsable. Depende, fundamentalmente, de la respuesta humoral frente a los 

antígenos superficiales del virus, sobre todo frente a la hemaglutinina y en menor proporción 

a la neuraminidasa, siendo menos conocido el papel que juega la inmunidad de base celular, 

tan importante en otras infecciones víricas.  

Tras la primoinfección natural por los virus de la influenza aparecen anticuerpos (Acs) en el 

suero de los pacientes frente a la HA y NA así como frente a la proteína M y la NP. Estos 

últimos son tipoespecíficos y de un valor protector limitado, pero resultan de utilidad para el 

diagnóstico por fijación de complemento. 

Los Acs anti-hemaglutinina son la base de la inmunidad protectora humoral en la gripe; 

neutralizan la infectividad del virus por bloqueo del dominio de adhesión en la subunidad 

HA1 y duran de por vida a títulos variables pero superiores a 1/40. 

Los Acs anti-neuraminidasa se producen a menor título y algo más lentamente y su efecto 

protector se basa en la limitación de la difusión del virus en el tracto respiratorio y al resto del 

organismo, ya que bloquean la liberación de los virus tras el ciclo replicativo. Tanto los Acs 

anti-hemaglutinina como frente a la neuraminidasa son específicos de cepa o variante y algo 

menos de subtipo; esta especificidad tan estrecha de los principales anticuerpos protectores 
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explica en gran parte la susceptibilidad a la infección por nuevas cepas variantes  de virus de 

la influenza. 

La distribución por edades demuestra más frecuentemente la presencia de Acs frente a 

subtipos A/H1N1 en personas mayores como consecuencia de infecciones pasadas. Sin 

embargo, la deriva antigénica que muestran las variaciones menores del virus limitan mucho 

la duración de la inmunidad frente a la infección gripal, que según la importancia del 

deslizamiento antigénico, varía entre 1 a 5 años. Por otra parte, las infecciones repetidas por 

variantes menores de un mismo subtipo aumentan la resistencia a la infección por dicho 

subtipo.  

 

1.10.2. Inmunidad celular 

La respuesta inmunitaria celular juega un importante papel en la patogenia de la infección 

gripal y en la recuperación de la enfermedad ya establecida. En el curso de la infección se 

observa un incremento de los mecanismos de la inmunidad innata y con frecuencia 

inmunosupresión de algunos mecanismos de la inmunidad celular. Las células T, quienes 

median la respuesta inmune celular, tienen como blanco proteínas internas que son comunes a 

las de los virus influenza heterólogos. Esta propiedad proporciona a las vacunas, que inducen 

una respuesta inmune celular, el potencial de protección contra cepas virales heterólogas. En 

humanos hay dos tipos de células T efectoras: T-CD4+ y T-CD8+. Ambas contribuyen a la 

inmunidad frente a una infección causada por el virus de la influenza (Murphy y col, 1996).  

La respuesta inmunitaria celular está mediada por células T CD4+, con restricción CMH clase 

II (complejo mayor de histocompatibilidad), fundamentalmente subtipo específicas, y su 

función principal es la colaboración para la producción de anticuerpos. Pertenecen a la clase 

de células T o células T-colaboradoras. Estas células CD4+ tienen dos propiedades 

funcionales. Primero, son células T colaboradoras que ayudan a las células B para la 

producción de anticuerpos y a los linfocitos T de clase I para su proliferación. Segundo, las 

CD4+ pueden tener actividad citolítica con un rango de especificidad de antígeno parecida a 

la de los linfocitos T de clase I (Murphy y col, 1996).  

Las células T CD8+ con restricción CMH clase I son tipo específicas, dirigidas 

preferentemente a los antígenos NP y M. El fenotipo CD8+ está restringido a los antígenos de 

histocompatibilidad de clase I (CMH I).  Estos linfocitos T citotóxicos aparecen en la sangre 
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de individuos infectados o vacunados entre los días seis a catorce y desaparecen al día 

veintuno (Ennis y cols, 1981).  

 

1.10.3. Producción de interferón 

 

Los virus de la influenza son sensibles a las propiedades antivirales del interferón y son 

eficientes inductores de interferón durante la infección (Hill y cols, 1972). El interferón es 

detectado durante la fase aguda de la enfermedad en las secreciones del tracto respiratorio alto 

y en el suero de pacientes infectados con el virus (Green y cols, 1982). Existe correlación 

directa entre el nivel de multiplicación del virus y la cantidad de interferón inducido (Murphy 

y cols, 1973).  El interferón- α (IFN-α) está presente en el suero durante la fase aguda de la 

infección, pero no se conoce que tipo es el que se encuentra presente en el tracto respiratorio 

(Green y cols, 1982). Cuando se estimula in vitro con células infectadas o virus purificado, los 

linfocitos cultivados a partir de personas recientemente vacunadas secretan IFN-γ o IFN-

α (Ennis y cols, 1981). Poblaciones de linfocitos también pueden producir IFN-γ o IFN-β en 

respuesta a una infección in vitro con virus influenza A (Yamada y cols, 1986). Se cree que el 

IFN contribuye a la recuperación de la infección. 
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1.11. PREVENCION Y CONTROL 

 

1.11.1. Antivirales 

 

Las vacunas juegan un rol crítico en la prevención de la influenza. Sin embargo, la eficacia de 

esta intervención puede estar significativamente reducida debido a diferencias entre la cepa 

vacunal y la cepa circulante y la inhabilidad del hospedador de generar una buena respuesta 

inmune. El potencial impacto de una pandemia por virus influenza hace que medidas efectivas 

para limitar la dispersión y morbilidad de la infección sea una prioridad en salud pública. Es 

entonces que los antivirales juegan un rol importante en la prevención y manejo de la 

influenza.  

Son dos las clases de drogas que están disponibles para la profilaxis y tratamiento de la 

infección por virus influenza: inhibidores de canal iónico M2 (amantadina y rimantadina) y 

los inhibidores de la neuraminidasa NA (oseltamivir y zanamivir).  

Este tipo de drogas pueden reducir las complicaciones asociadas, la severidad y la duración de 

la enfermedad si se comienzan a utilizar dentro de las primeras 48 horas luego de iniciados los 

síntomas (Younkin y cols, 1983). 

La terapia antiviral reduce la duración de liberación del virus, riesgo de contraer neumonía y, 

posiblemente, la mortalidad asociada con influenza en pacientes inmunocomprometidos, (Ison 

y col, 2002). Sin embargo, alguno de estos pacientes pueden desarrollar una replicación viral 

sostenida a pesar del tratamiento antiviral, lo cual sería un factor de riesgo para la aparición de 

cepas resistentes a los antivirales (Gubareva, 2004).  
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Tabla 3. Diferencias y similitudes relevantes entre las dos clases de antivirales para el manejo y profilaxis 

de la influenza.  

 

Aspecto Amantadina/Rimantadina Oseltamivir/Zanamivir 

Estructura o función blanco Proteína M2 Inhibidor neuraminidasa 

Espectro antiviral Restringido. Sólo influenza A Amplio. Influenza A y B 

Efectos secundarios Amantadina : Insomnio, confusión 
o delirio. 

Rimantadina con menor tasa de 
efectos adversos 

Zanamivir : tos, broncoespasmo. 
Uso contraindicado en 

pacientes con enfermedades 
crónicas. Oseltamivir: mayor 

frecuencia de náuseas , 
vómitos y dolor abdominal. 

Biodisponibilidad y vía de 
administración 

Buena disponibilidad;ambas se usan 
por vía oral 

Buena disponibilidad en el caso 
de oseltamivir y baja en el 

caso de zanamivir que obliga 
a ser usada por vía 

inhalatoria. 

Eficacia en tratamiento de 
influenza y dosis 

Comprobada. Mayor alivio 
sintomático con amantadina en 
relación a ác.salicílico. Dosis: 
100 o 200 mg al día durante 5 

días. 

Comprobada y útil para 
influenza A y B. Dosis 

oseltamivir:75 mg por día 
durante 5 días. 

Zanamivir: una inhalación oral 
de 10 mg 2 veces por día 

durante 5 días. 

Resistencia Emergencia de resistencia frecuente 
durante su uso limita su 
utilización prolongada 

Menor emergencia de 
resistencia. 

 

 

1.11.1.1. Inhibidores de canal iónico M2 

 

La amantadina y rimantadina son derivados químicos de los adamantanos. La amantadina es 

un antiviral aprobado por la FDA en 1976 para el tratamiento de infecciones por virus de la 

influenza tipo A. Su análogo, la rimantadina, fue aprobado a principio de los años 90. Ambos 

tienen una estructura tricíclica con un grupo amino y poseen actividad antiviral contra el tipo 

A pero no contra el tipo B ni C (Van Voris y col, 1992). 
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Si bien los adamantanos están asociados con varios efectos secundarios, han sido 

ampliamente usados por muchos años quizás debido a su amplia disponibilidad y bajos 

costos.  

 

 

Mecanismo de acción 

 

Los adamantanos  bloquean la actividad de canal iónico de la proteína M2 en los virus 

influenza A, evitando así el cambio de pH necesario para la liberación del ARN viral al 

citoplasma y posterior replicación del virus (figura 13) (Wang y cols, 1993). 
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Figura 13. Mecanismo de acción y desarrollo de resistencia de los inhibidores de la proteína M2. En 

ausencia de amantadina, el canal iónico medía el influjo de iones H+ hacia el interior del virión, lo cual facilita la 

disociación de las ribonucleoproteínas y su liberación al citoplasma para ser transportadas al núcleo de la célula. 

En presencia de amantadina, el canal iónico es bloqueado y la replicación es inhibida. El reemplazo de la serina 

en la posición 31 por un aminoácido más voluminoso como la asparagina lleva a la disociación de la amatadina y 

por lo tanto a la restauración de la función de canal iónico. Dependiendo del aminoácido en particular, otras 

mutaciones en las posiciones 26, 27, 30 o 34 pueden inhinir la unión de la amantadina o permitir la unión pero 

sin pérdida de la función de canal iónico. (Extraído y adaptado de Hayden , 2006).  

 

 

Resistencia a los inhibidores de M2 

 

Luego de cuatro décadas de uso efectivo de los adamantanos en la prevención y tratamiento 

del virus influenza, la resistencia global a estas drogas ha aumentado dramáticamente entre 

cepas A/H3N2 en los últimos años.  En la mayoría de los casos, la base para dicha resistencia 

es un único cambio aminoacídico (S31N) en la proteína M2, la cual tiene un papel 

fundamental para el inicio de la replicación viral. La mutación S31N es una de los cinco 

cambios aminoacídicos  posibles que puede tener la proteína M2 que se conocen tienen 

relación con la resistencia a los adamantanos (Klimov y cols, 1995). 

Mientras a nivel mundial, menos del 2% de los virus influenza A/H3N2 que circulaban 

durante 1995-2002 eran resistentes a los adamantanos,  se detectaron cepas resistentes en más 

del 12% de las cepas circulantes en 2004 (Bright y cols, 2005).  Los porcentajes mayores de 

resistencia se observaron primeramente en Asia, particularmente en China, donde la 

prevalencia de cepas resistentes aumentó de 8.2% en 2002 a 73.8% en 2004. Para el año 2005, 

más del 90 % de las cepas H3N2 que circulaban en el mundo eran resistentes a los 

adamantanos (Bright y cols, 2006). Recientemente, la mutación S31N fue detectada en el 

100% de  virus Influenza en muchos países asiáticos. Desde 2006 el CDC en Atlanta 

recomendó el cese en el uso de adamantanos para el tratamiento o prevención del virus 

influenza (CDC, 2006).  

La aparición de resistencia a adamantanos en países donde el uso de estas drogas no ha 

aumentado en los últimos anos, implicaría mecanismos evolutivos más que presión selectiva 

de la droga (Simonsen y cols, 2007a). En particular, se ha propuesto que el aumento de la 

frecuencia global de la mutación S31N en la proteína M2 resulta de un evento al azar que 
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incluiría mutaciones ventajosas en otros segmentos del genoma viral, incluyendo mutaciones 

en la región HA1 del gen de la hemaglutinina en las posiciones 193 y 225 cerca del sitio de 

unión al receptor (Simonsen y cols, 2007a). Este evento de reordenamiento, ocurrido 

tempranamente en 2005, generó un nuevo linaje global de virus A/H3N2 resistentes, llamados 

linaje ‘’N’’, con una HA antigénicamente caracterizada por A/Wisconsin/67/2005 y con una 

proteína M2 con la mutación S31N (Simonsen y cols, 2007a). A pesar de que el 

reordenamiento es una de las características importantes para la diseminación de cepas con 

resistencia, es posible que la presión selectiva aplicada en ciertas regiones de Asia sea el paso 

inicial para la aparición de la resistencia a adamantanos. En particular, el brote por síndrome 

respiratorio agudo (SARS) y la aparición de virus A/H5N1 en aves domésticas provocaron un 

aumento en el uso de este tipo de antivirales (Bright y cols, 2006; Deyde y cols, 2007). 

Además, se ha propuesto al sudeste asiático como el epicentro para la continua circulación de 

los virus influenza, con variantes que surgen de esta región antes de su diseminación al resto 

del mundo (Russell y cols, 2008).  

Dado que el uso terapéutico de los adamantanos ha sido a un nivel constante y relativamente 

bajo por muchas décadas en áreas templadas, modelos simples basados en presiones 

selectivas de la droga no explicarían de manera adecuada, el aumento global de la prevalencia 

cepas resistentes a adamantanos en los últimos años (Simonsen y cols, 2007a). La aparición y 

dispersión de esta resistencia parece ser un proceso evolutivo complejo que incluye presiones 

selectivas geográficamente variables, extensa migración global y reordenamientos frecuentes. 

Las mutaciones que causan resistencia a los adamantanos no comprometerían la eficacia de 

replicación del virus o sus ventajas de transmisión, pudiendo ser transmitidos entre humanos 

sin una aparente pérdida de patogenicidad (Bright y cols, 2005).  

La amplia mayoría de los virus de la influenza resistentes aislados entre 1997-2007 

descienden de una única introducción, la cual fue primeramente detectada en 2003 en Hong 

Kong, donde circuló continuamente por al menos dos años y que también estaba presente en 

otras regiones del sudeste de Asia, antes de dispersarse al resto del mundo, para 

posteriormente sufrir el reordenamiento de 2005 del cual surgió el linaje ‘’N’’ (Simonsen y 

cols, 2007a).  

Los virus de la influenza H1N1pdm son resistentes a la amantadina y rimantadina (WHO, 

2009c). Se ha reportado que la mutación responsable de esta resistencia está dada por la 

sustitución S31N (Dawood y cols, 2009; Shinde y cols, 2009). El gen M de esta cepa 
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pandémica es similar al gen M del virus porcino de Eurasia, el cual es resistente a ambas 

drogas. 

 

 

 

1.11.1.2. Inhibidores de Neuraminidasa  

 

Desde 1999 existen de forma comercial  dos drogas: zanamivir vía inhalatoria (Relenza TM) y 

oseltamivir vía oral (Tamiflu TM) los cuales han demostrado beneficios clínicos en la 

prevención y tratamiento por las infecciones de virus influenza (Moscona, 2006). También 

existen otros dos inhibidores con aprobación reciente en Japón, como el Peramivir (Babu y 

cols, 2000) y Laninamivir (Kubo S y cols, 2010), y otros en fase de desarrollo pre-clínico 

como A-315675  (Kati y cols, 2002) y A-322278 (Baz y cols, 2008). 

Los primeros análogos del ácido siálico se diseñaron en los años 70, pero el diseño de 

inhibidores efectivos recién apareció cuando se estudió la estructura tridimensional de la NA 

y se localizó el sitio activo de la enzima. La estructura del zanamivir y oseltamivir están 

basadas en la estructura de un producto del ácido siálico generado por catálisis, el ácido 2,3-

dehidro-2-deoxi-N-acetilneuramínico) (DANA). En relación a DANA, el zanamivir tiene una 

única sustitución de un grupo guanidino en la posición 4’en el anillo glucídico. En cuanto al 

oseltamivir, este tiene más diferencias ya que tiene un anillo ciclohexeno en lugar del anillo 

glucídico, y tiene 2 sustituciones. En la posición 4’ tiene un grupo amino y en la posición 6’ la 

cadena lateral de glicerol está remplazada por un grupo pentil-éter (figura 14) (Ferraris y col, 

2007). 

Los inhibidores de NA si bien son más costosos, tienen menos efectos secundarios adversos 

respecto a los bloqueadores de M2 y se generan menos cepas resistentes (McKimm -

Breschkin, 2000). 
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Figura 14. Drogas antivirales que bloquean el sitio activo de la NA. El oseltamivir y zanamivir se unen al sitio 

activo de la NA. El ácido siálico (sustrato que normalmente cliva la NA), se mantiene en el sitio a través de sus grupos 

glicerol y carboxilato que forman enlaces (líneas verdes) con aminoácidos del sitio activo. El zanamivir agrega otro enlace 

por remplazamiento del grupo hidroxilo del ácido siálico con un grupo guanidino (más grande y cargado positivamente), que 

forma uniones fuertes con dos aminoácidos cargados negativamente de la base del sitio activo. El oseltamivir mantiene la 

unión de su grupo carboxilato pero además usa su grupo hidrofóbico. Este grupo produce una hendidura y forma un bolsillo 

hidrofóbico que mantiene la droga en su lugar por medio de atracciones hidrofóbicas (líneas verdes cortas). (Extraído y 

adaptado de Laver y cols, 1999). 

 

Mecanismo de acción 

 

La neuraminidasa (NA) es un buen blanco para drogas antivirales porque juega un papel 

principal en la propagación del virus y los residuos aminoacídicos del sitio activo de la 

enzima NA, interaccionan directamente con el sustrato o rodean al sitio activo el cual es 

altamente conservado en los virus de la influenza A y B (Varghese y cols, 1998). 

La actividad enzimática de la NA promueve la dispersión del virus influenza en las 

secreciones de la mucosa del tracto respiratorio y evita que la progenie viral forme agregados 

en la superficie de la célula de la cual brotará, removiendo entonces el ácido siálico de la 

zona.  

Los inhibidores de la NA (INAs) son diseñados para limitar la infección por el virus, 

bloqueando el sitio activo de la enzima, evitando así la dispersión de los nuevos virus 

formados (figura 15) (Mendel y cols, 1998).  
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Figura 15. Mecanismo de acción de los inhibidores de la neuraminidasa. El panel A muestra la acción de la 

NA en el ciclo del virus de la influenza. La replicación es bloqueada por los INAs (panel B), los cuales impiden 

las salida de los viriones recién formados de la célula infectada. (Extraído y adaptado de Moscona, 2005).  

 

 

Resistencia a inhibidores de la Neuraminidasa 

 

A pesar de la eficacia obtenida en los ensayos clínicos, las diferencias en las concentraciones 

de los INA en el sitio de la replicación viral  entre pacientes podrían contribuir a diferencias, 

no solo en la eficacia, sino también en el riesgo de la aparición de cepas resistentes a los INA. 

Bajas concentraciones de la droga que sólo bloquearían de manera parcial la replicación viral, 

podrían potenciar el riesgo al promover un ambiente propenso para la aparición de cepas 

resistentes (Reece, 2007). 

Diferencias en la unión de los INA al sitio catalítico de la NA resulta en la generación de 

perfiles de resistencia diferentes. Mutaciones en la NA responsables de generar resistencia a 

oseltamivir varían de acuerdo al subtipo de NA; en los virus de la influenza A/H3N2, las 

mutaciones en el gen NA ocurren predominantemente en las posiciones E119 y R292 y en los 

virus A/H1N1 en la posición H274Y (Gubareva, 2004). La mayoría de las cepas resistentes a 
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oseltamivir (con mutaciones en las posiciones 119, 274, 292 o 294 del gen NA), permanecen 

sensibles a zanamivir (McKimm-Breschkin y cols, 2005). Las diferencias en los perfiles de 

resistencia de zanamivir y oseltamivir son atribuibles a diferencias en la unión de las drogas al 

sitio catalítico de la NA (Smith y cols, 2002). A diferencia del oseltamivir, el zanamivir está 

más estrechamente relacionado al ácido siálico y por lo tanto la unión del zanamivir al sitio 

activo de la NA es similar a la unión natural. De manera que el zanamivir puede ser ajustado 

en el sitio activo sin disturbar la conformación del mismo. Este cambio podría explicar la alta 

tasa de mutaciones de la NA luego del tratamiento con oseltamivir (Wang y cols, 2007). Sin 

embargo, las mutaciones R292K, E119V y H274Y se reproducen in vitro luego del 

tratamiento con oseltamivir y zanamivir (Blick y cols, 1995), de manera que la baja tasa de 

resistencia observada con zanamivir podría deberse a propiedades intrínsecas de la droga o el 

poco uso de ésta, comparado con el oseltamivir. La resistencia al zanamivir es 

extremadamente infrecuente, con solo un caso reportado de un niño inmunocomprometido 

infectado con virus de la influenza B (Gubareva y cols, 1998). 

Como ya se mencionó, la estructura  química del oseltamivir, pero no del zanamivir, facilitaría 

el desarrollo de mutaciones de resistencia que permitirían que la NA siga siendo funcional, 

haciendo que el virus resistente sobreviva y se propague. Para ubicar la cadena lateral del 

oseltamivir en el sitio activo, la NA sufre un cambio conformacional, generando así una 

hendidura. Por el contrario, el zanamivir se une al sitio activo sin necesidad de un cambio 

conformacional en la NA. Muchas mutaciones conocidas limitan este cambio conformacional 

e impiden entonces la unión al oseltamivir. El aminoácido E276 necesita rotar y unirse al 

residuo R224 para formar la hendidura necesaria para colocar la cadena lateral del 

oseltamivir. Las mutaciones R292K, N294S y H274Y impiden esta rotación y previenen la 

formación de la hendidura y por tanto generan resistencia al oseltamivir. Sin embargo estas 

mutaciones permiten la unión del sustrato natural para que los virus mutantes sobrevivan y se 

propagan. Estos virus mutantes son sensibles al zanamivir, ya que la unión al zanamivir no 

requiere ninguna re orientación de aminoácidos (Ferraris y col, 2007). 

Aunque la resistencia a INA no ocurren frecuentemente in vivo, se han reconocido dos 

mecanismos de resistencia in vitro: el primero involucra una reducción en la eficiencia de 

unión de la HA al receptor; una menor eficiencia resulta en una reducción  en la dependencia 

de la actividad NA durante la liberación del virus  desde la célula infectada. Se han 

identificado sustituciones en la HA en virus seleccionados en presencia de INA (McKimm- 

Breschkin y cols, 2000), aunque el análisis de secuencias del gen HA es un pobre predictor 
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del fenotipo relacionado a la droga. El segundo mecanismo de resistencia involucra la 

sustitución de residuos conservados en el sitio activo de la NA  con ó sin mutaciones 

compensatorias en la HA; dichas sustituciones pueden reducir la afinidad del sitio activo por 

el inhibidor (McKimm-Breschkin y cols, 1996).  

A partir del año 2007, a nivel mundial se reportaron aumentos significativos en la frecuencia 

de cepas A/H1N1 con una mutación en la posición  H274Y del gen de la neuraminidasa la 

cual confiere resistencia al oseltamivir (25% en Europa, 16% en las Américas y 4% en la 

región oeste del Pacífico) (WHO, 2008).  

El aumento en la frecuencia de resistencia al oseltamivir es de preocupar ya que el oseltamivir 

es en la actualidad, el agente antiviral que más se utiliza para el control de las infecciones por 

virus influenza. Este aumento en la resistencia a oseltamivir, especialmente en cepas A/H1N1 

entre 2007-2009, hizo que se aumente la utilización de zanamivir para el cual aún no se han 

reportado casos de resistencia (CDC, 2010). El cambio aminoacídico en la posición 274 

(H274Y) del gen de la NA de los virus A/H1N1 es la más frecuente (Lackemby y cols, 2008). 

La circulación de cepas A/H1N1 resistentes no se correlaciona con el uso del oseltamivir, lo 

cual sugiere que la presión selectiva de la droga no está asociada con la transmisión continua, 

aunque sí podría haber estado involucrada en la aparición inicial. 

En un trabajo realizado por Bloom y colaboradores (Bloom y cols, 2010), se reafirma que en 

ausencia de oseltamivir, la mutación H274Y tiene un efecto perjudicial en la capacidad 

replicativa del virus. Para que la mutación se “fije’’ a escala global, esto es, que ocurra en el 

100% de la población viral, es entonces necesario que el efecto negativo de la capacidad 

replicativa sea apagada por mutaciones secundarias localizadas en algún lugar del genoma 

viral. Serían dos las sustituciones aminoacídicas en la NA que  restaurarían la capacidad 

replicativa de los virus H1N1 con la mutación H274Y: V234M que disminuye la magnitud 

del defecto causado por H274Y y R222Q que aumenta la expresión de la NA en la superficie 

celular (Bloom y cols, 2010). Es posible que la existencia de mutaciones permisivas dé de 

alguna forma, el poder de predecir qué linaje viral será más susceptible a ser resistente a los 

antivirales en el futuro. Si sabemos de un linaje particular que tenga las mutaciones V234M y 

R222Q, sería adecuado investigar dicho linaje para futuras resistencias a antivirales que en 

aquellos donde no hay mutaciones permisivas (aunque está claro que otras mutaciones 

permisivas pueden estar en otros fondos genéticos). La buena noticia es que hasta ahora la 

mutación H274Y ha aparecido esporádicamente en los virus H1N1 pdm; en las más de 2500 

secuencias de NA disponibles en el banco de datos de Influenza, solo un 1%  tienen dicha 
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mutación. Tampoco se han detectado las mutaciones V234M y R222Q en las cepas H1N1 

pdm. Puede ser posible que la mutación H274Y no se haya dispersado  globalmente en las 

cepas H1N1 pdm porque éstas carezcan de las mutaciones permisivas escenciales (Holmes, 

2010). 

El balance funcional apropiado entre las actividades de las dos glicoproteínas de superficie de 

los virus influenza con el ácido siálico, por ejemplo, el receptor de unión (hemaglutinina) y la 

actividad sialidasa (neuraminidasa), es escencial para la capacidad replicativa viral (Wagner y 

cols, 2002). La afinidad aumentada de la neuraminidasa N1 de los virus que circularon en 

2007-2008 por su sustrato no ha sido compensada por una afinidad aumentada de la H1 por el 

receptor. Entonces, los virus con la mutación Y274 que tienen solamente una levemente 

mayor afinidad por el sustrato como lo comparado con cepas H1N1 que han circulado 

previamente, tendrían un balance más apropiado de las actividades de sus HA y NA que los 

virus con la mutación  H274 que tienen una afinidad tres veces mayor de su NA por su 

sustrato. La capacidad  replicativa y la habilidad de ser transmitidas las cepas resistentes 

versus las sensibles estarían moduladas por características en otros genes. Para esto es 

necesaria la secuenciación del genoma completo. La circulación de virus H1N1 naturalmente 

resistentes a oseltamivir remarca el hecho de que las variaciones genéticas resultaría en 

variaciones en la sensibilidad al oseltamivir en ausencia de presión selectiva por la droga  

(Rameix-welti  y cols, 2006). Las variaciones genéticas en la HA y NA son principalmente 

manejadas por la respuesta inmune, y las propiedades favorables que resultan en cambios de 

la capacidad replicativa del virus deberían ser co-seleccionadas. Las variaciones genéticas 

como estas demuestran la necesidad de un monitoreo cuidadoso en la afinidad de la NA por 

su sustrato e inhibidores de NA en relación con la afinidad de unión de la HA por su receptor 

en los virus influenza que circulan en la población, así como  para virus influenza de origen 

aviar con potencial pandémico.  
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Figura 16. Mecanismo de resistencia al oseltamivir. El sitio activo de la enzima NA debe sufrir un cambio 

conformacional para crear la hendidura para el oseltamivir pero no para acomodar el zanamivir (panel A). Las 

mutaciones R292K, N294S y H274Y previenen la formación de esta hendidura y por lo tanto la unión del 

oseltamivir (panel B). Estos mutantes pueden unirse al ácido siálico y al zanamivir. En el panel C se muestra la 

hendidura donde se une el oseltamivir. Esta hendidura se crea cuando el residuo E276 rota y se une al residuo 

R224, eventos que son impedidos por la presencia de las mutaciones R292K, N294S , H274Y y E119V, y que 

por lo tanto resultan en la resistencia al oseltamivir. (Extraído y adaptado de Moscona, 2009). 
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1.11.1.3. Nuevos antivirales 

Nuevos agentes antivirales son necesarios para el tratamiento de la influenza de modo de 

resolver las limitaciones de los actuales antivirales que se usan en ciertas áreas críticas: altas 

frecuencias de resistencia para inhibidores de M2, frecuencias variables de resistencia a 

oseltamivir entre cepas A/H1N1, eficacias limitadas en los tratamientos y falta de agentes 

parenterales para pacientes seriamente enfermos. Por esto,  avances en el entendimiento de los 

mecanismos involucrados en la replicación viral han revelado múltiples blancos que están 

siendo estudiados activamente para la búsqueda de nuevos antivirales.  

 

Inhibidores de neuraminidasa parenterales 

Los actuales antivirales se administran vía oral o inhalatoria. Estas rutas no proveen una 

confiable y rápida llegada de la droga al lugar de interés en pacientes gravemente enfermos. 

La administración parenteral del oseltamivir  genera altas concentraciones en sangre de 

manera de aumentar las probabilidades de localizar la droga en el sitio de intéres, 

especialmente con neumonía o infección extrapulmonar (Taylor y cols, 2008).  El zanamivir, 

el cual tiene una pobre biodisponibilidad (2%), se está comenzando a evaluar por vía 

intravenosa y actualmente se encuentra en ensayos fase 2 a (Caas y cols, 1999). En 

voluntarios que recibieron 600 mg de la droga vía intravenosa, 2 veces por día durante 5 días 

mostró alta protección frente a la infección. 

 

Inhibidores de neuraminidasa de larga duración 

Biota Holdings de Australia y Sankyo Pharmaceuticals de Japón están co-desarrollando un 

nuevo INA de larga duración por vía inhalatoria. Hasta el momento CS-8958 muestra una 

buena actividad de el modelo murino para el tratamiento de la influenza con una única dosis 

semanal (MacDonald y cols, 2004). Esta droga que actualemente esta en fase 2 de 

experimentación, estaría mostrando que una única dosis sería tan efectiva como el tratamiento 

durante 5 días con oseltamivir para el tratamiento de una infección sin complicaciones (Biota 

Holdings, 2008). 
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Inhibidores de la polimerasa 

T-705 (Toyama Chemical) no sólo es activo contra los 3 tipos de influenza (A, B y C) sino 

que también protege contra otras virus ARN, incluyendo algunos virus hemorrágicos (Furuta 

y cols, 2005). T-705 sufre ribosilación y fosforilación y entonces funciona como un 

nucleósido. Su mecanismo de acción primario es la inhibición de la ARN polimerasa viral. Es 

una droga que está en fase 2 de experimentación desde 2007-2008 y ha demostrado menores 

efectos adversos respecto a otros antivirales. 

 

Combinación de terapias 

La terapia combinada no es algo nuevo en el tratamiento para la influenza. En realidad, fue 

inicialmente probado en ensayos pre-clínicos años antes de que fuera el tratamiento a utilizar 

en el manejo de las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Terapias 

en las que se utiliza inhibidores de M2 junto a INAs es una opción importante en pacientes 

muy graves y fue una alternativa sugerida recientemente por la OMS (WHO, 2007). 

 

 

1.11.2. Vacunas 

 

La forma más efectiva de reducir la morbilidad y mortalidad del virus de la Influenza es 

mediante la vacunación anual de personas con alto riesgo de complicaciones asociadas al 

virus. A diferencia de algunas enfermedades prevenibles con vacuna, la naturaleza cambiante 

del virus de la Influenza, endemicidad mundial de los virus y persistencia de sus reservorios 

animales, convierten a la gripe en un blanco inapropiado de erradicación. Sin embargo, por 

más de 50 años han estado disponibles las vacunas contra la enfermedad y la existencia de 

una red de vigilancia epidemiológica mundial asegura la eficacia de los programas de 

vacunación. Cada año la OMS dedica recursos significativos para mantener la vigilancia 

mundial sobre cepas dominantes del virus de la influenza en los hemisferios norte y sur. 
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1.11.2.1. Eficacia de las vacunas 

 

La eficacia de cualquier vacuna contra el virus de la influenza depende de cuan estrechamente 

se igualen las cepas de la vacuna con las cepas en circulación. Debido a que los principales 

tipos de virus en circulación en todo el mundo incluyen un tipo A/H1N1, un A/H3N2 y un 

tipo B, las vacunas se formulan para incluir un subtipo de cada tipo con características 

antigénicas similares a las cepas prevalentes en circulación, basado en recomendaciones 

hechas por la OMS. El sistema de vigilancia epidemiológica realiza una vigilancia continua 

para variantes que emergen, entonces emite recomendaciones a los fabricantes en el mes de 

febrero para la formulación de la vacuna para la temporada de gripe en el hemisferio norte, y 

a partir de 1988, en septiembre para la siguiente temporada en el hemisferio sur. 

La vacunación contra el virus de la influenza evitaría hasta un 75% de las hospitalizaciones 

por complicaciones asociadas a la enfermedad (Shay, 2008). Las vacunas actuales son 

altamente efectivas en niños y adultos (70 a 90%). El grupo más vulnerable al virus de la 

influenza, los adultos mayores, es el menos afectado por la vacuna, con una eficacia promedio 

del 30 a 50% a los 65 años, y de 15 a 30 % en mayores de 70 años (Nichol y cols, 2007). 

Múltiples razones pueden hacer declinar la efectividad de la vacuna siendo la más común la 

disminución de las funciones inmunológicas y la fragilidad asociada a la edad (Simonsen y 

cols, 2007). Sin embargo la vacunación en personas mayores de 65 años reduce la mortalidad 

causada por complicaciones asociadas al virus  en un 50% (Hak y cols, 2005). 

La contradicción aparente entre vacunas con alta eficacia, pero baja efectividad reflejaría la 

dificultad en el diagnóstico del virus bajo condiciones clínicas y por el gran número de cepas 

que circulan en la población.  Al contrario, durante una pandemia, donde una única cepa es la 

responsable de la enfermedad, una vacuna efectiva podría disminuir el número de casos y ser 

altamente efectiva para controlar la epidemia. Sin embargo, tal vacuna necesitaría ser 

producida y distribuida rápidamente para tener su máximo efecto (Simonsen, 2007). 
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1.11.2.2. Tipos de vacunas 

 

Existen  dos aproximaciones clásicas para las vacunas antigripales: las vacunas de virus 

inactivados y las de virus atenuados. Las vacunas actualmente comercializadas son vacunas 

predominantemente inactivadas las cuales se pueden clasificar en tres categorías en función 

de su composición antigénica (Heilman C, 1990; Kilbourne E, 1998; Ruben F,1990).  

 

Vacunas de virión completo, inactivado:  

* contienen partículas de virus completo de la gripe, inactivado pero con todas las 

proteínas, lípidos, antígenos (glicoproteínas) y ácido nucleico del virus  

* se producen por inoculación de huevos de gallinas fecundados, con virus de la 

Influenza después de un periodo de incubación de 2-3 días, las partículas se extraen, 

purifican e inactivan.  

Las primeras vacunas producidas de esta manera fueron eficaces para prevenir la gripe, 

pero a menudo eran altamente reactogénicas. Hoy en día, los métodos de purificación 

utilizados producen vacunas que contienen niveles bajos de proteína contaminante de los 

huevos utilizados durante su producción. Cuando se utilizan en adultos, muestran una 

inmunogenicidad satisfactoria y reactogenicidad aceptable. Sin embargo, no es 

conveniente su uso en niños debido a una incidencia elevada de reacciones adversas. 

Tras la vacunación con virus inactivados se produce una respuesta humoral frente a los 

antígenos de superficie, similar a lo que ocurre tras una infección natural. Las 

seroconversiones que se obtienen tienen una amplitud e importancia variable en función 

de la edad, función inmune de la persona, enfermedades crónicas subyacentes y, 

asimismo, de las cepas implicadas. La respuesta en este caso es fundamentalmente de tipo 

sérico con escasa o nula producción de anticuerpos locales de tipo secretorio y escasa 

respuesta celular. 
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Vacunas de partículas fragmentadas :  

* contienen antígenos de superficie HA y NA, así como otros antígenos  

* se producen al tratar partículas purificadas de virus completo con detergentes y 

disolventes orgánicos para eliminar los lípidos virales. Esto rompe la cubierta viral 

para dar una mezcla de componentes de proteína viral altamente inmunogénica.  

Las vacunas de partículas fragmentadas  fueron aprobadas en 1968 y tienen un buen perfil de 

tolerabilidad y pueden utilizarse en niños, adultos y personas de edad avanzada. 

 

Vacunas de subunidades, o antígeno de superficie:  

• contienen sólo antígenos HA y NA, si están adecuadamente purificados. 

Al igual que las vacunas fragmentadas, las vacunas de subunidades son menos 

reactogénicas que las vacunas de virus completo, inactivado debido a que se 

someten a mejores procedimientos de purificación. 

• La investigación de nuevas vacunas es especialmente importante, ya que las 

actuales son lentas y caras de producir y deben ser reformuladas cada año.  

El otro grupo conceptualmente diferente de vacunas lo constituyen las vacunas fabricadas con 

virus activos atenuados. Los mecanismos de atenuación responden a dos planteamientos 

básicos: la selección de cepas mutantes termosensibles, incapaces de replicarse a temperaturas 

superiores a 25-28 ºC, y la obtención de cepas de virus recombinantes adaptadas al frío que 

poseen, además, los genes que codifican los antígenos de superficie HA y NA. 

Hace pocos años se ha prestado especial interés en la formulación de nuevas vacunas 

denominadas de cuarta y quinta generación. Unas son las vacunas con adyuvantes y otras las 

vacunas virosomales. Estas dos aproximaciones diferentes comparten similares objetivos para 

mejorar la respuesta protectora en población anciana.  

La investigación de nuevas vacunas es especialmente importante, ya que las actuales son 

lentas y caras de producir y deben ser reformuladas cada año. La secuenciación del genoma 

del virus de la influenza y el uso de la tecnología de recombinación genética pueden acelerar 

la aparición de la siguiente generación de cepas vacunales, permitiendo a los científicos 

colocar nuevos antígenos en cepas de vacunas previamente desarrolladas (Subbarao y col, 

2007). Nuevas tecnologías están siendo también desarrolladas para permitir el crecimiento de 
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virus directamente en cultivos celulares, mejorando las vacunas y disminuyendo los costos 

(Bardiya y col, 2005).    La búsqueda de una vacuna universal para el tipo A, dirigida contra la 

superficie externa de la proteína transmembrana M2 (M2e), está siendo llevada a cabo en la 

Universidad de Gante por Walter Fiers y su equipo (Fiers y cols, 2004)   y ha concluido con 

éxito la Fase I para ensayos clínicos. 
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1.12.  SISTEMAS DE VIGILANCIA PARA VIRUS INFLUENZA 

 

La importancia de la gripe como problema de salud pública reside tanto en la elevada 

morbilidad que origina en las poblaciones, provocando que un importante volumen de 

personas se vean afectadas por esta enfermedad en cortos períodos de tiempo, como en la 

mortalidad que puede ocasionar, tanto de forma directa como por agravamiento de otras 

enfermedades de base, sobre todo de naturaleza crónica cardio respiratoria en grupos 

denominados de riesgo. La gripe origina importantes costos sociales y sanitarios, unos 

derivados del absentismo laboral que provoca y otros debidos a los gastos que ocasiona su 

asistencia. 

Aunque el primer aislamiento de virus Influenza tuvo lugar en 1930 en cerdos y hasta 1933 no 

se aisló de humanos, la gripe ha sido reconocida desde hace muchos siglos como enfermedad 

con gran impacto en la población, y su monitorización se ha realizado en base a su cuadro 

clínico y a las características epidemiológicas. En la actualidad, la combinación del estudio 

virológico, mediante la detección especifica de los virus Influenza, y el estudio clínico-

epidemiológico configura la base de la vigilancia de la gripe. 

En 1947, la OMS estableció una red de vigilancia internacional de la gripe, que en la 

actualidad se asienta en el trabajo conjunto de cuatro Centros Colaboradores Internacionales 

(Tokio, Melbourne, Londres y Atlanta) y Centros Nacionales de Gripe, distribuídos en más de 

80 países.  

El intercambio de información y la ayuda entre los Centros Nacionales y los Colaboradores 

persigue varios fines: i) conocer cuáles son los virus gripales que están circulando, para 

realizar una correcta selección de las cepas que deben incorporarse a la vacuna de la siguiente 

temporada, dado que la eficacia de la vacunación dependerá en buena forma de la similitud 

entre la cepa vacunal y el virus circulante (Ansaldi y cols,2003; De Jong y cols, 2000).; ii) 

cuantificar la extensión de la epidemia de gripe y describir la distribución de los casos por 

edad, sexo, estado vacunal y otros datos de interés; iii) optimizar la efectividad de las medidas 

de prevención y control; iv) detectar en forma precoz la aparición de una nueva cepa 

pandémica. 

Los laboratorios de los Centros Nacionales realizan el aislamiento de los virus gripales 

circulantes así como, en aquellas redes que así lo establezcan, las determinaciones de 

anticuerpos pre y post vacunales frente a los virus de la vacuna recomendada por la OMS en 
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cada temporada. Dependiendo de la dotación tecnológica de que dispongan, y de acuerdo con 

las prioridades que cada país asigna a la política de vigilancia gripal, confirman o determinan 

el tipo o subtipo de los virus aislados, o desarrollan un análisis genético o antigénico más 

profundo. Los Centros Nacionales de Influenza remiten los virus, parcialmente caracterizados, 

a los Centros Internacionales Colaboradores de la OMS, para que éstos realicen el análisis 

genético y antigénico comparativo de las cepas recibidas de los distintos países. El monitoreo 

antigénico y las variaciones genéticas de los virus influenza circulantes es crítico para la 

selección de las cepas  vacunales  de cada año. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Los objetivos generales de este proyecto de doctorado se enfocaron en el estudio evolutivo de 

los virus de la influenza A que han circulado en los últimos años en Uruguay y su 

comparación con otras cepas de la región y con las cepas vacunales recomendadas para el 

hemisferio sur. 

 

Objetivos específicos 

 

1- Determinar el grado de variabilidad genética y antigénica del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H3N2 que han circulado en 1999-

2007 en la población uruguaya. 

 

2- Determinar el grado de variabilidad genética del gen de la hemaglutinina de los 

virus de la influenza A/H1N1 pdm que han circulado durante el año pandémico 

2009 en Uruguay y en la región. 

 
3- Investigar la presencia de cepas A/H1N1pdm resistentes a los antivirales. 

 

 

4- Determinar la evolución del tamaño efectivo de las poblaciones virales de virus 

de la influenza A/ H1N1pdm a lo largo del tiempo, mediante análisis de 

coalescencia para los genes de la hemaglutinina y neuraminidasa. 

  
 

 

5- Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur en el 

año 2009. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

 

3.1. Determinar el grado de variabilidad genética y antigénica del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H3N2 que han circulado en 

1999-2007 en la población uruguaya. 

 

3.1.1   Muestras clínicas 

 

Se estudiaron 11 hisopados nasales obtenidos durante las temporadas invernales 1999 

a 2007, en individuos con síntomas clínicos de Influenza, disponibles en el Centro Nacional 

de Referencia de Influenza, MSP, Montevideo, Uruguay. 

Los hisopados nasales fueron tomados en población adulta utilizando hisopos  culturette ® de 

acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se obtuvieron muestras de ambas fosas nasales. 

 

3.1.2 Inoculación y crecimiento del virus 

Las secreciones respiratorias fueron inoculadas sobre monocapas confluentes de 

células de riñón canino: MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells). 

Dichas monocapas fueron crecidas previamente en MEM de crecimiento constituído por: 

Medio Esencial Mínimo con sales de Earle (E-MEM) (Biowhittaker) conteniendo 10 % de 

suero fetal bovino (SFB), antibióticos (penicilina (300U/mL) y gentamicina (50 µg/mL)  y 

glutamina (30 mg/mL). Una vez crecida la monocapa, se lavó con MEM de mantenimiento 

constituido por: E-MEM con penicilina (300U/mL), gentamicina (50 µg/mL), glutamina (30 

mg/mL) y tripsina tratada con TPCK (tipo XIII de páncreas bovino) (4 µg/mL) (Sigma). 

Se inoculó 200 µl de la muestra clínica (procesada y mantenida como se menciona 

anteriormente). Se dejó adsorber durante 30 a 45 minutos a 37° C y posteriormente se agregó 

1 mL de MEM de mantenimiento, incubando los tubos en estufa roller a 33°C. Se realizó 

diariamente la observación microscópica de los cultivos inoculados y al detectar la aparición 
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de efecto citopático (ECP) o en caso negativo, luego de 7 días de incubación, se estudió la 

presencia de virus por hemoadsorción y hemoaglutinación.  

Para el ensayo de hemoadsorción,  se removió el sobrenadante guardándolo en criotubos con 

0,2 mL de Seroalbúmina Bovina (BSA) al 3 % a –70 ºC y se cubrió la  monocapa de células 

existente en cada tubo con 50 µl de glóbulos rojos de cobayo al 0,7 %. Posteriormente se 

observó al microscopio óptico.  

 

3.1.3 Titulación viral 

 

Para la titulación del virus de la influenza se realizó el ensayo de hemoaglutinación. 

Para ello se hicieron diluciones seriadas al medio del sobrenadante de la monocapa de células 

infectadas partiendo de 50 µl, con tampón fosfato salino (PBS), en una placa de 

microtitulación con pocillos en forma de ‘’V’’, dejando una columna control (sólo PBS). 

Luego se agregaron 50 µl de glóbulos rojos al 0,7 % a cada pocillo y se dejó incubar a 

temperatura ambiente hasta la decantación de los glóbulos rojos. A aquellas muestras que 

presentaban títulos  mayores o iguales a 16 UHA se les realizó la Inhibición de la 

Hemoaglutinación (IHA). A los cultivos que no presentaban el título suficiente para 

realizarles la IHA, se les realizó un segundo pasaje al día 7 con el fin de aumentar el título 

viral. 

 

3.1.4 Caracterización  de los aislamientos 

 

Para la caracterización antigénica de los aislamientos se realizó la subtipificación 

inicial de las hemaglutininas de Influenza A/H3  por la técnica de Inhibición de la 

hemoaglutinación (IHA) según el protocolo de OMS. Se utilizaron placas de micro titulación 

de 96 pocillos, glóbulos rojos de cobayo al 0,7 % en PBS, antígenos control, antisueros de 

referencia, control negativo de suero y PBS. Los antígenos y sueros de referencia fueron 

proporcionados por la OMS. 
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Las cepas caracterizadas fueron remitidas a la unidad de Influenza del CDC en Atlanta, para 

completar el estudio  antigénico con una mayor variedad de antisueros, así como para la 

realización de los análisis genéticos correspondientes. 

 

3.1.5 Detección de antígenos virales en muestras clínicas 

 

Para la detección rápida de antígenos se procedió a realizar la técnica de 

inmunofluorescencia.  Para dicho procedimiento diagnóstico se utilizan anticuerpos 

monoclonales específicos contra el virus de la influenza A (Chemicon International, Inc) 

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. 

El procedimiento técnico fue controlado con el uso de láminas positivas y negativas 

comerciales (Chemicon International, Inc).  

 

3.1.6 Extracción de ARN, amplificación para una región del gen HA subtipo 

H3N2 y secuenciación. 

La extracción de ARN total se realizó a partir de una alícuota de muestra clínica 

mediante el uso de Trizol (Gibco BRL) de acuerdo a las instrucciones suministradas por el 

fabricante. El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado usando 5 µl del extracto de 

ARN, 1 µl de oligonucleótidos hexaméricos al azar (pdN)6 de 50 ng (Amersham Pharmacia 

Biotech, NJ, USA) y 1 µl de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 10 mM (Invitrogen). La 

mezcla se incubó a 65 ºC durante 5 minutos en termociclador (Biometra). Posteriormente se 

enfrió en hielo, se centrifugó 10 segundos y se calentó a 25 ºC durante 10 minutos. Se 

agregaron 12 µl de una solución compuesta por 5 µl  de un tampón 5X (250 mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 375mM KCl, 15 mM MgCl2) (Invitrogen), 2 µl  de DTT 0,1 M (Invitrogen) y 6 µl 

de agua con RNAsin. Se calentó la mezcla a 37 ºC durante 2 minutos agregando 

posteriormente a cada muestra 1 µl  de la enzima transcriptasa reversa del virus de leucemia 

murino (MMLV) de 200 U/µl (Invitrogen). La mezcla de reacción se incubó a 37 ºC durante 

50 minutos y luego 15 minutos a 70 ºC. La reacción de transcripción reversa se controló con 

controles positivos (extractos de ácidos nucleicos de cepas stock)  y negativo (usando agua en 

lugar de ácido nucleico). 
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Se realizó  una múltiplex RT-PCR Nested adaptada (Ellis J. y cols., 1997; Stockton J. y cols., 

1998) para la subtipificación de la HA de Influenza tipo A/ H3 mediante la amplificación de 

una región del gen que codifica para la hemaglutinina del virus de la influenza de tipo A / H3. 

Se partió de 2 µl del producto de la retrotranscripción al que se le agregó la siguiente mezcla: 

5 µl de una solución tampón 10X (200mM Tris-HCl (pH 8.4), 500mM KCl) (Invitrogen), 1,5 

µl de MgCl2  50mM (Invitrogen), 1 µl de dNTPs 10 mM, 1 µl  de cada cebador  AH3 A y 

AH3 D”, cada uno con concentración de 5 pmoles ,  0,4 µl de enzima Taq polimerasa 5 U/µl 

(Invitrogen) y agua destilada estéril para un volumen final de 50 µl. La totalidad de la mezcla 

se calentó a 94 ºC durante 2 minutos y luego a 35 ciclos con una temperatura de 

desnaturalización de 94 ºC por 1 minuto, temperatura de fusión 52 ºC por 2 minutos y de 

extensión de 72 ºC por 1 minuto. Después de los 35 ciclos se mantiene a 72 ºC por 10 

minutos. 

Con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-PCR, se usaron 

cebadores Nested para un segundo paso de amplificación. A partir de 2 µl del producto de 

PCR  se le agregó la siguiente mezcla: 5 µl de una solución tampón 10X (200mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 500mM KCl) (Invitrogen), 1,5 µl de MgCl2 50mM (Invitrogen), 1 µl de dNTPs 10 

mM, 1 µl  de cada cebador  AH3B, AH3C” cada uno con concentración de 25 pmoles  (tabla 

1), 0,4 µl de enzima Taq polimerasa 5 U/µl (Invitrogen) y agua destilada estéril para un 

volumen final de 50 µl. La totalidad de la mezcla se calentó a 94 ºC durante 2 minutos y luego 

a 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94 ºC por 1 minuto, hibridación a  60 

ºC por 2 minutos y de extensión a 72 ºC por 1 minuto. Después de los 35 ciclos se mantiene a 

72 ºC por 10 minutos. 

Se realizó la separación electroforética de los productos de la amplificación (10 µl) en gel de 

agarosa al 1,2% conteniendo Bromuro de Etidio (1µl/mL) en una solución tampón TBE 1X 

(0,0089 M Tris borato, 0,002M EDTA, pH 8.0). Se incluyó como marcador de peso molecular 

un ADN de 100 pares de bases (Gibco BRL). La visualización de las bandas se realizó con luz 

UV a través de un transiluminador (Pharmacia Biotech).  

Los productos amplificados fueron purificados mediante el uso  del QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y fueron secuenciados con Big Dye 

DNA sequencing kit (Perkin Elmer) y analizadas con un secuenciador automático ABI Prism 

373 (Perkin Elmer).  
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Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificación del gen HA del virus de la influenza A/H3. 

 

Nombre oligonucleótido Secuencia  Tamaño amplicón(pb) 

PCR      AH3A 5’CAGATTGAAGTGACTAATGC3’ 883 

   AH3D’’ 5’GTTTCTCTGGTACATTCCGC3’  

Nested  AH3B 5’AGCAAAGCTTTCAGCAACTG3’ 591 

 AH3C’’ 5’GCTTCCATTTGGAGTGATGC3’  

          pb pares de bases 

 

3.1.7 Análisis filogenéticos 

Las secuencias  obtenidas se alinearon con otras secuencias de la región obtenidas de 

la base de datos de Los Alamos (www.flulanl.gov).  Para el alineamiento se utilizó el 

programa CLUSTAL W (Thompson y cols, 1994). 

Una vez alineadas las secuencias, se usó el programa Modelgenerator (Keane y cols, 2006) 

para identificar el modelo evolutivo óptimo que mejor describe nuestros datos de secuencias 

tomando en cuenta los resultados obtenidos. El modelo elegido fue GTR (General Time 

Reversible)  (Guindon y cols, 2005).  

Una vez determinado el modelo, se construyó un árbol filogenético de máxima verosimilitud  

utilizando el programa PhyML (Guindon y cols, 2005). Como medida de la robustez de cada 

rama de los árboles filogenéticos utilizamos un ensayo de probabilidad aproximado (aLRT), 

que demuestra que la rama estudiada tiene una probabilidad significativa contra la hipótesis 

nula que involucra colapsar esa rama del árbol dejando el resto de la topología del árbol 

idéntica (Anisimova & Gascuel, 2006). El valor de aLRT fue calculado usando el 

procedimiento SH (Shimodaira-Hasewaga, 2001). 

 

3.1.8 Investigar la presencia de cepas A/H3N2 en la región, resistentes a los 

antivirales. 
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Una vez alineadas las secuencias nucleotídicas se tradujeron a secuencias 

aminoacídicas mediante el uso del programa MEGA 3.0 (Kumar y cols, 2004) con el fin de 

observar si existen sustituciones de aminoácidos que correspondan a cepas resistentes a los 

antivirales. 

3.2 Determinar el grado de variabilidad genética del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H1N1 pdm que han 

circulado durante el año pandémico 2009 en Uruguay y en la región. 

 

3.2.1 Muestras clínicas 

Se estudiaron 13 hisopados nasales obtenidos durante los meses de Mayo a Agosto 

2009 de individuos con síntomas clínicos de Influenza, disponibles en el Centro Nacional de 

Referencia de Influenza, MSP, Montevideo, Uruguay. 

Los hisopados nasales fueron tomados en población con edades comprendidas entre los 3 y 

los 60 años, utilizando hisopos  culturette ® de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se 

obtuvieron muestras de ambas fosas nasales. 

 

3.2.2 PCR en tiempo real 

Con el fin de detectar las muestras positivas para A/H1N1pdm se realizó una PCR en 

tiempo real (rtRT-PCR) con un kit distribuído por el CDC de Atlanta, EEUU, de acuerdo a las 

instrucciones dadas por los proveedores 

(http://www.who.int/csr/resource/publications/swineflu/realtimepcr/en/index.html). 
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3.2.3 Diseño de cebadores 

Con la finalidad de tener las secuencias completas de los genes HA y NA, se diseñaron 

6 sets de cebadores subtipo específicos que amplifican HA y NA del subtipo A/H1N1 pdm 

(tabla). Cada set de cebadores se usó a una concentración de 10 pmol/µl.  

 

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificación de los genes HA y NA del virus de la influenza A/H1N1 

pdm. 

 

Gen Nombre cebador Secuencia  Tamaño amplicón 

(pb) 

HA F25 5’CTATATACATTTGCAACCGC3’ 1650 

 R1675 5’CATATTCTACACTGTAGAGA3’  

 F125 5’CAGTAACACACTCTGTTAAC3’ 1434 

 R1559  5’CCTTGTTGATTCCAGCTTTC3’  

 F616 5’CAAAGTCTCTATCAGAATGC3’ 431 

 R1047 5’CTTCAATGAAACCGGCAATG3’  

NA F20 5’TAATAACCATTGGTTCGGTC3’ 1364 

 R1384 5’TCAATGGTAAATGGCAACTC3’  

 F108 5’CTCAATTCAACTTGGGAATC3’ 1129 

 R1237 5’CTTATACAATCCAGCCCTGT3’  

 F517 5’AGATTTGAGTCAGTCGCTTG3’ 401 

 R918 5’GATATTCCAGATTCTGGTTG3’  

    HA= hemaglutinina, NA= neuraminidasa, pb= pares de bases 

 

3.2.4 Extracción de ARN, amplificación y secuenciación. 

El ARN se obtuvo a partir de 140 µl de muestra clínica mediante el uso del kit QIAmp 

Viral RNA minikit (QUIAGEN, Germany) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. A 

partir de 5 µl de ARN, se realizó una RT-PCR en un paso usando como enzima SuperScript 

One-step RT-PCR with platinum Taq (Invitrogen). Para amplificar los genes HA y NA, se 
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agregaron 5 µl de ARN a una mezcla con un volumen final de 50 µl conteniendo 25 µl de una 

solución tampón 2X, 1 µl de enzima Superscript (Invitrogen), 1 µl de cada cebador (F25 , 

R1675 para gen HA y F20, R1384 para gen NA) y 17 µl de agua destilada estéril. La totalidad 

de la mezcla se calentó a 94 ºC durante 2 minutos y luego a 30 ciclos con una temperatura de 

desnaturalización de 94 ºC por 1 minuto, hibridación a  51 ºC por 1 minuto y de extensión a 

72 ºC por 2 minutos. Después de los 30 ciclos se mantiene a 72 ºC por 5 minutos. 

Con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-PCR, se usaron 

cebadores Nested para un segundo paso de amplificación. A partir de 1 µl del producto de 

PCR  se le agregó la siguiente mezcla: 5 µl de una solución tampón 10X (200mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 500mM KCl) (Invitrogen), 1,5 µl de MgCl2 50mM (Invitrogen), 1 µl de dNTPs 10 

mM, 1 µl  de cada cebador  (F125, R1559 para gen HA y F108, R1237 para gen NA) 0,4 µl de 

enzima Taq polimerasa 5 U/µl (Invitrogen) y agua destilada estéril para un volumen final de 

50 µl. La totalidad de la mezcla se calentó a 94 ºC durante 2 minutos y luego a 30 ciclos con 

una temperatura de desnaturalización de 94 ºC por 1 minuto, hibridación a  52 ºC por 1 

minuto y de extensión a 72 ºC por 2 minutos. Después de los 30 ciclos se mantiene a 72 ºC 

por 5 minutos. 

Se realizó la separación electroforética de los productos de la amplificación (10 µl) en gel de 

agarosa al 1,2% conteniendo Bromuro de  Etidio (1µl/mL) en una solución tampón TBE 1X 

(0,0089 M Tris borato, 0,002M EDTA, pH 8.0). Se incluyó como marcador de peso molecular 

un ADN de 100 pares de bases (Gibco BRL). La visualización de las bandas se realizó con luz 

UV a través de un transiluminador (Pharmacia Biotech).  

Los productos amplificados fueron purificados mediante el uso del QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y fueron secuenciados con Big Dye 

DNA sequencing kit (Perkin Elmer) y analizadas con un secuenciador automático 3730 XL 

(Perkin Elmer).  

 

3.2.5 Análisis Filogenéticos 

 

Las secuencias del gen HA obtenidas se alinearon con otras secuencias de la región 

obtenidas de la base de datos de Los Alamos (www.flulanl.gov).  Para ello se utilizó el 

programa MUSCLE (Edgar, 2004). 
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Una vez alineadas las secuencias se utilizó el programa FINDMODEL (Posada y col, 2001) 

para identificar el modelo evolutivo que mejor se adapta a nuestros datos de secuencias. El 

modelo elegido fue HKY + I. Posteriormente se construyó un árbol de máxima verosimilitud 

utilizando el programa PhyML (Guindon y cols, 2005). Como medida de robustez  de cada 

nodo, se utilizó un ensayo de probabilidad aproximado (aLRT), que demuestra que la rama 

estudiada tiene una probabilidad significativa contra la hipótesis nula que involucra colapsar 

esa rama del árbol dejando el resto de la topología del árbol idéntica (Anisimova & Gascuel, 

2006). El valor de aLRT fue calculado usando el procedimiento SH (Shimodaira-Hasewaga, 

2001). 

 

3.2.6 Mapeo de sustituciones de aminoácidos en la estructura tridimensional del 

gen de la hemaglutinina. 

Recientemente se ha determinado la estructura cristalográfica de la proteína HA de la 

cepa A/California/04/2009 H1N1pdm. Esta estructura se encuentra depositada en el banco de 

datos de proteínas (PDB, acceso 3LZG). Con el fin de mapear las sustituciones de 

aminoácidos en el gen HA de las cepas que circulan en  Uruguay y la región se importaron los 

datos de PDB con el programa PDB Protein Workshop 3.6 (Moreland y cols, 2005). 

 

 

3.2.7 Ensayos de detección de recombinantes 

Las secuencias alineadas fueron testadas para observar si eventos de recombinación 

ocurrieron en alguna de dichas secuencias. Para ello se usaron dos aproximaciones 

implementadas en el programa SimPlot (Lole et al., 1999): 1) un análisis de intervalos de 

ventanas de distancias calculando índices de similaridad; 2) bootscanning (Salminen et al, 

1995). Los análisis realizados no mostraron eventos de recombinación entre las secuencias 

estudiadas. 
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3.3 Investigar la presencia de cepas A/H1N1pdm resistentes a los 

antivirales. 

Para observar si alguna de las cepas aisladas en Uruguay en el año 2009 era resistente 

al oseltamivir se realizó la técnica de pirosecuenciación. La misma fue llevada a cabo en el 

Health Protection Agency (HPA), en la ciudad de Londres, en el marco de un proyecto de 

implementación de una red de vigilancia virológica entre el Reino Unido y 6 laboratorios de 

Referencia de Influenza dependientes de la OMS de América del Sur, para el monitoreo de 

cepas de influenza pandémicas resistentes a drogas antivirales. 

Para el estudio se analizaron 96 muestras clínicas (de las cuales 21 son parte de las 

muestras analizadas para este trabajo de doctorado).  

 

3.3.1  Extracción de ARN, amplificación de una región del gen NA. 

El ARN se obtuvo a partir de 150 µl de muestra clínica mediante el uso del kit QIAmp 

Viral RNA minikit (QIAGEN, Germany) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. 

Para amplificar la región del gen NA que incluye la posición 275, se agregaron 2,5 µl de ARN 

a una mezcla con un volumen final de 50 µl conteniendo 10 µl de una solución tampón 5X 

(Qiagen), 2 µl de dNTPS, 2 µl de Qiagen One-Step enzyme mix (Qiagen), 3 µl de cada 

cebador 10 µM (ver tabla 6) y 27,5 µl de agua destilada estéril. La totalidad de la mezcla se 

incubó a 50 ºC durante 30 minutos, luego a 95 ºC por 15 minutos y luego a 40 ciclos con una 

temperatura de desnaturalización de 94 ºC por 30 segundos, hibridación a  62 ºC por 30 

segundos y de extensión a 72 ºC por 1 minuto. Después de los 40 ciclos se mantiene a 72 ºC 

por 10 minutos. 
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Tabla 6. Cebadores  usados para la amplificación y pirosecuenciación de una región del 

gen NA. 

Nombre Secuencia  

PanSwH1N1 275F 5’GGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGA3’ (5’biotinilado) 

PanSwH1N1 275R 5’TAGACGATACTGGACCACAACTG3’ 

PanSwH1N1 275R 

secuenciador  

5’CAGGAGCATTCCTCA3’ 

       

 

 

3.3.2  Técnica de pirosecuenciación. 

El ensayo de pirosecuenciación se llevó a cabo de acuerdo a como lo describen Bright y 

colaboradores, (Bright y cols, 2006), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante 

(Qiagen, Alemania). Brevemente, 20 µl del producto de PCR biotinilado se une con 200 µg 

de esferas de estreptavidina (Amersham Biosciences), agitando a temperatura ambiente 

durante 5-10 minutos. Mediante una serie de lavados con etanol, NaOH y solución tampón 1X 

se lava el templado de simple hebra, para posteriormente hibridizar con el cebador a usar en la 

secuenciación (tabla 6). La reacción de pirosecuenciación fue llevado a cabo en un PyroMark 

ID (Qiagen, Alemania). 
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3.4 Determinar la evolución del tamaño efectivo de las poblaciones virales 

de A/H1N1pdm a lo largo del tiempo, mediante análisis de coalescencia  

para los genes de la hemaglutinina y neuraminidasa. 

 

3.4.1 Muestras clínicas 

Se estudiaron 35 hisopados nasales obtenidos durante los meses de Mayo a Agosto 

2009 de individuos con síntomas clínicos de Influenza, disponibles en el Centro Nacional de 

Referencia de Influenza, MSP, Montevideo, Uruguay. 

Los hisopados nasales fueron tomados en población con edades comprendidas entre los 3 y 

los 60 años, utilizando hisopos  culturette ® de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se 

obtuvieron muestras de ambas fosas nasales. 

 

 

3.4.2 Dinámica de poblaciones de virus de la influenza A/H1N1pdm 

Para determinar tanto las tasas de sustitución en poblaciones del virus, así como la 

dinámica de poblaciones de las cepas que han circulado en Uruguay utilizamos un modelo 

Bayesiano de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) tal como está implementado en el 

programa BEAST (Drummond et al., 2005). Es un modelo matemático de sistemas 

estocásticos donde los estados dependen de probabilidades de transición. El procedimiento 

consiste en generar cadenas estacionarias de Markov tal es que las transiciones sean entre los 

posibles valores del (los) parámetro(s) de interés, con los que se obtiene su distribución, a 

partir de la cual se hallan estadísticos informativos sobre los parámetros. Provee de una 

estimación que abarca varios parámetros a considerar en un proceso de sustitución que 

incluyen las tasas generales de evolución molecular y los tiempos (escala que se informa en 

días) de todos los nodos del árbol filogenético que crea. Los métodos bayesianos que usan un 

reloj molecular relajado, usan modelos evolutivos flexibles que infieren en el tiempo de los 

eventos de evolución, de manera que las tasas evolutivas pueden variar entre las ramas de un 

árbol filogenético. Dentro del MCMC utilizamos diversos modelos tales como: modelo de 

población constante, crecimiento exponencial de la población, modelo logístico y “Skyline” 

Bayesiano. Para el estudio de los virus de la influenza, el ancestro más reciente en el tiempo 
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(TMRCA) provee de una estimación de cuando los genes del virus emergieron en un 

determinado hospedador. Con las secuencias obtenidas estimamos la historia evolutiva para 

investigar la posible fecha de introducción del ancestro más reciente para los genes HA y NA 

de los virus A/H1N1 pdm que circularon en nuestra región. Los resultados obtenidos fueron 

examinados con el programa TRACER (Drummond y cols, 2006). Los árboles de máxima 

verosimilitud se construyeron y se visualizaron usando los programas Tree Anotator y 

FigTree v1.2.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/). 
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3.5  Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur 

en el año 2009. 

 

3.5.1 Cálculo de la distancia antigénica 

 

La distancia antigénica entre la cepa vacunal y las cepas que conforman el grupo en el 

cual se encuentran las cepas de Uruguay y la región fue calculada usando el método de p-

epitope (Deem y col, 2009). En este método, la distancia antigénica entre dos cepas es 

calculada de la secuencia aminoacídica en los cinco epítopes de la proteína HA. Para cada 

epítope, el valor P está definido como la proporción de diferencias aminoacídicas entre dos 

cepas. El mayor valor P está definido como p-epítope, y el correspondiente epítope es 

definido como el epítope dominante (Deem y col, 2009; Zhou y cols, 2009). Los residuos 

aminoacídicos se definen de acuerdo a la tabla de Zhou y colaboradores (Zhou y cols, 2009). 

Los valores P fueron determinados usando el programa MEGA 4 (Tamura y cols, 2007). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Determinar el grado de variabilidad genética y antigénica del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H3N2 que han circulado en 

1999-2007 en la población uruguaya. 

 

 4.1.1 Variabilidad genética cepas A/H3N2 aisladas en la región 

Con el fin de estudiar las relaciones genéticas entre las cepas del virus de la influenza 

A/H3N2 aisladas en la región y las cepas vacunales incluídas en las vacunas de las 

temporadas 1999 a 2007 para el hemisferio sur, las secuencias del gen HA de las muestras de 

Uruguay se alinearon con 68 secuencias correspondientes a cepas A/H3N2 aisladas en otras 

partes de la región y con las 9 cepas vacunales para los años estudiados.  

Los resultados obtenidos se observan en la figura 17. Todas las cepas de influenza 

A/H3N2 incluídas en el estudio se agruparon en diferentes clados, todos ellos con altos 

valores de aLRT que confirman los resultados. Se puede observar que diferentes linajes 

genéticos co-circulan en una temporada en especial en un país en particular, como lo ocurrido 

en Brasil en el año 2000 (figura 17 abajo). También se puede observar co-circulación en otras 

partes de la región, como en la temporada 2001, en donde dos linajes genéticos diferentes se 

pueden observar: uno circuló en Brasil, mientras otro circuló en Argentina, Chile y Brasil 

(figura 17 arriba y abajo).  Las mismas observaciones se pueden ver para la temporada 2004, 

en donde al menos dos linajes genéticos diferentes circularon: uno en Brasil y Ecuador y otro 

en Brasil y Uruguay (figura 17 arriba). Interesantemente, la co-circulación de diferentes 

linajes genéticos en América del Sur no solo se observa en países grandes, como Brasil, 

también puede observarse en países pequeños como Uruguay, en donde se puede ver co-

circulación de linajes en la temporada 2005 (figura 17 medio). 

Con respecto a las cepas vacunales de las temporadas 1999 a 2007 recomendadas para 

el hemisferio sur, se puede observar que sólo la cepa vacunal correspondiente a la temporada 

2007 se agrupa en el mismo grupo de cepas aisladas en la región en ese año (figura 17).  
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 A/Santa Catarina/339/2002           (Brazil, 2002) 
 A/Santa Catarina/311/2002           (Brazil, 2002) 
 A/Rio de Janeiro/533/2001            (Brazil, 2001) 
 A/Rio de Janeiro/478/2001            (Brazil, 2001) 

 A/Neuquen/1038228/2001        (Argentina, 2001) 
 A/Neuquen/2260/2001                  (Argentina, 2001) 
A/Rio Grande do Sul/523/2001      (Brazil, 2001) 
 A/Rio Grande  do Sul/205/2002  (Brazil, 2002) 
 A/Espirito Santo/88/2002             (Brazil, 2002) 
A/Rio de Janeiro/565/2001            (Brazil, 2001) 
 A/Rio de Janeiro/580/2001           (Brazil, 2001) 
 A/Espirito Santo/452/2001            (Brazil, 2001) 
 A/Buenos Aires/722/2001            (Argentina, 2001) 
 A/Chile/6416/2001                      (Chile, 2001) 
 A/Chaco/R538/2001                    (Argentina, 2001) 

 A/Uruguay/11/2003              (Uruguay, 2003)
A/Santa Catarina/327/2002   (Brazil, 2002) 
 A/Rio de Janeiro/346/2003      (Brazil, 2003)

 A/Parana/306/2004                  (Brazil, 2004) 
 A/Parana/308/2004                   (Brazil, 2004) 
 A/Parana/312/2004                   (Brazil, 2004) 
 A/Ecuador/1968/2004                (Ecuador, 2004) 
 A/Rio Grande do Sul/212/2004 (Brazil, 2004) 

 A/Parana/298/2004                      (Brazil, 2004) 
 A/Rio Grande do Sul/417/2004  (Brazil, 2004) 
 A/Rio Grande do Sul/411/2004  (Brazil, 2004) 
 A/Rio de Janeiro/26/2004           (Brazil, 2004) 
 A/Parana/291/2004                      (Brazil, 2004)
 A/Parana/310/2004                     (Brazil, 2004)
 A/Uruguay/1/2004                 (Uruguay, 2004) 
 A/Minas Gerais/160/2004      (Brazil, 2004) 
 A/Minas Gerais/160/2004     (Brazil, 2004) 
 A/Peru/166/2005                     (Peru, 2005) 
 A/Wellington/1/2004 (vaccine  2005) 
 A/Santa Catarina/379/2004         (Brazil, 2004) 
 A/Minas Gerais/156/2004            (Brazil, 2004) 
 A/Minas Gerais/154/2004            (Brazil, 2004)
 A/Rio de Janeiro/17/2004           (Brazil, 2004)
 A/Rio Grande do Sul/406/2004  (Brazil, 2004) 
 A/Santa Catarina/380/2004         (Brazil, 2004) 
 A/Uruguay/4/2005 (Uruguay, 2005) 

 A/New York/55/2004 (vaccine 2006) 
 A/Uruguay/3/2005 (Uruguay, 2005) 

 A/Uruguay/2/2005             (Uruguay, 2005)●
 A/Uruguay/5/2007          (Uruguay, 2007)●
 A/Uruguay/4/2007          (Uruguay, 2007)●
 A/Uruguay/1/2007           (Uruguay, 2007)●
 A/Uruguay/10/2007         (Uruguay, 2007)●

 A/Uruguay/716/2007    (Uruguay, 2007) (vaccine 2008-2009)● 
 A/Brisbane/10/2007 (vaccine 2008-2009)●      

 A/Uruguay/7/2007           (Uruguay, 2007)●
 A/Wisconsin/67/2005 (vaccine 2007)�
 A/Hiroshima/52/2005 (vaccine 2007)�

 A/California/7/2004 (vaccine 2006) 
 A/Rio de Janeiro/98/2003  (Brazil, 2003) 
 A/Rio de Janeiro/99/2003   (Brazil, 2003) 
 A/Rio de Janeiro/107/2003 (Brazil, 2003) 
 A/Fujian/411/2002 (vaccine  2004) 
 A/Kumamoto/102/2002 (vaccine 2004) 

 A/Rio de Janeiro/57/1999           (Brazil, 1999) 
 A/Espirito Santo/33/1999            (Brazil, 1999) 
 A/Rio Grande do Sul/25/1999    (Brazil, 1999) 
 A/Rio Grande do Sul/21/1999    (Brazil, 1999) 
 A/Espirito Santo/3/1999              (Brazil, 1999) 
 A/Espirito Santo/14/1999            (Brazil, 1999) 
 A/Neuquen/1016002/2001        (Argentina, 1999) 

 A/Cordoba/1007333/2001           (Argentina, 2001) 
 A/Panama/2007/1999 (Vaccine 2001, 2002, 2003)
 A/Chaco/140/1999                        (Argentina, 1999) 

 A/Buenos Aires/M14/1999        (Argentina, 1999) 
 A/Mar del Plata/267/1999            (Argentina, 1999) 
 A/Rio de Janeiro/471/2001         (Brazil, 2001) 
 A/Rio de Janeiro/470/2001        (Brazil, 2001) 
 A/Rio de Janeiro/465/2001         (Brazil, 2001) 

 A/Rio de Janeiro/310/2001            (Brazil, 2001) 
 A/Espirito Santo/128/2000             (Brazil, 2001) 
 A/Rio de Janeiro/28/2000            (Brazil, 2000) 
 A/Espirito Santo/454/2001            (Brazil, 2001) 
 A/Buenos Aires/M6/1999              (Argentina, 1999) 
 A/Rio de Janeiro/172/2000          (Brazil, 2000) 

 A/Brazil/003/2000                          (Brazil, 2000) 
 A/Brazil/024/2000                          (Brazil, 2000) 
 A/Brazil/125/2001                        (Brazil, 2001) 

 A/Moscow/10/1999 (vaccine 2000, 2001, 2002, 2003) 
 A/Sydney/5/1997 (vaccine 1999) 

 A/Brazil/011/2000 (Brazil, 2000) 
 A/Brazil/013/2000 (Brazil, 2000)

 A/Brazil/006/2000 (Brazil, 2000) 
 A/Brazil/010/2000 (Brazil, 2000) 
 A/Brazil/008/2000 (Brazil, 2000) 
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Figura 17. Análisis filogenético del gen de la hemaglutinina de los virus A/H3N2 que circularon en 

América del Sur entre 1999-2007. Se muestra un árbol de máxima verosimilitud sin raíz aplicando el modelo 

GTR. Las cepas en el árbol se muestran con sus nombres, las cuales también muestran la ubicación geográfica y 

año de aislamiento. El país de procedencia y año de aislamiento se indica a la derecha de cada nombre entre 

paréntesis. Las cepas vacunales se muestran en itálica. 

 

4.1.2  Determinación del grupo antigénico de cepas A/H3N2 por aislamiento viral  

  

Con el fin de comprender las relaciones antigénicas entre las cepas Uruguayas y las de 

referencia aisladas en otras partes del mundo, se llevaron a cabo ensayos de Inhibición de la 

hemoaglutinación a las cepas de virus de la Influenza A/H3N2 aisladas en las temporadas 

invernales 2003-2007,  usando antisueros de referencia suministrados por la OMS.  

 

Tabla 7. Ensayos de IHA de cepas de Influenza A/H3N2  aisladas en Uruguay (2003-2007)*. 

    Antisueros de Referencia 

  SYD/5 MOS/10 PN/2007 KO/770 WY/03 CA/7 NY/55 WI/67 BRIS/10 
A/SYDNEY/05/97 320 80 160 80  -  - - - - 

A/MOSCOW/10/99 160 320 320 160  - - - - - 
A/PANAMA/2007/99 320 320 640 320 320 - - - - 
A/KOREA/770/2002 40 80 80 640 640 - - - - 

A/WYOMING/03/2003 - - 640 1280 1280 320 80 - - 
A/CALIFORNIA/07/2004 - - - - 1280 1280 640 - - 
A/NEW YORK/55/2004 - - - - 640 1280 640 320 -  
A/WISCONSIN/67/05 - - - - - - 320 1280 -  
A/BRISBANE/10/07 - - - - - -  - 320 640 

A/URUGUAY/11/2003 320 320 1280 320 - - - - - 
A/URUGUAY/01/2004 - - 160 640 640  - - - - 
A/URUGUAY/02/2005 - - - - 640 1280 320 - - 
A/URUGUAY/03/2005 - - - - 160 640 640 - - 
A/URUGUAY/01/2007 - - - - - - 160 80 - 
A/URUGUAY/04/2007 - - - - - - 80 40 - 
A/URUGUAY/05/2007 - - - - - - 160 80 - 
A/URUGUAY/07/2007 - - - - - - 80 80 - 
A/URUGUAY/10/2007 - - - - - - -  320 640 

 

* Se muestran títulos de Inhibición de Hemaglutinación contra antisueros de referencia. Las columnas con un guión 
significan que no se realizó el ensayo para las mismas. Los virus de referencia y títulos homólogos se muestran en negrita. 
Los títulos de cepas de referencia fueron obtenidos del CDC, USA. 
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Como se puede observar en la tabla 7, no todas las muestras a las que se les realizaron 

los análisis filogenéticos se les realizaron los análisis antigénicos porque no se obtuvieron los 

títulos necesarios para la realización de la técnica de la IHA. La  única cepa Uruguaya aislada 

en el año 2003 fue antigénicamente similar a A/Panama/2007/1999 (cepa vacunal 2001, 2002 

y 2003).  La cepa aislada en el año 2004 posee una hemaglutinina antigénicamente similar a 

cepas A/Korea/770/2002 y A/Wyoming/03/2003, las cuales fueron cepas no utilizadas en las 

vacunas del hemisferio Sur (A/Fujian/411/2002 fue cepa vacunal 2004 para el hemisferio 

sur). Las cepas aisladas en el año 2005 son antigénicamente similares a A/California/07/2004 

(cepa vacunal 2006). Por último, las cepas aisladas en 2007 son antigénicamente similares a 

A/Brisbane/10/2007 (cepa vacunal 2008) y A/New York/55/2004 (cepa vacunal 2006). 

 

 

4.1.3 Investigar la presencia de cepas A/H3N2 en la región, resistentes a los antivirales. 

 

La investigación de la presencia de cepas de la influenza A/H3N2 resistentes a los 

adamantanos en América del Sur mostró que varias de las secuencias de aminoácidos del gen 

HA de cepas A/H3N2 de la región presentan características ya reportadas como cepas 

resistentes a adamandanos (Hata y cols, 2007). Los resultados de este estudio se observan en 

la tabla 8. Todas las cepas de Uruguay aisladas en la temporada 2007 poseen dos cambios en 

las secuencias de aminoácidos (S193F y  D225N) que presentan todas las cepas resistentes a 

los adamantanos (tabla 8). Una de las secuencias de Uruguay aisladas en 2005 también posee 

dichos cambios en el gen HA, no así el resto de las cepas aisladas en esa misma temporada en 

Uruguay y la región (ver figura 17 y tabla 8).  
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Tabla 8 . Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las cepas A/H3N2 aisladas en América del Sur. 

Se muestran las cepas por su nombre a la izquierda de la figura. R.G ES Rio Grande, Sta Cat es Santa Catarina. 

Se muestran las secuencuencias de aminoácidos de la región HA1 del gen HA  en las posiciones 143 a 234. Se 

muestran em negrita los cambios en las posiciones 193 (S193F) y 225 (D225N) en la proteína HA de cepas 

resistentes a los adamantanos. Los aminoácidos que no cambian se muestran con un guión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

193                                              225 
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4.2 Determinar el grado de variabilidad genética de el gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H1N1 pdm que han circulado 

durante el año pandémico 2009 en Uruguay y en la región. 

 

Con el fin de observar el grado de variación genética de las cepas A/H1N1pdm que 

circularon en América del Sur, se obtuvieron 13 secuencias del gen HA de muestras que 

circularon en Uruguay. Las secuencias se alinearon con 21 secuencias de Brasil y Chile y con 

otras 16 secuencias de otras partes del mundo que representan los diferentes clados definidos 

recientemente para las cepas pandémicas A/H1N1pdm (Nelson y cols, 2009). Una vez 

alineadas, se creó el árbol filogenético con el modelo que mejor se adaptó a nuestros datos. 

Los resultados de este estudio se observan en la figura 18.   

Todas las cepas en el árbol se agrupan de acuerdo a un clado respectivo. Las cepas que 

pertenecen al clado 7 se agrupan juntas; las cepas que pertenecen a otros clados se agrupan 

por separado (ver figura 18). Interesantemente, las cepas A/H1N1pdm aisladas en América 

del Sur son asignadas a los clados 5, 6 y 7, revelando así co- circulación de diferentes clados 

en la región. También se puede observar que ninguna de las cepas aisladas en nuestra región 

se agrupa con la cepa vacunal (A/California/7/2009) seleccionada para el hemisferio sur para 

la temporada 2010 (Clado 1). 
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Figura 18. Árbol filogenético para el gen HA de los virus H1N1pdm que circularon en América del Sur. 

Las cepas de América del Sur se muestran con sus nombres en negrita e itálica. Cepas de otras partes del mundo 

para las cuales se les ha determinado el clado al que pertenecen se muestran con sus nombres. La asignación de 

clado se muestra a la derecha del nombre. Los números en las ramas indican los valores aLRT. La barra al final 

del árbol denota distancia. La cepa vacunal 2010 A/California/07/2009 está subrayada.  

 

Para observar si existen diferencias en cuanto a los aminoácidos que componen las 

secuencias estudiadas, se procedió a traducir las secuencias nucleotídicas obtenidas a 

aminoácidos y se compararon entonces con la cepa vacunal A/California/7/2009. Los 

resultados se observan en la tabla 9. En esta tabla se puede observar que existen sustituciones 

de aminoácidos que definen clados en todas las cepas A/H1N1pdm aisladas en América del 

Sur (P100S, S220T y I338V), lo cual también se observa en trabajos anteriores (Nelson y 

cols, 2009). Dichas sustituciones de aminoácidos pueden observarse tanto en la región HA1 

como en la región HA2 de la proteína HA de las cepas de América del Sur (tabla 9).   

Todas las cepas de la región poseen D204 en el sitio de unión al receptor, lo cual se 

sabe confiere la unión del virus A/H1 a los receptores de los humanos (Stevens y cols, 2004), 

apoyando así una eficiente transmisión de estos virus en humanos.  

La mayoría de las cepas de América del Sur poseen D239 en el dominio de unión al 

receptor (RBD) (tabla 9). Sin embargo, dos cepas de Brasil tienen una sustitución D239G. 

Esta sustitución fue detectada más frecuentemente en virus aislados de pulmones de pacientes 

que fallecieron (Potdar y cols, 2010).  

El residuo Q310 está muy conservado dentro de las cepas de la región, y no se han 

observado sustituciones Q310H en las cepas estudiadas. La sustitución Q310H ha sido 

observada recientemente en una gran cantidad de virus aislados de pacientes que fallecieron y 

sus casos fueron confirmados como H1N1pdm  por laboratorio (Glinsky, 2010).  

Las sustituciones en la región HA2 de la proteína HA se han observado en nuestras 

muestras. Particularmente, G356R ha sido encontrada algunas de las cepas Uruguayas 

estudiadas (tabla 9).  
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Tabla 9. Sustituciones de aminoácidos en virus A/H1N1pdm aislados en América del Sur respecto a la 

cepa vacunal utilizada para el hemisferio Sur. A/California/07/2009 es la cepa vacunal recomendada para el 

hemisferio sur para el año 2010. Los aminoácidos que permanecen iguales a la cepa vacunal se indican con un 

guión. 

 

 

4.2.2 Mapeo de sustituciones de aminoácidos en estructura tridimensional del gen 

de la hemaglutinina. 

El sistema inmune humano responde primariamente a cinco regiones (epítopes) de la 

proteína HA (Bush y cols, 1999).  Estudios primarios en la identificación de los epítopes de 

A/H1 se llevaron a cabo por mapeo de anticuerpos con la cepa A/PR/8/1934 (H1), además de 

estudios adicionales de mutaciones de laboratorio (Caton y cols, 1982). Estudios recientes han 

revelado una definición completa de los epítopes de las cepas A/H1 presentes en los virus 

A/H1N1pdm, designados de la A a la E (Deen y col, 2009). Recientemente se ha determinado 

la estructura cristalina de la cepa A/California/04/2004 (H1N1pdm), la cual pertenece al clado 

1 (Xu y cols, 2010).  Esta cepa es muy parecida a la cepa vacunal A/California/7/2009.  
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Con el fin de mapear las sustituciones aminoacídicas encontradas en las cepas de 

Uruguay  y la región A/H1N1pdm, usamos la estructura (PDB numero acceso 3LZG) para ver 

posibles cambios en las 5 regiones antigénicamente conocidas. Pudimos observar que las 

sustituciones P100S y S220T, que se encontraron en todas las cepas de América del Sur 

estudiadas, son asignadas a los epítopes E y D, respectivamente (figuta 19). La sustitución 

D239G, encontrada en algunas cepas de Brasil y que se asocian a una alta mortalidad, son 

asignadas al epítope D. Por último, la sustitución I338V se encuentra situada por fuera de los 

5 epítopes de la HA, a pesar de que se encuentra cerca de la región del epítope C (figura 19). 

 

 

Figura 19. Modelo 3D de la hemaglutinina de la cepa H1N1pdm A/California/04/2009. Se muestra el 

modelo de la molécula HA (PDB número de acceso 3LZG). Las moléculas se colorearon de acuerdo al tipo de 

conformación (vueltas  en celeste, colas en rojo, hélices en verde, hojas beta en azul). Los epítopes de HA A-E 

se muestran en gris, rojo, verde, magenta y amarillo respectivamente de acuerdo a Zhou y cols, 2009. Las 

sustituciones P100S, S220T, D239G y I338V se muestran en blanco, azul, celeste y violeta respectivamente, y 

sus posiciones se indican con flechas. Se muestran 2 vistas de la molécula. 
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4.3 Investigar la presencia de cepas A/H1N1pdm resistentes a los 

antivirales. 

 

Los resultados obtenidos para las 21 muestras de Uruguay analizadas con el pirosecuenciador 

muestran que todas son cepas A/H1N1pdm sensibles al oseltamivir. En la figura 19 se 

muestra el pirograma de una muestra sensible al oseltamivir. 
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Figura 19. Pirograma generado por el aparato de PyroMark ID.   En la figura se observa la región de interés 

que comprende la posición 275 del gen de la NA la cual confiere resistencia al oseltamivir. Se pueden observar 

los picos que corresponden a las bases TAGTGAT lo que corresponde a cepas sensibles al oseltamivir. Las cepas 

que son resistentes al oseltamivir tienen el cambio TAGTAAT.    
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4.4  Determinar la evolución del tamaño efectivo de las poblaciones virales 

de A/H1N1pdm a lo largo del tiempo, mediante análisis de coalescencia 

para los genes de la hemaglutinina y neuraminidasa. 

 

4.4.1 Construcción de árboles de máxima verosimilitud  

Se obtuvieron 13 secuencias para el gen HA y 35 para el gen NA las cuales se 

alinearon con otras secuencias de los genes HA y NA de la región (Argentina, Brasil y Chile)  

obtenidas de la base de datos de Los Alamos (www.flulanl.gov).  Para el alineamiento se 

utilizó el programa CLUSTAL W (Thompson y cols, 1994). 

Una vez alineadas las secuencias, se usó el programa Modelgenerator (Keane y cols, 

2006) para identificar el modelo evolutivo óptimo que mejor describe nuestros datos de 

secuencias tomando en cuenta los resultados obtenidos. Se crearon los árboles filogenéticos 

usando el método de máxima verosimilitud usando el modelo GTR (Guindon y cols, 2005). 

Los resultados obtenidos para el gen HA y NA se muestran en las figuras 21 y 22 

respectivamente.  

El análisis para el gen HA de las cepas de Uruguay, aisladas mayoritariamente en Julio 

2009, muestra que las mismas se agrupan con cepas tanto con cepas de Brasil como de  

Argentina, todas pertenecientes al clado 7, sugiriendo una convergencia evolutiva o 

exportación de virus de la región.  Se puede observar también una rápida difusión espacial de 

las cepas de América del Sur. Dicha mezcla espacial es típica de los virus de la influenza A y 

sugiere que las cepas A/H1N1pdm exhiben una dinámica espacial similar a los virus de la 

influenza estacionales (Rambaut y cols, 2008; Nelson y cols, 2007).  

 

Los análisis para el gen NA de las cepas de Uruguay muestran que sería una secuencia 

consenso principal la que domina en el paisaje viral  desde el inicio hasta el fin de la 

pandemia.  
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Figura 21. Arbol filogenético obtenido por análisis bayesianos con MCMC de 44 secuencias del gen HA de 

cepas A/H1N1pdm  2009. Se obtuvo un árbol de máxima verosimilitud usando el modelo GTR, un reloj 

relajado y el modelo de población expansional. Las cepas del árbol se muestran con sus nombres. La edad de los 

nodos se muestra en días en cada nodo del árbol.  
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido por análisis bayesianos con MCMC de 49 secuencias del gen NA de 

cepas A/H1N1pdm  2009. Se obtuvo un árbol de máxima verosimilitud usando el modelo GTR, un reloj 

relajado y el modelo de población expansional. Las cepas del árbol se muestran con sus nombres. La edad de los 

nodos se muestra en días en cada nodo del árbol.  

 

4.4.2 Dinámica de poblaciones de virus de la influenza A/H1N1pdm 

Con el fin de conocer las tasas de evolución y el modo de evolución de los virus 

A/H1N1pdm que circularon en el año 2009, se testearon diferentes modelos dinámicos de 

población siendo el de crecimiento de población expansional el que me mejor se adaptaba a 

nuestros datos de secuencias. Este resultado fue corroborado con los valores obtenidos de 

probabilidades marginales así como de los tamaños efectivos de la muestra (ESS) del modelo 

seleccionado. Los resultados que se muestran en la tabla 10 son el resultado del modelo 

CMMC seleccionado, usando el modelo GTR, un reloj molecular relajado (Drummond y cols, 

2006) y el modelo de crecimiento expansional de la población (Drummond y cols, 2005).  
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Como se puede observar en la tabla 9, la tasa de sustitución de nucleótidos por sitio por año es 

de  5.65 × 10-3 para el gen HA, mientras que  la tasa de sustituciones de nucleótidos por sitio 

por año para el gen NA es de  4.67 × 10-3. Estas tasas son significativamente más altas que las 

previamente estimadas al inicio de la pandemia A/H1N1pdm  (3.67 × 10-3) (Fraser y cols, 

2009; Smith y cols, 2009). 

Respecto a los ancestros comunes más recientes para el gen HA y NA las cepas de 

América del Sur se pueden ver los resultados obtenidos en la tabla 10. Las cepas de América 

del Sur estudiadas han evolucionado de ancestros que existían ya por el  25 de Setiembre de 

2008 para el gen HA y 14 de Diciembre de 2008 para el gen NA.  Estos resultados pueden ser 

comparables a estudios previos que muestran que el origen de la pandemia 2009  tendrían al 

ancestro más común (MRCA) el 28 de Agosto de 2008 para el gen HA (Smith y cols, 2009) y 

17 de Agosto 2008 para el gen NA (Goñi y cols, 2009).   

Tabla 10. Bayesian coalescent inference de cepas A/H1N1pdm aisladas en América del Sur. 

Grupo  Parametro Valorb                HPDc                    ESSd 

___________________________________________________________________________ 

Gen HA                    Log probabilidad               -2280.83  -2271.76 to -2290.18                    4058.93   

                                      Posterior              -2583.26  -2544.75 to -2628.14                    434.62  

                  Anterior  -302.42  -263.17 to -344.24  410.56 

                 tasa mediae                    5.65 x 10-3                    1.71 x 10-3 to 9.89 x 10-3                      535.30  

                Edad raiz (Dias)                   319.16  106.61 to 701.21  774.17 

                 MRCAf                                25/09/2008  

                
Gen NA             Log probabilidad -1579.70  -1572.11 to -1587.45                   5029.02 

  Posterior  -1866.64  -1821.33 to -1914.57                     516.31 

  Anterior  -286.94  -242.65 to -336.48  509.07 

  Tasa media    4.67 x 10-3                       8.39 x 10-3 to 1.43 x 10-3 912.23 

  Edad raiz (Dias) 252.86  127.80 to 461.14  889.22 

  MRCA  14/12/2008 

b
 en todos los casos se muestra el valor principal. 

c
 HPD, high probability density values. 

d
 ESS, tamaño efectivo de la muestra. 

e
 tasa media fue calculada en sustituciones/sitio/dia y convertidas a 

sustituciones/sitio/año.  
f
 MRCA, día del ancestro más reciente. 
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4.5  Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur 

en el año 2009. 

 

La vacunación es una manera efectiva de reducir la morbilidad y mortalidad por el 

virus de la influenza. La eficacia de las vacunas varía año a año, en parte debido a las 

diferentes distancias antigénicas entre las cepas circulantes y la cepa vacunal. El epítope 

dominante se define al epítope que tiene mayor cantidad de mutaciones, ya que dicho epítope 

está influenciado por la presión selectiva del sistema inmune. Si consideramos solamente las 

sustituciones que ocurren en el epítope dominante, la teoría del p epítope provee una 

predicción de la eficacia de la vacuna que se correlacionaría con los estudios epidemiológicos 

de eficacia de vacunas en humanos. La eficacia de la vacuna tiene una correlación lineal con 

la distancia antigénica entre la cepa vacunal y la cepa circulante (Gupta y cols, 2006; Smith y 

cols, 2004). La medida de p epitope para la distancia antigénica puede ser utilizada para 

estimar la eficacia de la vacuna, la cual puede ser estimada por la ecuación E = 0.47 – 2.47 x 

p epitope, donde E es la eficacia de la vacuna. Esta ecuación también predice que la eficacia 

de la vacuna no es positiva para valores de p epitope > 0.19 (Smith y cols, 2004; Zhou y cols, 

2009). 

Con los datos de nuestras secuencias calculamos la distancia antigénica entre la cepa 

vacunal para el hemisferio sur en la temporada 2009 A/California/7/2009 (H1N1) y una cepa 

de Uruguay que pertenece al clado 7 en donde se encuentran todas las cepas de Uruguay en el 

árbol filogenético (A/Uruguay/38/2009). Mediante el uso del método de p epitope, 

encontramos que el mayor valor de p epitope fue 0.059 (epitope dominante E), lo cual sugiere 

que la eficacia de la vacuna seleccionada para las cepas de Uruguay que se agrupan en el 

clado 7 es del 68.9%. 
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5.  DISCUSION 

 

5.1 Determinar el grado de variabilidad genética y antigénica del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H3N2 que han circulado en 

1999-2007 en la población uruguaya. 

 

Los resultados de este estudio indican que múltiples clados co-circulan durante la 

mayoría de las temporadas invernales por el virus de la influenza en América del Sur 

(figura17). Los resultados también concuerdan con estudios recientes realizados por Nelson y 

cols, 2007 en Australia y Nueva Zelanda.  

 

A pesar de que algunas de las cepas aisladas en la región pueden estar relacionadas a 

múltiples temporadas invernales (figura 17, abajo), sugiriendo que no se pueda afirmar sin 

más estudios que  la evolución en el lugar no ocurre en algunas temporadas, los virus 

estudiados parecen no haber evolucionado de manera regular en nuestra región (por ejemplo 

las cepas de Brasil aisladas durante 2000-2004 en la figura 17). La evolución parece ocurrir 

por la re-introducción de nuevas cepas en la región. Esto concuerda con estudios recientes que 

evidenciaron la migración del virus entre hemisferios entre temporadas, aún en lugares 

separados geográficamente (Nelson y cols, 2007; Viboud y cols, 2006). Trabajos realizados 

por Russell y cols, 2008 mostraron  la contínua circulación de los virus de la influenza A en el 

este y sudeste de Asia en donde las epidemias se solapan durante una misma temporada. Las 

nuevas cepas migran primeramente hacia Oceanía, Norteamérica y Europa para llegar por 

último a América del Sur.   

 

Para la mayoría de las temporadas invernales estudiadas, las cepas vacunales y las 

cepas que circularon se asignaron en diferentes clados (figura 17). Esto indicaría que para la 

mayoría de las temporadas estudiadas, las cepas vacunales y las cepas que han circulado 

poseen relaciones genéticas distantes entre ellas. Los resultados obtenidos hablan de la 

necesidad de realizar estudios más profundos de las cepas de virus de la influenza A que 

circulan en la región, así como  de las rutas y los mecanismos de dispersión del virus. 
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Aunque los ensayos serológicos como la inhibición de la hemaglutinación, son escenciales 

para el monitoreo rápido de los cambios antigénicos en la HA de las nuevas cepas, la 

información puede ser malinterpretada si se utiliza para estudios evolutivos  entre virus. El 

sistema inmune del hospedador ve el fenotipo viral y no el genotipo. Como ejemplo, virus que 

evolucionan en linajes diferentes  parecen ser antigénicamente similares ya que comparten un 

sitio antigénico clave. Esta es la razón por la cual los análisis antigénicos deben ser realizados 

junto con la secuenciación del gen con más cambios antigénicos como por ejemplo la región 

HA1 del gen HA. De esta forma se pueden identificar los residuos aminoacídicos asociados 

con la deriva antigénica, lo cual ayudará a establecer patrones evolutivos más precisos entre 

virus. Por lo general, los resultados obtenidos de la IHA no se comparan  de manera rutinaria 

con la información filogenética. Está claro que ambos análisis (antigénicos y filogenéticos) se 

beneficiarían exitosamente de cada uno (Holmes y col, 2009).   

A pesar de que el aislamiento viral se considera una técnica “estándar’’ para el estudio 

de los virus de la influenza, los resultados obtenidos en la tabla 7 y en la figura 17 muestran la 

necesidad de realizar ambos estudios (genéticos y antigénicos) de manera de poder ayudar a 

comprender un poco más cómo evolucionan los virus de la influenza. 

Los resultados obtenidos en la tabla 7 muestran el desfasaje que existe entre las cepas 

circulantes de cada año y las respectivas cepas vacunales utilizadas en dichos años. La única 

excepción está en las cepas aisladas en el año 2007, las cuales parecen tener resultados 

antigénicos y genéticos similares (tabla 7 y figura 17).  

Debido a que el proceso de manufactura de la vacuna no lleva menos de 6 meses, es 

frecuente que halla un desfasaje entre la cepa circulante de la próxima  temporada invernal y 

la cepa vacunal. Esto sugiere que si la cepa candidata a ser parte de la vacuna no es 

seleccionada de manera correcta  de una cepa representativa de las cepas circulantes, será de 

gran problema para la prevención de una infección por virus de la influenza A/H3N2. Como 

ejemplo, en el hemisferio sur en un período de 9 años (1999-2007) se ha cambiado el 

componente A/H3N2 de la vacuna 8 veces. La similitud genética entre las cepas circulantes y 

la cepa vacunal para cada temporada y la tendencia de tener sustituciones de aminoácidos 

posiblemente esté relacionado con la variación antigénica por mutaciones génicas lo cual es 

importante para la obtención de nuevos hallazgos basados en las características de los 

aminoácidos y las sustituciones en el gen HA, siendo esto de gran ayuda para la predicción de 
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la emergencia de nuevas variantes antigénicas en los virus de la influenza junto con una 

vigilancia anual del virus y una investigación epidemiológica. 

La introducción de la cepa A/Fujian/411/2002 en 2002-2003 ha traído sustituciones de 

aminoácidos en sitios que influencian la capacidad para el crecimiento en huevos 

embrionados (Medeiros y cols, 2001). Los aminoácidos 193 y 225 son algunos de los cambios 

que se encuentran involucrados en los sitios de unión al receptor en la HA, por lo tanto los 

cambios observados en estos sitios influenciarían la unión al receptor. El cambio S193F se 

encuentra en el epítope B del gen HA. Este epítope se encuentra cerca del sitio de unión al 

receptor, jugando un rol importante para evadir a los anticuerpos neutralizantes. El otro 

cambio D225N se encuentra en el epítope D del gen HA (Huang y col, 2011). 

 

Todas las cepas aisladas en Uruguay durante la temporada 2007 poseen 2 cambios de 

aminoácidos característicos de las cepas resistentes a los adamantanos (tabla 8). Debido a que 

no es muy frecuente el uso de este tipo de antivirales en la región, y que todas las cepas 

resistentes pertenecen a un mismo linaje genético (Simonsen y cols, 2007), y que es muy 

improbable que estos cambios surjan por casualidad en las cepas que circulan en América del 

Sur, este polimorfismo en particular nos hace pensar en una posible migración de estas cepas 

resistentes a la región sudamericana.  

 

 

Los resultados de estos estudios sugieren que los virus resistentes a los adamantanos, 

primeramente detectados en Japón en 2004-2005 (Hata y cols, 2007), y luego diseminados al 

sudeste de Asia, Oceania y Norteamérica durante las temporadas 2005-2006 (Bright y cols, 

2006; Simonsen y cols, 2007), llegaron a América del Sur en la temporada invernal 2005. 

Esto concuerda con la teoría de la migración viral entre hemisferios y apoya las evidencias 

recientes que las cepas que emergen en el sudeste de Asia finalmente llegan a América del 

Sur (Russell y cols, 2008). 

 

Aún así, no todas las cepas de América del Sur aisladas en la temporada 2005 tienen el 

mismo origen; cepas aisladas de Perú y Uruguay no son resistentes a los adamantanos (ver 

figura 17 y tabla 8). Esto habla de la posibilidad de la co-circulación de virus de por lo menos 

2 orígenes diferentes. Los resultados de este estudio revelan como la migración viral juega un 
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rol importante en la historia epidemiológica de los virus de la influenza A que circulan en 

América del Sur. También resaltan la importancia de realizar una vigilancia del virus en la 

región sudamericana, de manera de elucidar los movimientos geográficos y la evolución 

dentro de la región. Esto sería especialmente importante en las zonas tropicales de nuestro 

continente, teniendo en cuenta que las zonas tropicales son  zonas de reservorio del virus, de 

donde emergen las nuevas cepas (Rambaut y cols, 2008). 
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5.2 Determinar el grado de variabilidad genética del gen de la 

hemaglutinina de los virus de la influenza A/H1N1 pdm que han circulado 

en el año pandémico 2009 en Uruguay y en la región. 

 

La variabilidad antigénica de los virus de la influenza A es la base de las epidemias 

recurrentes que ocurren cada año (de Jong y cols, 2000). Por esta razón, los esfuerzos para la 

caracterización de las variantes epidémicas son de gran importancia a la hora de la 

formulación de la vacuna para la próxima temporada invernal, dado que la efectividad de la 

vacuna dependerá de cuan similares sean la cepa vacunal y la cepa circulante (Nelson y cols, 

2008). La determinación de la diversidad global de las cepas H1N1pdm es de gran 

importancia para poder entender la evolución y la dispersión de la pandemia, y de predecir el 

impacto futuro en las poblaciones humanas (Nelson y cols, 2009).  

 

Los análisis filogenéticos realizados usando secuencias del gen de la HA revelaron la 

presencia de 7 linajes genéticamente diferentes (clados 1-7) en las cepas A/H1N1pdm, en 

acuerdo con otros trabajos los cuales utilizaron genomas completos concatenados (Nelson y 

cols, 2009). Todas las cepas aisladas en Uruguay, así como  la mayoría de cepas aisladas en la 

región, son asignadas al clado 7 (figura 18). Lo mismo ocurre en otras partes del mundo en 

donde el clado 7 fue el clado mayoritariamente detectado (Nelson y cols, 2009; Potdar y cols, 

2010). La co-circulación de diferentes clados (5, 6 y 7) se ha observado en Brasil. En el 

presente, aún no está claro si estas diferencias son debidas a la severidad clínica de cada caso 

o a la capacidad replicativa entre los linajes co-circulantes (Nelson y cols, 2009).  

 

Las sustituciones aminoacídicas en la proteína HA que definen el clado 7 (P100S, 

S220T y I338V) se encontraron en todas las cepas sudamericanas (tabla 8). Ninguna de estas 

sustituciones se encuentra presente en la cepa vacunal A/California/7/2009, la cual pertenece 

al clado 1.  Durante la finalización de este trabajo, 63 nuevas secuencias del gen HA aisladas 

en la región eran depositadas en el banco de datos de influenza. La mayoría de ellas tienen las 

mismas sustituciones aminoacídicas que definen al clado 7.  
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Los resultados obtenidos revelan que las cepas A/H1N1pdm que han dominado la 

región pertenecen al clado 7, a pesar de que cepas de los clados 5 y 6 han co-circulado en la 

región. Aún queda por saber si esa predominancia se debe a una mejor capacidad replicativa 

del virus o se debe a una mejor transmisión del virus a humanos. Más estudios son necesarios 

para comprender la eficacia de la cepa vacunal del clado 1 contra cepas que pertenecen al 

clado 7 (y otros clados) que circulan en la región, así como en otras partes del mundo. Está 

información será invaluable al momento de la formulación de la vacuna para el virus de la 

influenza.    
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5.3  Investigar la presencia de cepas A/H1N1pdm resistentes a los 

antivirales. 

 

La vigilancia en la aparición de cepas de virus de la influenza resistentes a los INAs es 

de gran importancia tanto para la vigilancia global de las cepas circulantes como para el 

tratamiento individual de los pacientes. Las metodologías basadas en el cultivo del virus para 

la detección de virus resistentes llevan su tiempo y tienen poca sensibilidad para la detección 

de mutaciones en quasiespecies virales. El desarrollo del ensayo de pirosecuenciación provee 

de una herramienta rápida para una detección temprana de cepas resistentes y permite el 

análisis de cambios en regiones específicas del gen de la NA, el cual posee la habilidad para 

alterar la susceptibilidad del virus a los INAs en humanos. El blanco del ensayo, en nuestro 

caso, fue la región del gen de la NA que contiene la posición 275. Cambios de aminoácidos 

en esta posición confieren resistencia al oseltamivir. La cuantificación se lleva a cabo a partir 

de ARN viral extraído directamente de muestras clínicas, reduciendo las posibilidades de 

generación de variantes antigénicas debido a la selección en cultivos celulares (Lackemby y 

cols, 2008b).  

Es importante un continuo monitoreo de los antivirales utilizados, de manera de mantener un 

uso adecuado  de los mismos para tener un buen manejo durante las infecciones por virus 

influenza estacional o de brotes. Ese trabajo permitirá a los laboratorios encargados, tener los 

métodos disponibles para prepararse frente a una futura pandemia. 

La colaboración entre laboratorios que realicen esta vigilancia promoverá la armonización de 

los ensayos de detección de resistencia, refinará los criterios y llevará a cabo una buena 

interpretación de los datos obtenidos en los ensayos de susceptibilidad. Estudios 

epidemiológicos y virológicos también son necesarios para poder así elucidar que lleva a la 

aparición de cepas resistentes y su dispersión en humanos. 
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5.4  Determinar la evolución del tamaño efectivo de las poblaciones virales 

de virus de la influenza A/ H1N1pdm a lo largo del tiempo, mediante 

análisis de coalescencia para los genes de la hemaglutinina y 

neuraminidasa. 

  

La aplicación de los ensayos que utilizan la teoría de coalescencia para el análisis de 

las secuencias genómicas obtenidas proveen de una herramienta importante para aumentar los 

conocimientos de la dinámica de transmisión de los virus de la influenza. En particular, la 

coalescencia permite que las características demográficas de las poblaciones virales 

(particularmente el tamaño de la población y la tasa de crecimiento) infieran directamente de 

los datos de las secuencias obtenidas. Los análisis de coalescencia son especialmente útiles 

para el caso de los virus ARN, debido a que su rápida evolución significa que la dinámica 

temporal y espacial son discernibles a lo largo del período estudiado y pueden en teoría ser 

combinados datos epidemiológicos.  

 

Nuestras estimaciones sugieren que el gen HA de los virus A/H1N1pdm que 

circularon en América del Sur en 2009 evolucionaron de ancestros que ya existían a fines de 

Setiembre 2008 (25 de Setiembre) (tabla 10). Estos datos son similares a las primeras 

estimaciones realizadas por Smith y colaboradores (Smith y cols, 2009) en donde publican 

que el ancestro más reciente (MRCA) de las cepas A/H1N1pdm surge por el 28 de Agosto 

2008. Los resultados sugieren que el gen HA de estos virus estaba circulando en los porcinos 

mucho antes de la aparición en humanos (Garten y cols, 2009). Estudios recientes han 

revelado que hubo un período de aproximadamente 3 meses antes de Abril de 2009 en donde 

el virus circuló en humanos antes de comenzar a transmitirse de manera contínua (Rambaut et 

al, 2009). Las estimaciones del ancestro más reciente de los virus A/H1N1pdm 2009 ocurre 

entre fines de Enero y principios de Marzo 2009 (Nelson y cols, 2009). Los resultados 

muestran que el proceso de reordenamiento del gen HA en los reservorios de porcinos en 

Julio-Agosto 2008 pudieron emerger algunos meses más tarde, por enero-marzo 2009, en la 

población humana.  Esto habla de la importancia en el cuidado de la caracterización del gen 

HA de cepas que circulan en los reservorios del virus.  
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Las primeras estimaciones de las tasas evolutivas para el gen HA para las cepas 

A/H1N1pdm del 2009 establecieron tasas de  3.67 × 10-3 sustituciones/sitio/año (Smith y cols, 

2009). En nuestro estudio se obtuvieron tasas de  5.65 × 10-3 sustituciones/sitio/año para las 

cepas que circularon en Uruguay y la región (Tabla 10). Una posible diferencia entre las 2 

estimaciones puede ser debido al hecho que las primeras estimaciones se hicieron al inicio de 

la pandemia, con secuencias aisladas entre Marzo - Mayo 2009, mientras que nuestras 

estimaciones se llevaron a cabo con secuencias aisladas entre Mayo - Agosto 2009. Para el 

gen NA se obtuvieron tasas levemente menores (4.67 x 10-3  sustituciones/sitio/año).  

Los árboles de máxima verosimilitud que se obtuvieron revelaron una difusión 

espacial rápida de las cepas de América del Sur, con múltiples entradas del gen HA (figura 

21). Es importante destacar que múltiples linajes co-circulan en una única y pequeña región 

como lo es Uruguay.  Esto podría conducir a reordenamientos intra-subtipo, como fue 

recientemente sugerido por Rambaut y colaboradores(Rambaut y cols, 2008).  

Al contrario, para el gen NA (figura 22), podemos observar que prácticamente todas 

las cepas de Uruguay se agrupan en un único clado, mostrando así que las secuencias para el 

gen NA al momento de aparecer en nuestro país ya se encontraban más conservadas respecto 

a las secuencias del gen HA. 
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5.5  Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur 

en el año 2009. 

 

El cálculo de la distancia antigénica entre la cepa vacunal y una cepa representativa de 

las cepas de América del Sur perteneciente al clado 7 (A/Uruguay/38/2009) con las 

sustituciones aminoacídicas P100S, S200T y I338V, revelaron que el mayor  valor de p 

epítope sea de 0.059 (epítope dominante E). Esto sugiere que en el peor de los casos la 

eficacia de la vacuna contra estas cepas del clado 7 es del 68.9%. A pesar de que estudios 

preliminares de la eficacia de la vacuna, llevados a cabo en Alemania, revelaron excelentes 

eficacias de la vacuna monovalente con la cepa vacunal A/California/7/2009 en personas 

entre 14 a 59 años, y una eficacia moderada en adultos mayores a 60 años (Wichmann y cols, 

2010), los resultados obtenidos usando la teoría de p epítope revela que más estudios son 

necesarios para poder ver la eficacia de la vacuna con una cepa vacunal de clado 1 contra 

cepas de clado 7. Además, y de gran importancia clínica, más estudios son necesarios para 

poder comprender las reglas por las cuales la evolución antigénica ocurre en los virus de la 

influenza A (Nelson y cols, 2007) (por ejemplo cómo se mueve el virus de un tipo antigénico 

a otro). Esto contribuirá con la posibilidad del diseño de vacunas más efectivas (Caton y cols, 

1982). Nuevos estudios filogenéticos con una medida asociada a la antigenicidad viral 

ayudará a dilucidar sobre estos problemas (Holmes, 2009).   
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6. CONCLUSIONES 

 

 

� En este trabajo de tesis, para la mayoría de las temporadas invernales estudiadas, las cepas 

vacunales y las cepas de virus de la influenza A que circularon se asignaron en diferentes 

clados. Esto indicaría que para la mayoría de las temporadas estudiadas, las cepas 

vacunales y las cepas que han circulado poseen relaciones genéticas distantes entre ellas. 

Los resultados obtenidos hablan de la necesidad de realizar estudios más profundos de las 

cepas de virus de la influenza A que circulan en la región, así como  de las rutas y los 

mecanismos de dispersión del virus.  

 

� La sociedad actual que posee mayores recursos sanitarios, sin embargo por su 

complejidad, es más vulnerable a las graves epidemias de gripe que pueden paralizar o 

trastornar de forma importante su normal funcionamiento. Ante ello la única estrategia es 

la vigilancia epidemiológica del virus de la influenza humano y animal, que permita 

disponer de una información contrastada, fiable, asequible y en tiempo real. Sólo así la 

población, el personal de la salud y los pacientes podrán hacer uso racional y lógico de 

los recursos a su alcance y los responsables de la salud podrán anticipar de forma sensata 

sus decisiones. 

 

� El entendimiento de las bases evolutivas para la proliferación de virus resistentes a los 

antivirales es importante para poder desarrollar estrategias efectivas para la 

administración de las drogas antivirales en una pandemia, pero también necesitará 

disponibilidad pública de otras secuencias del genoma del virus. 

 

  

� Como los eventos recientes de 2009 lo sugieren, la generación de nuevos virus por 

reordenamiento entre cepas de origen porcino con cepas humanas o de otros animales es 

inevitable. En este contexto, la posibilidad de que una nueva cepa cause una epidemia o 

pandemia en poblaciones inmunológicamente susceptibles es el mayor desafío para la 
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salud de la población. Consecuentemente, durante períodos interpandémicos, todas las 

infecciones humanas por virus de la influenza de origen animal, aún aquellas que parecen 

clínicamente leves, necesitan de un buen estudio para poder comprender los posibles 

riesgos clínicos en la población. 

 

� Además de una vigilancia internacional de las cepas de virus influenza que circulan 

anualmente, un mejor entendimiento en la variación y evolución de los virus de la 

influenza es de gran importancia para asegurar que los virus candidatos a ser utilizados 

como cepas vacunales sean lo más parecido posible a las cepas circulantes.  

Si una nueva variante antigénica es detectada y pareciera ser la futura cepa predominante, 

es recomendable entonces la actualización de la cepa vacunal.  El ‘’predecir y producir’’ 

resulta en una buena eficiencia vacunal la cual minimizará la mortalidad y morbilidad de 

futuras epidemias. La recomendación debe realizarse un año antes de que la próxima 

temporada invernal comience debido al tiempo requerido para producir y distribuir la 

vacuna. Los problemas surgen cuando una nueva variante no se identifica de manera 

temprana de manera de poder reformular la composición de la vacuna. Es por eso 

destacar lo importante que resulta un estudio detallado de la evolución y la epidemiología 

del virus, lo cual resulta en la temprana identificación de nuevas variantes. 

 

� La mejora en los métodos bioinformáticos y los análisis epidemiológicos, así como  una 

base de datos con más secuencias del genoma de los virus de la influenza, proveen de una 

oportunidad sin precedentes para la investigación de preguntas que aún quedan sin 

responder sobre la epidemiología y evolución de los virus de la influenza. Trabajos 

recientes indican que la dinámica evolutiva de los virus de la influenza es más complejo 

de lo pensado, reflejando un interjuego intrincado entre la variación antigénica, selección 

natural y reordenamiento. Un entendimiento comprensivo de la evolución de los virus de 

la influenza requerirá el análisis completo de todo el genoma de los distintos subtipos, 

hospedadores y áreas geográficas, incluyendo regiones tropicales, así como  el desarrollo 

de modelos epidemiológicos más realistas.  
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