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01 Resumen 

La infección causada por el virus influenza A provoca una enfermedad aguda y 

recurrente con graves consecuencias sobre la salud pública mundial, causando 250 a 

500 mil muertes al año. En humanos estos virus presentan dos patrones 

epidemiológicos: como epidemias estacionales u ocasionales pandemias. Al igual que 

la mayoría de los virus cuyo genoma está compuesto por RNA, estos virus presentan 

elevadas tasas de mutación y por lo tanto circulan como complejas poblaciones 

constituidas por múltiples variantes, denominadas cuasiespecies. En abril del año 2009 

un nuevo virus Influenza A H1N1 ganó lugar en la población humana, iniciando la 

primera pandemia del siglo XXI. El fin de la pandemia tuvo lugar en agosto del año 

2010 y desde entonces, el virus Influenza A H1N1 pandémico (H1N1pdm), ha circulado 

como un virus estacional junto los virus de Influenza A/H3N2 y dos linajes virus 

Influenza B, causando epidemias anuales durante los meses de invierno. 

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 a una 

completa protección, en parte debido a la continua evolución de la estructura 

antigénica del virus. La frecuente generación de nuevas variantes antigénicas ha 

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

mundial. Por otro lado, los antivirales juegan un rol importante en la profilaxis y el 

tratamiento de ésta enfermedad. Dado que los virus pandémicos son naturalmente 

resistentes a los Adamantanos, los Inhibidores de Neuraminidasa (NAIs) se han 

convertido en la principal clase de droga utilizada en los últimos años. En 

consecuencia, el aumento en el uso de esta droga ha llevado a la selección de 

mutantes resistentes, con una prevalencia actual del 1-2% en diferentes países. 

Por lo mencionado, el principal objetivo de esta tesis es realizar una caracterización 

molecular de los virus Influenza A H1N1pdm que circularon en nuestra región 

geográfica, entre los años 2009 y 2013, de forma de detectar:  mutaciones 

involucradas en el aumento de la virulencia, resistencia a drogas antivirales, así como 

también nuevas variantes antigénicas. 

Mediante distintos abordajes filogenéticos utilizando el segmento génico HA y NA, se 

pudo identificar los grupos filogenéticos circulantes en Uruguay y la región 

sudamericana, así como el aumento en la distancia genética entre las cepas circulantes 

y la cepa vacunal recomendada para el hemisferio sur. Identificamos además, un 

aumento en las sustituciones localizadas en sitios antigénicos en ambas proteínas 

desde el año 2009 al 2013 y una disminución en la eficacia teórica de la vacuna. 

A pesar del aumento en la frecuencia de cepas resistentes en países de la región, no 

detectamos a nivel de secuencia consenso mutaciones relacionadas a resistencia en las 

cepas uruguayas. Sin embargo, la secuenciación masiva de estas cepas permitió 

detectar variantes minoritarias con diferentes sustituciones relacionadas a resistencia 
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a los NAIs, así como también la emergencia de variantes en altas frecuencias en el año 

2013. La secuenciación masiva aportó información relevante en relación a la dinámica 

poblacional en los diferentes virus en los diferentes años de estudio. 

Estos resultados contribuyen al entendimiento en lo que respecta a la evolución 

genética y antigénica de las poblaciones virales circulantes en Uruguay y la región 

sudamericana, siendo este tipo de estudios esencial para la planificación de nuevas 

respuestas efectivas para el control de esta enfermedad, así como también para el 

diseño de nuevas vacunas para el hemisferio sur y terapias antivirales. 

Finalmente, decidí cambiar mi enfoque evolutivo a un modelo in vivo para realizar un 

primer abordaje al estudio de cuasiespecies aisladas de infecciones in vivo, de forma 

de estudiar la dinámica de variantes minoritarias en la compartimentalización durante 

el transcurso de una infección. 
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02 Lista de abreviaturas 

°C: Grados Celsius 

µg: Microgramo 

µL: Microlitro 

µM: Micromolar  

Å: Angstrom 

ADAR: Adenosina deaminasa RNA dependiente  

Cap: Nucleótido modificado de guaniana (7 metil-guanosina) 

CDC: Centros para el Control y Prevención de Enfermedades 

cDNA: DNA copia 

CO2: Dióxido de carbono 

CVB3: Virus Coxsakie B3  

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA: Ácido Desoxirribonucleico 

dNTPs: Desoxinucleótidos-5´trifosfato 

DTT: Dithiothreitol 

D.P.I: Días post infección 

E.coli: Escherichia coli 

EDTA: Acido etilenaminotetra acético 

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

ETI: Enfermedad tipo Influenza  

G: Gavage (infección oral) 

GISRS: Sistema de respuesta y vigilancia global de Influenza  

HA: Hemaglutinina 

H.P.I: Horas post infección 

Hs: Horas  

INF: Interferón 

IP: Intraperitoneal 

IRA: Insuficiencia respiratoria aguda 

IRAG: Insuficiencia respiratoria aguda grave 

Kb: Kilo bases 
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M: Molar 

M1: Proteína de Matriz 

M2: Proteína Canal Iónico 

Mf: Millifaradio 

MgCl2: Cloruro de Magnesio II 

ml: Mililitros 

mM: Milimolar 

MOI: Multiplicidad de infección  

NA: Neuraminidasa 

NAC: Neumonía aguda comunitaria 

NaHCO3: Bicarbonato de sodio 

NAI: Inhibidor de NA 

NaOH: Hidróxido de Sodio 

NCBI: Centro Nacional para la Información Biotecnológica 
 
NEP/NS2: Proteína de exportación nuclear o proteína no estructural 2 
 
NeuAc: Ácido N-Acetylneuraminico (ácido siálico) 

ng: Nanogramos 

NGS: Next-generation sequencing 

nm: Nanómetros 

NP: Nucleoproteína 

NS1: Proteína no estructural 1 

NS2: Proteína no estructural 2 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

ORF: Marco abierto de lectura 

P0: Progenie cero 

P1: progenie uno 

PA: Polimerasa ácida 

Pb: Pares de bases 

PB1: Polimerasa básica 1 

PB2: Polimerasa básica 2 

PCR: Reacción en cadena de la Polimerasa 

https://es.wikipedia.org/wiki/Centro_Nacional_para_la_Informaci%C3%B3n_Biotecnol%C3%B3gica
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pdm: Pandémico 

PFU: Unidades formadoras de placa  

p.i: Post infección 

PM: Peso molecular 

PV: Virus de la poliomelitis  

qRT-PCR: RT-PCR cuantitativa 

RNA: Ácido Ribonucleico 

RNAc: Copia complementaria de los RNAv 

RNAm: RNA mensajero 

RNAsas: Ribonucleasas 

RNAv: RNA viral 

RNPv: Ribonucleoproteínas virales 

rpm: Revoluciones por minuto 

RpRd: RNA polimerasa RNA dependiente 

RT-PCR: Retrotranscripción y PCR 

S/D: Sin dato 

S/P: Estreptomicina/Penicilina  

SFB: Suero fetal bovino 

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA 

TCID50: Titulación por dosis de infección 50%  

Tm: Temperatura de melting 

U: Unidad enzimática 

UV: Ultra-Violeta 

V: Voltios 

VFA: Virus de li fiebre aftosa 

VIA: Virus Influenza A  

VIB: Virus Influenza B 

VIC: Virus Influenza C 

VSV: Virus de la estomatitis vesicular  

ViVan: Viral Variance Analysis 
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1.1 Bases moleculares de la variabilidad genética de virus RNA 

 

Los virus cuyo genoma está constituido por RNA son los más abundantes y exitosos del 

planeta. Éstos son capaces de infectar tanto hospederos procariotas (bacterias y 

arqueas) como eucariotas, constituyendo más del 70% de los patógenos que infectan 

organismos superiores. Esto es debido, en gran medida, a que los virus RNA explotan 

todos los mecanismos de variabilidad genética que incluyen tanto la mutación, la 

recombinación como el reordenamiento génico [1]. Asimismo, la mutación puntual 

representa la principal fuente de variabilidad genética, en la cual la selección natural, 

la deriva y el flujo génico jugarán su rol modelando la estructura poblacional. Las 

mutaciones ocurren de forma aleatoria en cada ciclo de replicación y son de particular 

importancia en los virus RNA [2]. Este importante mecanismo conlleva numerosas 

implicancias biológicas, por lo que es considerado como el principal fenómeno de 

generación de variabilidad en el cual se centra esta tesis. 

 

Por otro lado, la recombinación genética consiste en la formación de una nueva 

combinación de material genético a partir de dos parentales diferentes o entre 

distintos sitios del mismo genoma. A pesar de que inicialmente se creía que los virus 

RNA experimentaban una limitada tasa de recombinación, ambos abordajes tanto 

experimentales como in silico han revelado no sólo que la recombinación ocurre en 

numerosos grupos de virus RNA, sino que además la misma se presenta con mayor 

frecuencia de la esperada. Dentro de los diferentes mecanismos de recombinación, el 

más comúnmente observado en virus RNA es el denominado copy-choice o 

intercambio de molde. Este requiere cierta homología entre las secuencias a 

recombinar, y a su vez, ocurre durante la etapa de replicación [3]. La recombinación es 

una importante fuente de variabilidad genética, especialmente en virus RNA de 

polaridad positiva [4]. Su valor evolutivo se asocia a dos propiedades: (i) provee a los 

virus RNA de un mecanismo para contrarrestar la desventaja asociada a las altas tasas 

de mutación [5] y (ii) permite explorar nuevas combinaciones genéticas procedentes 

de virus parentales de origen distinto [6]. A diferencia de los virus RNA de polaridad 

positiva (Picornaviridae y Coranoviridae), donde la recombinación ocurre a una alta 

frecuencia, hasta ahora no se ha podido medir la frecuencia de recombinación para los 

virus Influenza. Sin embargo, se han encontrado ejemplos naturales de recombinación 

de RNA cuando en el sitio de clivaje de HA1/HA2 de la Hemaglutinina se encontró una 

inserción de nucleótidos derivada del RNA ribosomal 28S del hospedero o nucleótidos 

derivados del gen NP [7]. 

 

Finalmente, el reordenamiento génico ocurre únicamente en virus con genomas 

segmentados siendo una alternativa adicional de variación genética y fenotípica dada 

por la combinación de segmentos génicos. Este tipo de eventos son mecanismos 

importantes para la producción de nuevos genomas con ventajas selectivas [8]. Los 
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virus Influenza pueden formar reordenantes in vivo únicamente entre miembros del 

mismo tipo, siendo este mecanismo el verdadero causante de la aparición de los 

diferentes subtipos virales y de las pandemias a lo largo de la historia. Tanto la 

recombinación como el reordenamiento requieren de la co-infección de la célula por 

dos o más virus [9]. 

 

1.1.1 Mutación y tasas de mutación 

 

Las mutaciones genéticas hacen referencia a todos aquellos cambios heredables que 

alteran o modifican la secuencia nucleotídica de un organismo. Las mutaciones 

puntuales o sustituciones son el tipo de mutación más simple ya que implican el 

cambio de un único nucleótido. Hay dos tipos de sustituciones, las transiciones que 

implican el cambio de una purina (adenina/guanina) por otra purina y de una 

pirimidina (citosina/timina) por otra pirimidina, y las transversiones que son cambios 

de purina por una pirimidina y viceversa, ver figura 1. 

 

  
Figura 1. Diagrama representativo de los diferentes tipos de sustituciones. Transversiones vs 

transiciones. Las A (Adenina) y G (Guanina) son purinas, mientras que las letras C (Citosina) y T (Timina) 

son pirimidinas.  

 

Dos parámetros que nos ayudan a comprender el impacto de la mutación sobre la 

evolución viral son las tasas de mutación y de sustitución nucleotídica. Las tasas de 

mutación, definidas como el “número de cambios genéticos (mutaciones puntuales o 

sustituciones, inserciones, deleciones) incorporadas por ronda de replicación nos dan 

una idea de la predisposición de un organismo a evolucionar. Una vez generada la 

modificación genética, sobre ella actuarán las fuerzas evolutivas, como la selección 

natural y la deriva genética, para definir cuáles de estas mutaciones se fijarán y cueles 

no. Aquellos cambios que se fijen serán considerados para definir las tasas de 

sustitución nucleotídica (número de mutaciones que se fijan por sitio por unidad de 

tiempo, en general años) [2]. Por tanto, las tasas de sustitución nos darán la idea de 

que tan rápido puede un organismo evolucionar. 

Las tasas de mutación de los virus varían en el orden de 10-3 a 10-9 mutaciones por sitio 

por ronda de replicación. Para los virus RNA las tasas de mutación están en el orden de 
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10-3 a 105, mientras que para los virus DNA las tasas se ubican en el orden de 10-8, al 

igual que en el caso de bacterias y eucariotas inferiores [2], ver figura 2. Dado que los 

genomas de virus RNA tienen un tamaño de entre 3kb y 32kb, se espera que ocurran 

entre 0,1 y 1 mutaciones por genoma por ronda de replicación [10]. 

 

Varios factores determinan e influyen en los valores de las tasas de mutación. Estos 

pueden ser clasificados en factores propios del virus (actividad de la RNA polimerasas, 

tamaño y polaridad del genoma, modo de replicación), factores intrínsecos del 

hospedero (patrones de expresión génica) o factores ambientales (mutágenos) [11]. 

 

Dentro de los factores virales, uno de los más importantes es la arquitectura genómica. 

La naturaleza genómica, DNA o RNA, determinará qué tipo de polimerasa se empleará 

para la replicación. Así, los virus RNA utilizan RNA polimerasas dependientes de RNA 

(RdRp), que carecen de actividad correctora de errores. Estas enzimas carecen de 

actividad correctora de errores 3´exonucleasa influyendo sobre la fidelidad de copia y 

el número de errores introducidos en cada ciclo de replicación [12-15].  Dentro del 

gran grupo que constituyen los virus RNA, solamente se ha descripto hasta la fecha la 

presencia de la actividad 3´exonucleasa en la familia Coronaviridae [16]. Este 

mecanismo puede explicarse dado que los genomas de estos virus son los de mayor 

tamaño dentro de todo el universo conocido de virus con genomas de RNA. Los 

retrovirus emplean polimerasas que presentan fidelidad intermedia, y los virus DNA 

emplean polimerasas propias o celulares que presentan actividad correctora de 

errores, incorporando menos errores por ciclo de replicación.  

Además, el tamaño y el carácter mono hebra (ss) o doble hebra (ds) del genoma viral, 

son determinantes. Los virus RNA y los virus DNAss presentan tasas de mutación más 

elevadas. Se ha postulado que existe una correlación negativa entre el tamaño del 

genoma y la ocurrencia de mutaciones, es decir, los virus con genoma más pequeños 

tienden a acumular mayor número de mutaciones en tiempos más cortos. Por lo tanto, 

dada una misma tasa de mutación, los genomas de menor tamaño sufrirían más rápido 

mutagénesis letal que los virus con un genoma mayor. Esto es, acumularían una 

cantidad de mutaciones que al pasar cierto umbral,  llevarían a la extinción del virus, 

siendo este umbral menor para virus con tamaño de genoma menor.  

Por otro lado, la polaridad del genoma podría influir de manera directa sobre la tasa de 

mutaciones. En el caso de los virus de polaridad positiva, el RNA genómico se 

encuentra desnudo y tiende a formar estructuras secundarias que pueden causar la 

pausa de la polimerasa favoreciendo la inserción o deleción de nucleótidos. De esta 

forma se pueden generar cambios en el marco de lectura. Por el contrario, los virus de 

polaridad negativa están protegidos por nucleoproteínas, disminuyendo así la 

posibilidad de daño [2].  

El modo de replicación viral es el otro factor intrínseco a considerar. Durante la 

replicación se sintetizan RNA intermediarios (antigenomas) que se emplean como 
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molde para la producción de nuevos genomas. Se ha postulado que el número de 

genomas que se utilizan para la producción de antigenomas influye en la tasa de 

mutación. La forma en que se acumulan las mutaciones –lineal o geométrica- está 

determinada por el mecanismo de replicación utilizado: “sellado”(stamping machine) 

cuando la partícula viral que inició la infección dará lugar a toda la progenie, y 

“replicación genómica geométrica” cuando los genomas de la progenie se convierten 

en molde para  una siguiente ronda de replicación [17]. La velocidad de replicación 

(estrechamente relacionada al modo de replicación empleado) será también 

determinante en la introducción de errores, ya que a mayor velocidad aumenta la tasa 

de mutación [18]. 

 

Con respecto a los factores propios del hospedero, las tasas de error pueden depender 

del hospedero que aloja al virus. La polimerasa del virus del mosaico de pepino (CMV) 

exhibe diferencias en su fidelidad entre plantas de morrón y de tabaco [19].  

La expresión de distintos genes celulares también puede afectar las tasas de error 

virales, en especial la expresión de genes de familias de enzimas oxidativas, metilasas o 

deaminasas que pueden introducir nuevos errores. Por ejemplo, las APOBEC3 citidina 

deaminasas provocan hipermutación [20],  y la adenosina deaminasa RNA dependiente 

(ADAR)  también provoca hipermutación en varios virus RNA como los rhabdovirus 

[21].  

 

Finalmente, los factores ambientales que afectan las tasas de error en virus están 

vinculados al metabolismo celular. Por ejemplo, las especies reactivas del oxígeno 

(ROS) derivadas del etanol pueden dañar el RNA de virus como el de la hepatitis C, 

mientras que otras moléculas como el glutatión o agentes  quelantes generan el efecto 

contrario [22]. 

 

Centrándonos ahora en las tasas de sustitución nucleotídica, encontramos que para 

virus con genoma RNA se han registrado valores de tasas de sustitución del orden de 

10-2 a 10-5 sustituciones nucleotídicas por sitio por año. En el caso de los virus Influenza 

A evolucionan rápidamente con una alta tasa de sustitución que va desde 1x 10-3 a 

8x10-3 sustituciones por sitio por año [23]. Las tasas de sustitución nucleotídica se ven 

influenciadas evidentemente por las tasas de error subyacentes, pero existen otros 

factores que las afectan. Los factores virales abarcan los tiempos de generación, los 

tamaños poblacionales y el fitness viral [2]. En términos generales, se ha observado 

que a tiempos generacionales menores, mayores son las tasas de sustitución 

nucleotídica. La forma de transmisión del virus también puede ser importante, ya que 

se ha observado en muchos casos que una transmisión directa genera tasas elevadas, 

mientras que la transmisión a través de vectores provoca tasas de sustitución 

nucleotídica más bajas [2].  
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Figura 2. Tasas de mutación en distintos tipos virales. Tasas de mutación espontaneas en virus con 

distinta organización genómica ajustada por la tasa de replicación. Tomado de de Duffy et al, 2008.  

 

Las altas tasas de error de los virus RNA, sus cortos tiempos de replicación y los altos 

tamaños poblacionales, junto con la acción de la selección natural, componen un 

sistema darwiniano extremo, en el que la velocidad con la que se generan nuevas 

variantes supera la velocidad a la que estas se fijan. Ésta dinámica de mutación-

selección rápida en virus RNA conlleva necesariamente a la coexistencia de múltiples 

variantes en una población, que constituye un conjunto de individuos muy 

relacionados entre sí, pero no idénticos. A esta estructura poblacional se la conoce 

como cuasiespecies virales [24-26]. 

 

1.1.2 Estructura poblacional-Cuasiespecies. 

 

La existencia de una estructura poblacional en forma de cuasiespecies supuso la 

confirmación experimental de la teoría previamente desarrollada por Manfred Eigen y 

Peter Schuster sobre el origen de la vida y evolución molecular de replicones 

primitivos, donde postulaban que a partir de una copia maestra de una molécula se 

producían distintos mutantes con distintas probabilidades en cada ciclo de replicación. 

Dicha teoría define las cuasiespecies como una distribución estacionaria de mutantes 

organizadas en torno a una secuencia maestra dominante, estableciendo la existencia 

de un umbral de error como condición necesaria para la conservación de la 

información genética en sistemas replicativos con altas tasas de mutación [27-29].  

Las primeras demostraciones de la organización en cuasiespecies de virus RNA fueron 

la del fago Qβ, la del virus de la fiebre aftosa (VFA) [24] y la del virus de la estomatitis 

vesicular (VSV) [30]. Actualmente la teoría de cuasiespecies analiza las consecuencias 

de la replicación propensa a error de los virus RNA y su importancia en la evolución del 

genoma viral [31]. Hasta el momento, los virus RNA examinados a nivel poblacional 

muestran un complejo espectro de mutantes y evolucionan tal como predice la 

dinámica de cuasiespecies [32].  

La organización genética de las poblaciones se representa utilizando el concepto de 

espacio de secuencia, una representación gráfica, donde la distancia física refleja 
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distancia genética. Dado un genoma viral que experimenta un ciclo de replicación, se 

generará una gran progenie que difiere en su posición. Conforme aumentan los ciclos 

de replicación van generando una distribución de mutantes más compleja, estando las 

variantes de la población más alejadas en el espacio de secuencia, ver figura 3. 
 

  
Figura 3. Representación esquemática de la generación de variantes genéticas a partir de un único 

genoma. Los círculos concéntricos representan distintos ciclos de replicación, mientras que las 

distancias genéticas entre dos variantes se representan por líneas proporcionales a la divergencia. 

Adaptado de Echeverría et al. 2015. 
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El paisaje adaptativo o fitness landscape es un concepto que representa cómo 

diferentes genotipos se ubican en el espacio de secuencia y permite visualizar como 

dicha localización corresponde a un fenotipo  (en virología fitness), siendo el valor de 

fitness de un virus su grado de adaptación al entorno [31, 33-35]. Como se observa en 

la figura 4 en el fitness landscape, el nivel basal está representado por todas las 

variantes del espacio de secuencia y la altura en cada región presenta el fitness de 

cada variante en particular El ambiente (hospedero) y, las presiones selectivas 

determinan los límites de este paisaje correspondiente a cada genotipo, y la 

adaptación a ciertos ambientes involucra un movimiento en el espacio de secuencia 

(mutación) [31, 36, 37].  

 
Figura 4. Representación del fitness landscape de un virus RNA. El espacio de secuencia, en el eje 

horizontal, corresponde a todos los genotipos que pueden encontrarse en la población. En el eje vertical 

se representa el fitness de cada uno de los genotipos. El diagrama 1 corresponde a un genotipo con 

poca diversidad genética con un fitness elevado, mientras que en el diagrama 2, se representa una 

población con mayor diversidad, ocupando una región mayor en el espacio de secuencia pero con 

menor fitness. Extraído de Lauring et al, 2010. 

 

 

La estructura de una población replicándose en un ambiente establecido se caracteriza 

por un pico dentro del fitness landscape, que representa a la secuencia consenso 

rodeada por variantes de baja frecuencia. Las secuencias consenso representan la 

composición promedio del nucleótidos más común en cada posición del genoma y que 

puede no existir como tal dentro de la población que definen. El aumento o 

disminución en la frecuencia de ciertas variantes, genera una nueva distribución en el 

espectro de mutantes. Este hecho puede generar o no una nueva secuencia consenso 

[32]. Por lo tanto, las secuencias consenso representan las  posiciones nucleotídicas 

predominantes en cada posición del genoma. Esta secuencia puede existir o no como 
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tal dentro de la población y puede modificarse por eventos estocásticos (deriva génica) 

o selectivos a nivel poblacional. Sin embargo, una secuencia consenso invariable no 

implica la ausencia de mutaciones en la población [32], ya que ésta no es informativa 

sobre la nube de variantes subyacente [37] 

La generación continua de variantes constituye un mecanismo evolutivo que 

proporciona a los virus la capacidad de subsistir en un medio continuamente 

cambiante o frente a presiones selectivas, como por ejemplo la evasión de la respuesta 

inmune, modificación del tropismo celular, incremento del fitness en ciertos tipos 

celulares, evasión de agentes antivirales, entre otros [35, 38].  

La importancia del espectro de mutantes fue demostrada en un estudio con mutantes 

del virus de la poliomielitis (PV). Esta investigación aportó evidencia directa sobre 

cómo la diversidad de la población de cuasiespecies define cambios en la 

patogenicidad viral y que la colonización exitosa de un ecosistema (tejido/Hospedero) 

ocurre por la cooperación de variantes del espacio de secuencia  (complementación), 

siendo todo el espectro de mutantes el objeto de selección, y no las variantes 

individuales [39]. 

Finalmente estos resultados establecen una relación directa entre la tasa de mutación, 

la complejidad del espectro de mutantes y la patogenia viral in vivo. 

 

El virus de la Influenza es un excelente modelo para estudiar estos procesos entre 

especies no relacionadas, ya que como se mencionó anteriormente involucra una gran 

cantidad de especies. La población inicial debe generar al menos un mutante que sea 

capaz de interactuar con el nuevo hospedero. Una vez que éste alcance el nuevo 

hospedero deben ocurrir cambios adaptativos como el uso de nuevos receptores 

celulares. Finalmente, y tal vez lo más dificultoso, es lograr que el virus sea capaz de 

evolucionar y transmitirse entre los miembros de la nueva especie una vez que el salto 

inter-especifico haya ocurrido.  

 

1.1.3 Compartimentalización de cuasiespecies tejido-especifica 

 

La diversidad y organización de las variantes dentro de la cuasiespecie puede 

estudiarse a nivel de un hospedero y/o a nivel intra-hospedero, seleccionando 

distintos tejidos de un mismo hospedero. El término compartimentalización tejido-

especifica fue originado a través de estudios realizados con el virus de la hepatitis C. 

Navas y colaboradores mostraron la existencia de subpoblaciones con distinta 

composición genética en células de sangre periférica, hígado y linfocitos [40]. Los 

diferentes patrones de compartimentalización pueden explicarse por diferencias en la 

susceptibilidad genética del hospedero, presencia de barreras anatómicas y tasas de 

replicación viral y mutaciones diferenciales. La compartimentalización puede 

involucrar eventos de deriva génica y efectos fundadores y/o ser consecuencia de 

presiones selectivas. Una subpoblación puede presentar un fitness elevado en un 
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tejido y una disminución del mismo en otro tejido. La diversidad poblacional y la 

compartimentalización están íntimamente relacionadas ya que la cooperación de 

variantes genéticamente diversas puede favorecer a la colonización de nuevos tejidos 

[39, 40]. 

 

1.1.4 Metodologías utilizadas para el estudio de cuasiespecies 

 

Si bien el método de secuenciación de Sanger es muy utilizado para estudios de 

identificación viral y análisis filogenéticos, el mismo presenta poca resolución para 

estudios poblacionales ya que se basa en una única lectura de la secuencia y es capaz 

de detectar variantes para cada posición nucleotídica únicamente si están presentes 

en elevadas frecuencias (30- 40%). Por lo tanto, las secuencias consenso identifican las 

posiciones nucleotídicas predominantes dentro de una población, pero no son 

completamente informativas sobre la nube de variantes subyacente [37]. Por 

consiguiente, el método de secuenciación de Sanger no permite determinar las 

secuencias nucleotídicas de una molécula de RNA genómico, sino de una multitud de 

genomas que definen la secuencia consenso [41].  

 

Con el fin de aumentar la sensibilidad en la caracterización de poblaciones virales, en 

una primera instancia se empleó la clonación de productos de PCR y posterior 

secuenciación de Sanger. La secuenciación de clones individuales permite analizar con 

mayor resolución la heterogeneidad poblacional, ya que cada clon representa a una 

única variante genética [42]. Además la utilización de enzimas de alta fidelidad, las 

cuales presentan una fidelidad de copia dos órdenes de magnitud mayor que las taq 

polimerasas convencionales disminuyen los errores de la reacción de PCR, que podrían 

ser interpretados como cambios nucleotídicos en las variantes de la población [42, 43]. 

 

El advenimiento de los últimos años de plataformas de secuenciación de última 

generación (NGS, del inglés next generation sequencing), como Roche's GS FLX y 

Illumina's Genome Analyzer, han permitido la detección con gran profundidad de  

variantes minoritarias dentro de una muestra y además han permitido grandes 

avances en el análisis de la diversidad a nivel poblacional. Las tecnologías basadas en 

NGS proporcionan un altísimo rendimiento y gran cantidad de datos, generando miles 

de reads (secuencias de aproximadamente 100 nts) para cada posición secuenciada y 

de este modo generándo una cobertura ultra profunda de varias decenas de miles de 

reads promedio por nucleótido analizado [42]. 
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1.2 Modelo de estudio: Virus de la Influenza 

 

1.2.1 La enfermedad 

 

En base a lo que establece la Organización Mundial de la Salud, la Influenza A o gripe 

es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta las células del epitelio 

respiratorio desde las vías aéreas superiores hasta los alveolos.  

La enfermedad se caracteriza por la aparición súbita de fiebre alta, dolores musculares, 

cefalea, malestar general, tos seca, dolor de garganta y rinitis. La sintomatología suele 

aparecer 48 horas luego de efectuado el contagio. Generalmente el periodo de 

incubación es de uno a cuatro días, pero esto depende de la carga viral y del estado 

inmunológico del hospedero, presentando altas concentraciones virales en las 

secreciones respiratorias durante la fase inicial de la enfermedad [7].  Esta enfermedad 

puede presentarse de forma leve o incluso de forma asintomática, principalmente en 

adultos jóvenes saludables. Sin embargo, en algunos casos puede generar 

complicaciones más graves terminando en neumonías, e incluso puede llevar a la 

muerte, particularmente en personas mayores de 65 años, mujeres embarazadas, 

niños menores de 2 años y personas con ciertas enfermedades crónicas, metabólicas o 

inmunodeprimidos [44]. 

 

La recuperación de los individuos infectados involucra tanto la respuesta inmune 

humoral como celular. La respuesta  humoral esta principalmente enfocada a las 

glicoproteínas de superficie del virus, también definidos como los principales 

determinantes antigénicos: la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA). Los 

anticuerpos neutralizantes principales son los anti-HA, los cuales se dirigen 

principalmente a 5 regiones denominados epítopes de la HA. Sin embargo, la rápida 

evolución y adquisición de nuevos cambios a nivel aminoacídico llevan a una 

disminución en el efecto protector de estos anticuerpos. Los anticuerpos anti-NA se 

producen en menor título y su efecto protector se basa en limitar la difusión del virus 

al aparato respiratorio, bloqueando la liberación viral tras el ciclo replicativo. La 

respuesta inmune celular juega un rol importante en la patogénesis viral, teniendo 

como blanco de acción proteínas como la Nucleoproteína (NP) o la proteína de matriz 

(M1), apareciendo a los días 6 a 14 y desapareciendo al día 21. Los virus de la Influenza 

son sensibles a las propiedades antivirales del interferón (INF), siendo éste detectado 

durante la fase aguda de la infección en las secreciones del tracto respiratorio [7]. 
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1.2.2 Epidemiologia  

 

A diferencia de los virus de Influenza B y C, los cuales están restringidos a humanos, los 

virus de Influenza A poseen una ecología más compleja con un amplio rango de 

hospedero que involucra diferentes especies aviares y mamíferas, siendo las aves 

acuáticas su reservorio natural. En las aves acuáticas, el virus de la Influenza muestra 

una mínima evolución generando infecciones asintomáticas. Sin embargo, una vez que 

el virus se transmite a otras especies puede evolucionar rápidamente y causar 

epidemias y pandemias en aves de corral, mamíferos inferiores y humanos [45] . Entre 

humanos, los virus de Influenza se transmiten por gotas de aerosoles liberadas al 

toser, estornudar, hablar o exhalar. También es posible la transmisión por vías 

indirectas, esto es, por contacto con objetos contaminados. 

Los virus de Influenza tienen una distribución mundial y causan epidemias de diferente 

intensidad a lo largo del año. La enfermedad alcanza su pico de mayor prevalencia en 

regiones de clima templado durante los meses de invierno. Cada año existen dos 

temporadas de gripe ya que el hemisferio sur y el hemisferio norte alcanza esta 

estación en distinto momento, mientras que en las regiones tropicales la temporada 

de gripe se desarrolla durante todo el año. Los brotes anuales de Influenza afectan 

entre el 5 y 15% de la población mundial, resultando en 3 a 5 millones de casos 

severos. Se ha estimado una tasa de mortalidad anual de 250.000 a 500.000 casos en 

todo el mundo, siendo la principal causa de muerte respiratoria en humanos, y estas 

cifras pueden incrementarse drásticamente en años de pandemia [46]. 

Una de las características más relevantes de las epidemias provocadas por el virus de 

la Influenza es su rápida aparición y diseminación.  

Además de la gran trascendencia en lo que respecta a salud pública debido a su gran 

capacidad de diseminación, alta morbilidad y repercusión sobre la mortalidad, esta 

enfermedad genera un gran impacto socioeconómico. Éste último incluye costos 

directos, relacionados al sistema sanitario, como gastos de medicamentos y 

hospitalizaciones, así como costos indirectos relacionados a las consecuencias del 

absentismo laboral o escolar y la reducción en el sistema productivo. Un estudio 

reciente estima que en los Estados Unidos los costos directos anuales superan los 3 

billones de dólares y los indirectos rondan entre 10 y 15 billones de dólares [44]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

 

 

26 

1.2.3 Clasificación y Nomenclatura 

 

El agente etiológico de esta enfermedad es el virus de la Influenza A, el cual forma 

parte de la familia Orthomyxoviridae. Esta familia viral está compuesta por tres 

géneros de virus Influenza: virus Influenza A (VIA), virus de la Influenza B (VIB), virus de 

la Influenza C (VIC) [7]. Los tres géneros de virus Influenza difieren en su rango de 

hospedero así como en su patogenicidad.  

 

Los virus Influenza A son los más importantes ya que es el responsable de epidemias 

anuales y pandemias. Éstos, a su vez, están divididos en múltiples subtipos como 

resultado de la combinación de dos proteínas virales, Hemaglutinina (HA) y 

Neuraminidasa (NA). En la naturaleza se han reportado dieciocho genes que codifican 

la proteína HA y once genes que codifican la proteína NA. Todos los subtipos de HA y 

NA se han encontrado en aves acuáticas, excepto los subtipos recientemente 

descriptos H17N10 y H18N11, los cuales fueron recientemente descriptos en 

murciélagos [47].  A lo largo de la historia solo tres subtipos de HA (H1, H2 y H3) y dos 

de NA (N1 y N2) han sido capaces de causar pandemias en humanos (H1N1, H2N2, and 

H3N2). Sin embargo, han ocurrido transmisiones inter-específicas de virus aviares a 

humanos involucrando distintas HA (H5, H6, H7, H9 y H10) sin lograr una buena 

transmisión humano-humano [48, 49]. 

 

Los virus de Influenza se denominan a través de un acrónimo, en el que se incluye en 

primer lugar el tipo de virus (A, B o C) y en el caso que no sea una cepa de origen 

humano se debe de debe incluir su hospedero. Posteriormente se escribe el origen 

geográfico, el número asignado y el año de aislamiento. Finalmente y entre paréntesis 

se indica el subtipo viral [7], ver figura 5.  

 

 

 
 

Figura 5. Nomenclatura de los virus Influenza. 
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1.2.4 Morfología y Organización Molecular  

 

Los virus Influenza son virus envueltos y pleiomórficos de 80-120nm. Se caracterizan 

por poseer un genoma de RNA simple hebra de polaridad negativa segmentado de 

13.6 Kb. La envoltura viral consiste en una bicapa lipídica obtenida de la célula 

hospedera en la cual están insertas tres proteínas virales, la HA, la NA y una tercera 

proteína, la proteína de canal iónico (M2).  

 

La proteína HA es una glicoproteína integral de membrana tipo I, la cual se une al 

receptor celular en la célula hospedera. La proteína NA es una glicoproteína integral de 

membrana tipo II con actividad sialidása. La proteína M2 forma un canal iónico entre el 

interior viral y el medio. Asimismo, la HA, NA y M2 poseen distinto grado de 

agregación. Mientras HA se encuentra formando homotrimeros, la proteína NA y M2 

forma homotetrameros [50]. Por debajo de la envoltura se encuentra la proteína de 

matriz (M1), la cual establece conexiones entre la envoltura viral y el core interno. El 

genoma viral está compuesto de ocho segmentos de RNA simple hebra de polaridad 

negativa (RNAv). Cada uno de los segmentos génicos está asociado a nucleoproteínas 

(NP) y al complejo de polimerasas virales, Polimerasa básica 1 (PB1), Polimerasa básica 

2 (PB2) y Polimerasa ácida (PA). Por otra parte, también se encuentran en el virión 

proteínas no estructurales como la proteína no estructural 1 (NS1), proteína no 

estructural 2 (NS2) o proteína de exportación nuclear (NEP), la proteína N40 y PB1-F2 

[7, 51], ver figura 6.  

 

 
Figura 6. Diagrama esquemático de la estructura del virus de la Influenza A. Se observan las proteínas 

integrales de membrana (HA, NA y M2). Por debajo se aprecia la proteína de matriz (M1) y los ocho 

segmentos génicos de RNA rodeadas de las nucleoproteínas (NP) y asociados al complejo de RNA 

polimerasas (PB1, PB2 y PA). Extraído y adaptado de Medina y García-Sastre, 2011. 
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Con un genoma de menos de 14 kb, estos virus han desarrollado distintas estrategias 

para expandir la capacidad codificante de su genoma. Entre ellas se incluyen el 

corte/empalme de RNA (splicing) y la generación de RNAm bicistrónicos. En el caso de 

VIA, los ocho segmentos de RNAv son capaces de codificar doce proteínas, ya que el 

segmento génico M y el NS codifican dos proteínas por splicing alternativo y en el caso 

del segmento génico PB2 codifica PB1 N40 y PB1-F2, mediante corrimiento del marco 

de lectura, ver figura 7 [7]. 

 

 
 

Figura 7. Organización genómica del virus Influenza A y sus proteínas codificantes. En la figura se 

muestran los ocho segmentos génicos los cuales codifican para doce proteínas (PB2, PB1, PB1-F2, PB1 

N40, PA, HA, NA, NP, M1, M2, NS1 y NS2). Si bien la mayoría de los segmentos génicos codifican una 

única proteína, algunos generan más de una proteína por mecanismos de corte y empalme alternativo o 

corrimiento de marco de lectura. Extraído y adaptado de Palese y Shaw, 2011. 
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1.2.5 Ciclo replicativo del virus Influenza A 

 

Los virus son agentes biológicos que carecen de un metabolismo propio y dependen 

necesariamente de una célula para su replicación. A continuación se describe 

brevemente el ciclo replicativo para el caso del virus de la Influenza, ver figura 8. 

 

El primer paso para la multiplicación viral es la unión del virus al receptor de la célula 

hospedera. En el caso de virus Influenza que infectan humanos estos se unen al 

receptor celular, ácido siálico (NeuAc), con terminaciones α(2.6). La penetración del 

virus a la célula se produce por mecanismos de endocitosis mediada por receptor. El 

bajo pH dentro de la vesícula causa alteraciones en la conformación de la proteína HA, 

exponiendo un extremo hidrofóbico de la subunidad HA2. Este cambio hace posible la 

fusión de la membrana endosomal con la membrana plasmática, permitiendo 

posteriormente la liberación de las RNPv al citoplasma celular. 

El descenso del pH dentro de la vesícula también activa la proteína de canal iónico M2 

y por lo tanto al flujo de protones al interior de la partícula viral. Este flujo de cargas 

positivas desestabiliza las interacciones entre las RNPv y las proteínas de matriz M1, 

permitiendo de este modo su liberación al citoplasma [7].  

A diferencia de la mayoría de los virus con genoma RNA, en el caso de Influenza los 

segmentos de RNAv son transportados desde el citoplasma al núcleo, ya que todos los 

segmentos de RNAv deben obtener el 5´cap para sintetizar sus propios RNA 

mensajeros (RNAm) y algunos requieren de la maquinaria de corte/empalme (splicing). 

Durante la generación de los RNAm virales, los segmentos de RNAv de polaridad 

negativa son copiados por el complejo de polimerasas virales a RNA de polaridad 

positiva. Dicho proceso se requiere un mecanismo denominado cap-snatching o 

secuestro de cap, mediante el cual el complejo de polimerasas virales corta los RNAm 

celulares y los utilizan como primers para el inicio de la polimerización. Los RNAm 

virales generados son exportados desde el núcleo al citoplasma y son traducidos por 

un mecanismo cap-dependiente. La mayoría de los RNAm virales son traducidos por 

ribosomas libres en el citoplasma. Sin embargo, aquellos RNAm que codifican las 

proteínas HA, NA y M2 son traducidas por ribosomas asociadas al retículo 

endoplásmico, pasando por el retículo y el aparato de Golgi donde sufren 

modificaciones post-traduccionales y finalmente son insertadas en la membrana 

citoplasmática de la célula hospedera [7].  

El aumento en la cantidad de proteína NP generada a lo largo del ciclo se cree que está 

asociada al cese de la transcripción y el comienzo de la síntesis de genomas virales y 

por ende al cambio conformacional en el complejo de polimerasas. La replicación 

ocurre en dos pasos en el núcleo de la célula hospedera: primero se sintetiza una 

molécula de RNA copia (RNAc) de polaridad positiva y luego este intermediario se 

utiliza como molde para la generación de segmentos de RNAv de polaridad negativa 

(genomas virales). Luego se forman los nuevos complejos de RNPv y son exportados al 
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citoplasma siendo las proteínas M1 y NEP/NS2 esenciales en este momento. Una vez 

en el citoplasma se dirigen a la membrana plasmática de la célula hospedera donde 

ocurre el proceso de ensamblaje y brotamiento de las nuevas partículas virales. Estas 

partículas virales poseen glicoproteínas que contienen ácido siálico como parte de su 

estructura de carbohidratos y por lo tanto sufren auto-aglutinación por las HAs. A este 

nivel actúa la proteína NA, cuya función es la remoción de esas interacciones por su 

capacidad sialidása, permitiendo finalmente la liberación de las nuevas partículas 

virales [7, 51, 52]. 

 

 

 

 

 
Figura 8. Diagrama representativo del ciclo del virus Influenza A. El virus Influenza A que infecta 

humanos reconoce receptores a nivel de la superficie celular unidos al ácido siálico (SA) por un enlace α 

2.6. Una vez unido el virus a la superficie celular este es internalizado por endocitosis y la acidificación 

del endosoma permite en última instancia la liberación de las RNPv al citoplasma. Estas son 

transportadas al núcleo, donde ocurre la transcripción y la replicación formando nuevas RNPv que serán 

dirigidas hacia la membrana plasmática donde se ensamblan, brotan y finalmente son liberadas. 

Extraído y adaptado de Medina y García-Sastre, 2011. 
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1.2.6 Diversidad Antigénica  

 

Los virus Influenza sufren variaciones antigénicas importantes. Sus dos glicoproteínas 

de superficie, la HA y la NA, sufren dos tipos de variaciones antigénicas: la deriva 

antigénica y el salto antigénico. Estos cambios en la antigenicidad viral son la 

estrategia adoptada por los virus Influenza para continuar circulando en la población 

humana, y también hacen que su comportamiento sea impredecible.  

 

1.2.6.1 Deriva antigénica 

 

La estructura de HA del virus Influenza ha sido cristalizada y se ha podido determinar 5 

sitios antigénicos Sa, Sb, Cb, Ca1, y Ca2 en el dominio HA1 el cual forma parte de la 

cabeza globular de la proteína. 

Los cambios antigénicos o deriva antigénica, ocurren por acumulación de una serie de 

mutaciones puntuales que resultan en la sustitución de aminoácidos en los distintos 

sitios antigénicos. Estas sustituciones previenen la unión de los anticuerpos inducidos 

por infecciones previas, y como consecuencia los virus pueden infectar al hospedero. 

Este mecanismo, denominado deriva antigénica, es el responsable de la generación de 

las epidemias anuales de Influenza. La frecuente generación de variantes antigénicas 

de VIA ha determinado que la vigilancia de estos virus sea un objetivo de salud pública 

prioritario a escala mundial, ya que compromete además la eficiencia de vacuna [53-

55]. 

 

1.2.6.2 Salto antigénico 

 

Los saltos antigénicos involucran cambios antigénicos mayores en las glicoproteínas de 

superficie, resultando en el reemplazamiento de un segmento génico codificante. 

Como se mencionó anteriormente, una peculiaridad del genoma del virus Influenza es 

su distribución en diferentes segmentos génicos. Esta característica permite que los 

virus puedan intercambiar o reordenar segmentos completos con otras variantes 

virales y generar nuevas entidades cuando las distintas variantes co-infectan una 

misma célula. Algunos de estos virus tendrán la capacidad de infectar humanos y en 

ocasiones mediante eventos mutagénicos podrán adaptarse a ser transmitidos 

directamente entre ellos. Esto, lejos de ser un evento raro, ocurre con frecuencia en la 

naturaleza y es tal vez la principal fuerza evolutiva de los virus Influenza A [56]. El 

reordenamiento génico ha sido el verdadero causante de la aparición de los diferentes 

subtipos virales a lo largo de la historia de los virus Influenza en humanos y animales. 

Cuando el reordenamiento involucra los segmentos génicos codificantes para HA y NA 

se habla de un salto antigénico y se da la emergencia de un nuevo subtipo viral 

genéticamente diferente. Este proceso ha sido asociado a la generación de cepas 

pandémicas que ha sufrido la humanidad [57-60]. 
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1.2.7 Pandemias por el virus de la Influenza A 

 

A lo largo de la historia han ocurrido diversas pandemias. La primera pandemia del 

siglo XX ocurrió en 1918 y fue conocida como “gripe española”. Esta pandemia fue 

causada por un virus H1N1 de origen aviar y se estima que causó más de 50 millones 

de muertes. Las subsecuentes pandemias fueron más leves. En 1957 ocurrió la 

pandemia conocida como gripe asiática, donde la cepa H1N1 que circulaba fue 

remplazada por una cepa de H2N2 y en este caso el número total de víctimas fue 

estimado en 1.5 millones. Posteriormente, en 1968 ocurrió la pandemia conocida 

como gripe de Hong Kong. Dicha pandemia fue causada por un nuevo virus de origen 

aviar subtipo H3N2, con 1 millón de casos de muertes. Para el año 1957 el subtipo 

H1N1 dejo de circular en humanos y volvió a emerger en 1977. A partir de ese 

momento los virus H1N1 y H3N2 co-circularon hasta que en abril del 2009 un nuevo 

virus, lejanamente relacionada con la cepa H1N1 que circulaba, gano lugar en la 

población humana. La emergencia de este nuevo virus inició la primera pandemia del 

siglo XXI (H1N1 pdm) [49, 61, 62]. Los primeros casos reportados tuvieron lugar en 

México y Estados Unidos, y rápidamente el virus se diseminó a nivel global. Para el mes 

de junio alrededor de 30.000 casos habían sido reportados en 74 países y fue en ese 

momento que la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró alerta por pandemia 

en fase seis.  

 

La nueva cepa H1N1pdm se caracterizó por ser una enfermedad respiratoria febril auto 

limitada, con signos y síntomas similares a los de la Influenza estacional como fiebre, 

tos y dolor de garganta. Otros síntomas no típicos de una Influenza estacional que se 

manifestaron fueron vómitos y diarrea. La tasa de mortalidad y morbilidad fueron 

significativamente diferentes en los distintos grupos etarios. La población más 

afectada fueron los niños y adultos jóvenes y la mayor tasa de hospitalización fue para 

niños de hasta 5 años. En contraposición a lo que ocurre con cepas de Influenza 

estacionales, la población menos afectada fueron las personas mayores de 65 años, 

sugiriendo para este grupo etario una inmunidad parcial contra este virus, la cual fue 

posteriormente comprobada en algunos casos. Asimismo se demostró una gran 

similaridad estructural y antigénica con la cepa que causo la pandemia en 1918, 

generando protección cruzada en estudios in vivo [63, 64]. Es interesante notar que 

pese a lo anterior, este grupo etario experimentó una gran tasa de muerte. Si bien los 

casos más severos se dieron en pacientes menores de 5 años, la mayoría de los casos 

fatales tuvieron lugar en pacientes de entre 5 y 59 años. La obesidad severa o mórbida, 

diabetes, enfermedades cardiovasculares y posibles efectos inmunológicos adversos 

fueron los que contribuyeron a los casos fatales por H1N1pdm [63].  

El centro de control y prevención de enfermedades (CDC) estimó para los Estados 

Unidos un total de 61 millones de infectados de los cuales 274.000 necesitaron ser 
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hospitalizados, así como también 12.470 casos de muerte entre abril del 2009 y abril 

del 2010. En términos de severidad, la cepa H1N1pdm fue mucho más leve que otras 

cepas pandémicas teniendo en cuenta además que durante los años no pandémicos 

ocurren alrededor de 30.000 muertes relacionadas a Influenza en los Estados Unidos. 

La OMS declaró el fin de la pandemia el 10 de agosto del año 2010 y hasta la fecha, a 

nivel global se estimó un total de 100.000 muertes a causa de esta cepa pandémica. La 

ausencia de marcadores de virulencia en el gen PB2 (ausencia de residuo de lisina en la 

posición 627), la ausencia de funcionalidad de la proteína PB1-F2, y la ausencia del 

dominio PDZ en la proteína NS1, en parte explican la baja patogenicidad que tuvo el 

virus H1N1pdm comparado con el de 1918 [49, 51]. 

 

El origen porcino del nuevo virus pandémico y la historia evolutiva de cada uno de los 

segmentos génicos, fue revelado por un grupo de investigación conformado por más 

de 340 científicos de todo el mundo. En base al análisis filogenéticos del genoma viral 

se demostró que el nuevo virus fue generado a partir de un reordenamiento entre un 

virus de origen suino que circulaba en la población de cerdos de Norteamérica 

(previamente generado por un reordenamiento triple entre  virus de origen humano, 

aviar y suino) y un virus de origen suino tipo aviar Euroasiático. Los segmentos génicos 

NA y M provenían de los virus de Eurasia y el resto de los virus suinos de 

Norteamérica, los cuales se habían generado previamente por un reordenamiento 

triple entre virus humanos, aviares y suinos [61, 65], ver figura 9.  

 

Con respecto a la dinámica filogenética de los virus Influenza  A H1N1pdm, estudios 

previos mostraron una temprana diversificación de éste virus en 7 clados que 

circularon en el periodo pandémico (Gr 1, Gr 2-pdm al Gr 7-pdm), basados en 

mutaciones especificas en el genoma viral [66, 67]. Luego del periodo pandémico 

ocurrió una nueva diversificación de este virus, definiéndose nuevos grupos 

filogenéticos, basados en mutaciones encontradas en el segmento génico HA (Gr 2 al 

Gr 7. 

 

La última pandemia proporcionó información muy valiosa sobre el carácter 

imprevisible que adopta un modelo viral tan cambiante como el virus de la Influenza, 

ya que la comunidad científica estaba a la espera de una inminente emergencia de una 

cepa pandémica H5N1 de origen aviar. Por otro lado evidenció el rol del reservorio 

suino en la ecología de este virus y la necesidad de su vigilancia contante. Además esta 

pandemia demostró la incapacidad de la industria para generar suficientes vacunas a 

tiempo para proteger a la población susceptible, a pesar de la rápida respuesta de la 

OMS [63]. 
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Figura 9. Generación de los virus de Influenza A H1N1 de la pandemia del 2009. A fines de los años 90 

ocurrió un reordenamiento triple entre cepas humanas A/H3N2, cepas aviares de Norteamérica y cepas 

de cerdos clásicas. Esta cepa reordenante circula en la población de cerdos hasta la actualidad. Uno de 

estos virus triples reordenante fue capaz de reordenar en cerdos con una cepa de cerdos de Eurasia. 

Esta circuló en cerdos hasta ser capaz de transmitirse y mantenerse en la población humana. Extraído de 

Neumann et al, 2009. 
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1.2.8 Prevención y control de la enfermedad 

 

1.2.8.1 Vacunas 

 

La forma más efectiva de reducir la morbi-mortalidad causada por el virus Influenza es 

a través de la implementación de programas de vacunación anual dirigidos 

principalmente a los grupos de riesgo. A diferencia de lo que ocurre con otras 

enfermedades que pueden ser prevenidas con esta medida, en el caso de Influenza, la 

misma no se asocia con una completa protección. La endemicidad mundial del virus, 

persistencia de sus reservorios animales y su capacidad de rápida evolución, 

convierten a este virus en un blanco inapropiado para su erradicación. Sin embargo, 

durante los últimos 50 años han estado disponibles vacunas contra la enfermedad 

gracias a la existencia de una red de vigilancia epidemiológica, establecida por la OMS, 

conocida como sistema de respuesta y vigilancia global de Influenza (GISRS). 

La OMS dedica cada año importantes recursos para sustentar la vigilancia en 120 

centros de referencia en todo el mundo, los cuales hacen recomendaciones del 

contenido vacunal para cada hemisferio a través de análisis antigénicos, de secuencias 

y de susceptibilidad, basados en los niveles de anticuerpos en sueros humanos [49].  

La recomendación de la OMS en relación a la vacuna de Influenza para el hemisferio 

sur es trivalente y está compuesta por dos cepas de Influenza A Influenza (H1N1 y 

H3N2) y una cepa de Influenza B, debido a que estos tipos virales son los principales 

que circulan a nivel mundial. Para el año 2010, 2011 y 2012 la vacuna estaba 

compuesta por, A/California/7/2009 (H1N1), A/Perth/16/2009 (H3N2), y 

B/Brisbane/60/2008. Para el año 2013, se realizaron modificaciones en el contenido 

vacunal en la cepa de Influenza A H3N2 y para la cepa de Influenza B. El contenido 

vacunal para ese año fue A/California/7/2009 (H1N1) pdm09, A/Victoria/361/2011 

(H3N2), y B/Wisconsin/1/2010. Este tipo de vacuna tiene como objetivo inducir la 

producción de anticuerpos neutralizantes específicos capaces de reconocer 

determinantes antigénicos en la región globular de moléculas de HA. 

 

Se ha observado que generalmente las vacunas tanto en niños como en adultos 

presentan tasas de efectividad de entre un 70 a un 90%. Estudios realizados en Estados 

Unidos demuestran que los adultos mayores son el grupo etario menos afectado por la 

vacuna, mostrando una eficacia promedio aproximada del 30 a 50% a los 65 años y del 

15 a 30 % en mayores de 70 años [68]. Sin embargo, se ha reportado que la vacunación 

en personas mayores de 65 años reduce la mortalidad causada por complicaciones 

asociadas al virus en un 50% [69]. 

 

La eficacia de cualquier vacuna contra la gripe (tanto A como B) depende de cuan 

estrechamente relacionadas estén las cepas de la vacuna con las cepas en circulación. 
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En referencia a esto, nuestro grupo de investigación ha realizado varios estudios 

evidenciando que: 

a) El virus de la Influenza B (VIB) que circuló en Uruguay durante el año 2002 estaba 

genética y antigénicamente poco relacionado con la cepa vacunal para ese año [70]. 

b) Estudios realizados para VIA subtipo H3N2 han demostrado de igual forma que las 

cepas vacunales se encontraban genéticamente en clúster diferentes a las cepas 

circulantes, salvo durante el año 2007 [71]. 

c) Análisis de cepas de Influenza A H1N1 pandémica (H1N1pdm) circulantes en 

Sudamérica en el año 2009 se agruparon en el clado 5, 6 y 7, mientras que la cepa 

vacunal pertenecía al clado 1 de la pandemia [72]. 

 

Estos estudios demuestran claramente la necesidad de monitorear la variabilidad 

genética de las cepas que circulan en nuestro país y la región Sudamericana de forma 

de obtener vacunas que estén más relacionadas y por lo tanto que sean más efectivas. 

La selección apropiada de las cepas a ser incluidas en las vacunas plantea un gran 

desafío debido a la continua generación de cambios en la proteína HA. 

En los últimos 60 años el foco de investigación para el desarrollo de vacunas contra 

Influenza ha sido la región altamente variable de la cabeza globular de HA. Sin 

embargo, la última meta en la generación de vacunas es la producción de una vacuna 

universal que promueva la generación de anticuerpos contra epítopes conservados en 

las HAs, que estén accesibles al sistema inmune y que puedan ser capaces de 

neutralizar la mayor cantidad de subtipos posibles. Diversas investigaciones se han 

focalizado a la generación de anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-HA, 

dirigidos a la región transmembrana de dicha proteína [73-75].  

 

1.2.8.2 Terapia antiviral 

 

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 profilaxis y el 

tratamiento de la enfermedad. Actualmente existen dos clases de drogas distribuidas a 

nivel mundial, los Inhibidores de canal iónico y los Inhibidores de la neuraminidasa 

(NAIs). Este tipo de drogas pueden reducir las complicaciones asociadas y la duración 

de la enfermedad si se comienzan a utilizar dentro de las primeras 48 horas luego de 

iniciados los síntomas [76]. Algunos pacientes pueden, sin embargo, desarrollar una 

replicación viral sostenida a pesar del tratamiento antiviral, lo cual es un factor de 

riesgo para la aparición de cepas resistentes a los antivirales que están actualmente en 

el mercado [77]. 
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Los inhibidores del canal iónico son los adamantanos (amantadina y rimantadina) y 

tienen como blanco de acción la proteína M2. Estos antivirales inhiben el intercambio 

de iones necesarios para acidificar el interior del virión y liberar las 

ribonucleoproteínas virales (RNPv) al citoplasma [78, 79]. Si bien los adamantanos 

están asociados a varios efectos secundarios, han sido ampliamente utilizados debido 

a su amplia disponibilidad y bajo costo. Sin embargo, en los últimos años se ha 

observado un creciente aumento en la resistencia a este tipo de fármacos [80-82]. Los 

virus resistentes comparten una sola sustitución en el aminoácido 31 de la proteína 

M2, cambiando de Serina por Asparagina (S31N) [80, 83, 84]. En el caso de los VIA 

H1N1pdm, se ha reportado que todos fueron resistentes a la Amantadina y 

Rimantadina [85, 86]. 

 

En lo que respecta a los NAIs, existen dos tipos de drogas licenciadas a nivel mundial 

para el tratamiento y profilaxis de Influenza,  Relenza® (Zanamivir)  y Tamiflu® 

(Oseltamivir) [87]. Por otro lado, la droga Peramivir ha sido aprobada únicamente para 

su utilización en adultos y niños en Japón, Corea del sur y China [88]. Estas drogas 

mimetizan al sustrato de la neuraminidasa y se unen al sitio activo, el cual es 

altamente conservado entre los virus de Influenza A y B [89], impidiendo la liberación 

viral y limitando la diseminación [90]. La administración de Oseltamivir se realiza por 

vía oral en una dosis de 75mg en adultos, dos veces al día y se recomienda no usar más 

de 5 días durante un tratamiento. Por otro lado, el Zanamivir se proporciona como un 

polvo y se administra por inhalación. Para los adultos, se recomiendan dos 

inhalaciones diarias de 5 mg para el tratamiento de infecciones, mientras que se 

recomienda una inhalación diaria de 10mg con fines profilácticos. Los efectos adversos 

a los NAIs incluyen vómitos, dolor abdominal y náuseas, pero son generalmente leves. 

 

La emergencia de virus Influenza resistentes a los NAIs es un desafío a la eficiencia del 

tratamiento antiviral. Los marcadores moleculares asociados a la resistencia han sido 

identificados en el sitio catalítico de la enzima o cerca de éste, siendo diferentes para 

distintos subtipos virales.  

 

En el caso de los virus de la Influenza A subtipo H1N1 la principal mutación asociada a 

la resistencia al Oseltamivir es un cambio de histidina por tirosina en la posición 275 de 

la NA (H275Y) [91-93]. A partir del año 2007, a nivel mundial se reportó un aumento 

significativo en la frecuencia de cepas A H1N1 H275Y y para la temporada 2008-2009 

ésta sustitución se encontró en más del 99% de las cepas aisladas en Norteamérica y 

Europa [94]. Estudios realizados por Bloom y colaboradores reportaron que en 

ausencia de Oseltamivir, la mutación H275Y 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 necesario que el efecto negativo sea contrarrestado 

por mutaciones secundarias localizadas en algún lugar del genoma viral. Las 
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sustituciones que restauran la capacidad replicativa de los virus H1N1 con la mutación 

H275Y fueron identificadas como R194G, V234M y R222Q en la proteína NA. El 

aumento en la frecuencia de estas mutaciones podría explicar la rápida emergencia y 

dispersión de los virus con la sustitución H275Y a pesar del bajo consumo del 

Oseltamivir [95].  

 

Con la emergencia en el año 2009 de los virus A H1N1pdm, las cepas resistentes H1N1 

que circulaban en la población fueron desplazadas y los nuevos virus pandémicos 

fueron naturalmente sensibles a los NAIs. Sin embargo, se han registrado virus con la 

sustitución H275Y. Más aún, diversos estudios indican que los casos de cepas 

resistentes surgieron tanto luego del tratamiento o profilaxis con Oseltamivir o 

Peramivir, así como también en pacientes no tratados [88, 96]. 

 

Si bien la gran mayoría de los casos de resistencia al Oseltamivir están asociados a la 

sustitución H275Y, otras sustituciones han sido asociadas a casos clínicos de 

resistencia. Las sustituciones I223R/T/M/V fueron detectada en virus resistentes al 

Oseltamivir así como al Zanamivir, aislados tanto de pacientes que habían estado 

expuestos a la droga como aquellos que no habían tenido contacto con ésta. Fue 

reportado que la mutación por sí sola confiere una reducción de la susceptibilidad 

contra el Oseltamivir, Zanamivir y Peramivir 45, 10 y 7 veces respectivamente [97] y 

que cuando se encuentra en combinación con la sustitución H275Y aumenta el IC50 

para el Oseltamivir y Peramivir aumenta 10 a 90 veces comparado con virus que llevan 

únicamente la sustitución H275Y, teniendo menor efecto en el caso de Zanamivir [88]. 

Asimismo, la sustitución N295S se ha asociado a casos de resistencia al Oseltamivir en 

virus de Influenza H1N1pdm, H3N2, y H5N1 [98-102]. La sustitución S247N ha sido 

asociada a un aumento en el IC50 tanto para Oseltamivir como para Zanamivir [103]. 

 

Del total de casos resistentes reportados en el año 2009, 28% fueron aislados de 

pacientes inmunocomprometidos. Los restantes casos correspondieron a pacientes 

que habían estado expuestos al Oseltamivir en un 63% y en un 37% pacientes que 

nunca había estado en contacto con la droga ni con un individuo tratado [88]. 

Datos publicados por la OMS indican que  para octubre del año 2011 habían sido 

reportados 605 casos de virus resistentes al Oseltamivir. Este número no representaría  

la cantidad de casos reales, ya que varios países han reportado una incidencia de 0.5 a 

1% en sus localidades. Por tanto, esto sería equivalente a 5000 a 10000  virus 

resistentes por millón de casos y como fueron reportados más de 60 millones de casos 

solamente en Estados Unidos, podría haber miles de casos resistentes en un solo país.  

Para el año 2011 el 74% de estos casos se aislaron de pacientes que no habían estado 

en contacto con la droga, indicando un aumento en la transmisión de estos virus en la 

población [88]. Análisis genéticos han demostrado que estos virus fueron 

genéticamente idénticos, sugiriendo la emergencia a partir de un mismo ancestro 
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[104]. Se ha observado que la sustitución H275Y en los virus H1N1 pdm aislados en el 

2009 provocaban la disminución de los niveles expresión de la NA, disminuyendo el 

fitness viral [95]. El aumento de la frecuencia a partir del año 2011 sugiere que estos 

virus han adquirido la capacidad de llevar la mutación H275Y sin comprometer el 

fitness viral.  Butler y colaboradores identificaron las sustituciones, (241I y N369K, que 

permiten la adquisición de la mutación H275Y sin comprometer el fitness viral [105]. 

Más aún, Bloom y colaboradores identificaron otra sustituciones (R257K, T289M y 

V234M) como capaces de permitir adquisición del fenotipo resistente [106]. La 

complejidad de los patrones detrás de la generación de cepas resistentes pone de 

manifiesto la necesidad de la vigilancia de estos virus. 

 

El posible aumento en la frecuencia de resistencia al Oseltamivir es de preocupar ya 

que ésta droga es en la actualidad el agente antiviral más utilizado para el control de 

las infecciones por virus Influenza. Es por esta razón que nos resulta de gran interés la 

realización de estudios donde se caractericen las variantes virales circulantes en 

nuestro país y en la región. Asimismo, tomando en cuenta la circulación en forma de 

cuasiespecies de estos virus nos interesa realizar una detallada caracterización 

molecular de la diversidad poblacional de los VIA H1N1pdm circulantes en Uruguay 

utilizando NGS, de forma de evaluar variantes minoritarias con mutaciones de 

resistencia. 

 

1.2.8.3 Nuevos desafíos en la terapia antiviral.  

 

Actualmente existen nuevas drogas antivirales como DAS181 (Fludase), Favipiravir (T-

705) y la Nitazoxanida, las cuales están siendo evaluadas en ensayos clínicos para la 

prevención y tratamiento de la gripe [49].  

 

Fludase consiste en un dominio catalítico sialidasa de origen bacteriano unido a un 

factor de crecimiento del epitelio respiratorio, como un dominio de anclaje requerido 

para el direccionamiento a las células del epitelio respiratorio. La actividad sialidasa 

escinde los enlaces α2,3 y α2,6 unidos al ácido siálico en la superficie celular y su 

remoción previene la unión de los virus Influenza. Fludase es una estrategia 

prometedora en lo que respecta a la prevención y tratamiento de la gripe, mostrando 

en diferentes estudios in vitro e in vivo la reducción de carga viral y diseminación 

contra una amplia gama de virus Influenza tanto A como B. Sin embargo, las 

contraindicaciones del potencial uso de esta droga todavía no han sido abordadas. 

 

Por otro lado, Favipiravir tiene un mecanísmo de acción diferente. Esta droga inhibe 

selectivamente la RNA polimerasa viral ya que compite con las purinas y es 

incorporado por error por la RNA polimerasa viral. Esta droga de igual forma que 

Fludase, muestra actividad antiviral contra una amplia gama de tipos y subtipos de 
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virus Influenza, incluyendo cepas NAI resistentes. Asimismo ha mostrado una gran 

actividad antiviral en estudios in vivo con cepas altamente patogénicas como H5N1, 

estando actualmente en fase 2 de ensayos clínicos en los Estados Unidos. 

 

La Nitazoxanida es un agente antiparasitario y se observó en estudios in vitro su 

actividad antiviral frente a una amplia gama de virus de DNA y RNA, incluyendo el virus 

de la hepatitis B, hepatitis C y de la Influenza. Para este último, el mecanismo de acción 

no ha sido plenamente dilucidado hasta la fecha. Sin embargo, algunos estudios 

sugieren que Nitazoxanida bloquea la glicosilación terminal de la glicoproteína HA 

impidiendo su tráfico por la vía secretoria hacia la superficie. Ensayos clínicos han 

demostrado buena seguridad y actualmente está en etapa de desarrollo clínico [49], 

ver figura 10. 

 

 

 
Figura 10. Mecanismo de acción de los antivirales. La figura muestra a qué nivel del ciclo actúan los 

antivirales. El Fludase impide la entrada del virus a la célula, mientras que el Favipiravir como los NAIs 

permite la entrada del virus pero impide la replicación viral. La Nitazoxanide y los inhibidores de 

neuraminidasa actúan al final del ciclo viral impidiendo la glicosilación y transporte de HA por la vía 

secretoria o a nivel de la liberación de los nuevos virus. Extraído y adaptado de Webster & Govorkova, 

2014. 
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2.1 Objetivo general Capítulo I 

 

Profundizar en el estudio de la variabilidad genética de las estirpes del virus Influenza 

A H1N1pdm que circularon en nuestro país, así como en la región sudamericana, entre 

los años 2009 al 2013. 

 

2.2 Objetivo general Capítulo II 

 

Analizar la dinámica poblacional de variantes virales del virus Influenza A H1N1pdm 

entre los años 2009 al 2013  mediante secuenciación masiva. 

 

2.3 Objetivo general Capítulo III 

 

Estudiar la dinámica poblacional y compartimentalización de virus RNA durante el 

transcurso de una infección in vivo.  
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3. CAPÍTULO I: Variabilidad genética de las estirpes 
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entre los años 2009 al 2013 
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3.1 Objetivo general Capítulo I: 

 

Profundizar en el estudio de la variabilidad genética de las estirpes de gripe A H1N1 

que circularon en nuestro país, así como en la región sudamericana, entre los años 

2009 al 2013. 

 

Objetivos Específicos 

 

Amplificar por PCR los segmentos génico HA y NA de virus Influenza A H1N1pdm 

aislados a partir de muestras clínicas. 

 

Determinar la variabilidad genética de virus Influenza que circulan en Uruguay y en la 

región sudamericana y la relación de estas cepas con las estirpes introducidas en las 

vacunas para el hemisferio sur.  

 

Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur en el año 2009, 

en el período de tiempo estudiado. 

 

Determinar polimorfismos asociados a resistencias a los antivirales. 
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3.2  Materiales y Métodos Capítulo I  

 

3.2.1 Muestras 

 

Se analizaron 29 muestras (exudados nasales y aspirados naso-faríngeos) de pacientes 

uruguayos (hospitalizados y ambulatorios) con Enfermedad tipo Influenza (ETI), 

Insuficiencia Respiratoria Aguda (IRA) e Insuficiencia Respiratoria Aguda Grave (IRAG), 

tomadas en un período de tiempo que abarca el año 2009 al 2013. 

La información correspondiente a cada uno de los pacientes se detalla en la tabla 1. 

Dichas muestras fueron provistas por la Asociación Española Primera de Socorros 

Mutuos (AEPSM), en el Marco del proyecto Alianza “Diagnóstico molecular de virosis 

emergentes de gran impacto en salud pública” PE_ALI_2009 11603 -ANII-AESPM 

Facultad de Ciencias, UdelaR. 

Las muestras fueron tomadas durante los primeros tres días luego de comenzados los 

síntomas clínicos y posteriormente fueron tipificadas como Influenza A H1N1 mediante 

la técnica de Real-Time PCR, de acuerdo a las instrucciones del kit comercial de Roche 

[107]. 

 

3.2.2 Extracción de RNA 

 

El RNA total fue extraído a apartir de las muestras clínicas utilizando el kit High pure 

Nucleic Acid de Roche, de acuerdo a las instricciones suministradas por el fabricante. El 

RNA obtenido se utilizó para la obtención de cDNA y parte de este material fue 

almacenado a -80°C para su posterior utilización. 

 

3.2.3 Retrotranscripción 

 

A partir del RNA extraido se realizó la retrotranscripción (RT) utilizando la enzíma 

SuperScrip II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Como primers se utilizaron hexameros 

al azar de forma de obtener cDNA proveniente de todas las regiones del genoma viral. 

Para ello, 5µl del RNA extraído fue adicionado a una mezcla que contenía 5µL de H2O, 

1µl de dNTPs (10Mm) y 1µl de hexameros (250ng). 

La mezcla fue incubada 5min a 65°C y luego 1min en hielo. Posteriormente se preparó 

una segunda mezcla conteniendo 4µl de una solución tampón 5X, 2µl de DDT (0,1M) y 

1µl de H2O. Se adicionó 7µl de la mezcla 2, en la mezcla 1 y se incubó por 2min a 25°C. 

Luego se agregó 1µl de SuperScrip II Reverse Transcriptase (200U/µl) y se incubó en un 

termociclador 2720 ThermalCycler (Applied Biosystems) 10min a 25°C, 50min a 42°C, y 

15min a 70°C. 
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Tabla 1. Características clínicas y moleculares de los pacientes analizados. Se detalla la identidad de cada muestra, la edad de cada paciente, el tipo de muestra y el dato 

clínico. También se muestra el resultado de la RT-PCR en tiempo real para cada muestra. EPOC (Enfermedad pulmonar obstructiva crónica), IRA (Insuficiencia respiratoria 

aguda), IRAG (Insuficiencia respiratoria aguda grave), NAC (Neumonía aguda comunitaria), S/D (Sin dato). 

1 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
3 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
4 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
5 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
6 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D

34 37a Positivo Positivo 35,71 M Hisopo nasal Neumopatia aguda
35 39a Positivo Positivo 35,42 M Hisopo nasal Chequeo IRA
37 57a Positivo Positivo 34,68 M Hisopo nasal Probable neumonia H1N1
45 RN Positivo Positivo 26,6 F ANF RN
48 28a Positivo Positivo 35,41 F Hisopo nasal NAC
56 49a Positivo Positivo 37,73 M Hisopo nasal Diabetes, obesidad, tos, mialgia, odinofagia, Cefalea, Insuf resp
88 38a Positivo Positivo 29,64 M Hisopo nasal Broncoespasmo, fiebre, tos, mialgia, odinofagia
90 70a Positivo Positivo 32,16 M Hisopo nasal NACQ
92 23a Positivo Positivo 27,04 F Hisopo nasal Neumonia IREN
96 42a Positivo Positivo 28,01 F Hisopo nasal S/D
98 80a Positivo Positivo 31,19 M Hisopo nasal EPOC, bronqueoectasias, fiebre, insuf resp

103 28a Positivo Positivo 35,53 F ANF IRA, probable H1N1
108 44a Positivo Positivo 23,25 F ANF Sind. Dawn, fiebre, tos, insuf resp, compromiso hemodinamico
112 63a Positivo Positivo 13,14 M Hisopo nasal NA Icard
113 5m Positivo Positivo 27,71 M ANF Tos, insuf resp, compromiso hemodinamico
117 35a Positivo Positivo 33,22 F Hisopo nasal S/D
118 28a Positivo Positivo 32,79 F Hisopo nasal Asma, tos
141 62a Positivo Positivo 33,26 M Hisopo nasal S/D
154 62a Positivo Positivo 29,82 F Hisopo nasal IR
253 S/D Positivo Positivo S/D F ANF S/D
254 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D
259 S/D Positivo Positivo S/D M Hisopo nasal S/D
271 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D
272 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D

2013

2009

Año Muestra H1N1 Sexo Tipo de muestra Dato clínicoM2Edad

2011

CT
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3.2.4.Amplificación por PCR los genes HA y NA 

 

A partir d de los cDNA preparados anteriormente se procedió a la amplificación de los 

genes HA y NA, siguiendo el diagrama de amplificación que se muestra en la figura 11. 

Se utilizó la enzíma Platinum Taq DNA Polymerase High-Fidelity (Invitrogen) y primers 

diseñados en nuestro laboratorio, ver tabla 2.  

Para ello, se agregaron 5µl de cDNA a una mezcla con un volumen final de 50µl, 

conteniendo 5µl de una solución tampón 10X, 1µl de cada cebador 10mM (F25, R1675 

para el gen HA) y (F20, R1384 para el gen NA), 1µl de dNTPs 10mM, 2µl de MgSO4 50 

mM, 0,3ul de enzíma (5U/ul) Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), y 34.5µl de 

H2O MiliQ. La totalidad de la mezcla se calentó durante 5 min a 94ºC y luego 30 ciclos 

con una temperatura de desnaturalización de 94ºC por 1 min, hibridación a 51ºC por 1 

min  y de extensión a 68 ºC por 2 min. Luego de los 30 ciclos se mantuvo 10 min a 

68ºC. 

 

Al tratarse de muestras clínicas, la carga viral no fue suficiente para observar un 

producto de amplificación luego de una primera ronda (primer round) de amplificación 

por PCR. Por lo tanto, con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo 

se realizó una nested PCR utilizando un segundo round de PCR a partir de 1µl el primer 

round. Para el segundo round de amplificación se preparó una mezcla conteniendo 5µl 

de una solución tampón 10X, 1µl de cada cebador 10µM, (F125, R1559 para el gen HA) 

y (F108, R1237 para el gen NA), ver figura 11. Posteriormente se adicionó a la mezcla 

1µl de dNTPs 10mM, 1.5µl de MgCl2 50mM, 0,5ul de enzima (5U/ul) Platinum Taq DNA 

polymerase (Invitrogen), y 39µl de H2O MiliQ. El ciclado fue de 94ºC durante 5 min y 

luego 30 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94ºC por 1 min, 

hibridación a 52ºC por 1 min y de extensión a 72ºC por 2 min. Luego de los 30 ciclos se 

mantuvo por 10 min a 72ºC.  

 

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador 2720 ThermalCycler 

(Applied Biosystems). En todos los casos se utilizaron tanto controles negativos (agua 

ultra pura libre de RNAasas en lugar de ácidos nucleicos), así como controles positivos 

(RNA extraido de extractos de cultivos previamente infectados con Influenza A H1N1). 

Los productos de amplificación fueron almacenados a -20ºC hasta su utilización.  
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Figura 11. Diagrama de la amplificación por PCR. Se representa la posición en cada uno de los genes 

donde se unen los primers y el tamaño de cada producto de PCR esperado. En color azul se indican los 

primers utilizados en el primer round de PCR y en rojo los que se utilizaron en el segundo round. 

 

Tabla 2: Primers  utilizados para la amplificación por PCR y secuenciación. 

 
 

 

3.2.5 Electroforésis en gel de agarosa y purificación de los productos de PCR 

 

Se realizaron geles de agarosa al 1.2 % en buffer TAE 0.5X (40mM Tris base (pH 7.6), 

20mM ácido acético glacial, 1mM EDTA). Se sembraron los 50µl de cada producto de 

PCR con 10µl de buffer de carga 6X, compuesto de Azul de bromofenol y Xilencianol. 

La corrida fue realizada durante 30min a 90 voltios (V).  

Para visualizar los productos de PCR se utilizó el documentador de geles con luz UV 

(Gel Doc X5 170-8170, Biorad), y el intercalante good view, el cual se activa bajo luz 

UV. Los tamaños de bandas esperados para cada gen fueron de 1434pb para HA y 

1129 para NA, siendo verificados al comparar con un peso molecular 1Kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen). 

Los productos de PCR fueron pirificados a partir de gel utilizando el kit de purificación 

QIAquick Gel Extraction Kit de Quiagen y el kit GE Healthcare illustra™ GFX™ PCR DNA 

and Gel Band Purification Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

F25 CTATATACATTTGCAACCGC 25

R1675 CATATTCTACACTGTAGAGA 1675

F125 CAGTAACACACTCTGTTAAC 125

R1559 CCTTGTTGATTCCAGCTTTC 1559

F20 TAATAACCATTGGTTCGGTC 20

R1384 TCAATGGTAAATGGCAACTC 1384

F108 CTCAATTCAACTTGGGAATC 108

R1237 CTTATACAATCCAGCCCTGT 1237

HA

NA

51 1650

51 1404

Tamaño amplicón (pb)

52 1129

52 1434

Segmento génico Nombre del primer Secuencia (5´-3´) Posición de hibridación Tm asociada °C
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3.2.6 Secuenciación por Sanger 

 

La secuenciación de los productos de PCR fue realizada en el servicio de Secuenciación 

de la Unidad de Biología Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo a través de un 

secuenciador automatico de 4 capilares.  

 

3.2.7 Edición y Análisis de secuencias  

 

Los cromatogramas obtenidos fueron analizados y corregidos manualmente utilizando  

el programa bioinformático CHROMAS, versión 2.32 (Technelysium). Luego de la 

edición, dichas secuencias fueron analizadas con el algoritmo Nucleotide BLAST (NCBI) 

para corroborar su identidad. Posteriormente, las secuencias de cada segmento génico 

(HA y NA) fueron alineadas con la cepa vacunal A/California/07/2009, la cual fue 

recomendada para el hemisferio sur durante el período (2010-2013), mediante el 

software del programa MEGA 5.0 [108]. 

Con el objetivo que estudiar motivos específicos de secuencias de aminoácidos, las 

secuencias nucleotídicas se tradujeron automáticamente y luego se compararon con la 

cepa vacunal. 

Las secuencias de HA y NA fueron alineadas con secuencias correspondientes a cepas 

de Influenza A H1N1 que circularon en la región sudamericana obtenidas de la Base de 

Datos de Influenza de los Alamos (FLU LANL database) disponible en 

http://www.fludb.org/brc/home.do?decorator=Influenza y la base de datos GISAID 

disponible en http://platform.gisaid.org/epi3/frontend#1efd89 , con el objetivo de 

evaluar las relaciones filogenéticas entre estas cepas y la cepa vacunal, así como 

también marcadores de resistencia a los antivirales en las cepas uruguayas y de la 

región.  

A fin de determinar el modelo evolutivo que mejor describía nuestro juego de datos,se  

utilizó el programa Modelgenerator [109], el cual utiliza el criterio informativo de 

Akaike (AIC) y el Hierarchical Likelihood Ratio Test. AIC toma en consideración tanto la 

medida en que el modelo se ajusta a las series observadas como el número de 

parámetros utilizados en el ajuste, de esta forma busca el modelo que describa 

adecuadamente las serie de datos y tenga el mínimo AIC.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.fludb.org/brc/home.do?decorator=influenza
http://platform.gisaid.org/epi3/frontend#1efd89
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3.2.8 Análisis filogenéticos 

 

Utilizando el modelo obtenido mediante el programa Model Generator, se construyó 

un árbol filogenéticos de máxima verosimilitud (Maximum Likelihood)para HA y para 

NA con el programa PhyML [110], disponible en 

http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml . Como medida de la robustez de cada 

rama del árbol se utilizó un ensayo de probabilidad aproximado (aLRT), que 

demuestra que la rama estudiada provee una verosimilitud significativa contra la 

hipótesis nula que involucra colapsar esa rama del árbol pero dejar el resto de la 

topología del árbol idéntica [111]. Una vez obtenidos los árboles filogenéticos, se 

procedió a la edición de los mismos utilizando el programa FigTree v1.4.1 (disponible 

en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

 

3.2.9 Mapeo de sustituciones aminoacidicas. 

 

Con el objetivo de analizar en que región de la proteína se localizaban los sitios donde 

ocurrieron las sustituciones aminoacídicas en las secuencia de HA y NA, se mapearon 

los sitios involucrados mediante el software PyMOL, (The PyMOL Molecular Graphics 

System, version 1.3; Schrödinger, LLC disponible en https://www.pymol.org/, 

utilizando las estructuras cristalográficas para ambas proteínas, cuyo PDB fue, 3B7Q 

para NA y 3LZG para HA. 

 

3.2.9a. Predicción de epítopes y sitios de N-glicosilación. 

 

La predicción de epítopes B lineales que son reconocidos por los anticuerpos del 

sistema inmune fue realizada utilizando el servidor BepiPred, disponible en 

http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/. Los programas para la predicción de 

epítopos B se basan en propiedades físico-químicas de las proteínas y en el uso de 

redes neuronales. La predicción de epítopos en células B es una de las técnicas 

computacionales por excelencia que están siendo empleadas para el diseño racional 

de vacunas. El  programa BepiPred considera que un aminoácido contribuye a un 

potencial epítope B si dicho valor es igual o superior a 0,35. 

 

Los potenciales sitios de N-glicosilación fueron predichos utilizando el servidor 

NetNGlyc 1.0 disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ . 

El servidor NetNglyc predice sitios de N-glicosilación en secuencias protéicas mediante 

un modelo de redes neuronales artificiales que examinan el contexto de secuencias 

con el motivo Asn-Xaa-Ser/Thr. El valor umbral > a 0.5 es un marcador promedio para 

potenciales sitios de glicosilación. 

http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
https://www.pymol.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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3.2.9b Determinación de la eficacia de la vacuna para las cepas pandémicas y post 

pandémicas  

 

La distancia antigénica entre la cepa vacunal y las cepas que conforman el grupo en el 

cuál se encuentran las cepas uruguayas y de la región fue calculada usando el método 

de p-epítope. En este método, la distancia antigénica entre dos cepas es calculada a 

partir 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, ya que dicho epítope está influenciado por la 

presión selectiva del sistema inmune [112]. Los valores P fueron determinados usando 

el programa MEGA 5.0 [108]. Considerando únicamente las sustituciones que ocurren 

en el epítope dominante, la teoría del p-epítope provee una predicción de la eficacia 

de la vacuna  estimada por la ecuación E = (0.47 – 2.47 x p-epítope), donde E es la 

eficacia de la vacuna. Dicha eficacia tiene una correlación lineal con la distancia 

antigénica entre la cepa vacunal y la cepa circulante [113, 114]. Esta ecuación también 

predice que la eficacia de la vacuna no es positiva para valores de p-epítope > 0.19 

[114].  
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3.3 Resultados Capítulo I 

 

3.3.1 Amplificación por PCR de los segmentos génicos HA y NA a partir de muestras 

clínicas 

 

Partimos de 29 muestras que habían sido positivas para Influenza A H1N1pdm 

mediante PCR en tiempo real. De las 29 muestras, 5 pertenecían a aislados clínicos del 

año 2009, 19 fueron aislados durante el año 2011 y 5 en el año 2013. A partir de estas 

muestras se realizó la extracción de RNA, retrotranscripción y posterior amplificación 

de los segmentos génicos HA y NA. Durante el primer round de amplificación no se 

detectó producto de PCR en el gel de agarosa, por lo tanto se procedió a una segunda 

ronda de amplificación (segundo round). En esta oportunidad se logró obtener los 

fragmentos de tamaño deseado para cada uno de los genes estudiados, 1534pb para el 

gen HA y  1129pb para el gen NA. 

En la tabla 3 se detallan las muestras para la cuales se obtuvo amplicón en el segundo 

round de PCR. Se obtuvo producto de amplificación en la gran mayoría de las mezclas 

de reacción que contenían cDNA como molde, logrando un 93% de eficiencia en el 

método de amplificación del gen HA y un 89% para el gen NA. Asimismo y conforme a 

lo esperado, no se obtuvieron productos de amplificación en las mezclas de PCR donde 

se sustituyó el cDNA por agua para la reacción del control negativo. Una vez obtenidos 

los amplicones, éstos fueron purificados y secuenciados bidireccionalmente por el 

método de Sanger.  
Tabla 3. Amplicones obtenidos en el segundo round de PCR para cada uno de los genes estudiados.  

 

1 ✓ ✓
3 ✓ ✓
4 ✓ ✓
5 ✓ x
6 ✓ ✓

34 ✓ x
35 ✓ ✓
37 ✓ ✓
45 ✓ ✓
48 x ✓
56 x x
88 ✓ ✓
90 ✓ ✓
92 ✓ ✓
96 ✓ ✓
98 ✓ ✓

103 ✓ ✓
108 ✓ ✓
112 ✓ ✓
113 ✓ ✓
117 ✓ ✓
118 ✓ ✓
141 ✓ ✓
154 ✓ ✓
253 ✓ ✓
254 ✓ ✓
259 ✓ ✓
271 ✓ ✓
272 ✓ ✓

2011

2013

2009

NAAño Muestra HA
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3.3.2 Determinar la variabilidad genética de VIA que circulan en Uruguay y en la 

región sudamericana y la relación de estas cepas con las estirpes introducidas en las 

vacunas para el hemisferio sur en cada año mediante abordajes filogenéticos 

 

Con el objetivo de estudiar la variabilidad genética de los virus Influenza  A H1N1pdm 

que circularon en Uruguay durante los años 2009 al 2013, la relación de éstos con 

cepas aisladas en la región sudamericana y con la cepa vacunal recomendada para el 

hemisferio sur para los años de estudio (A/California/07/2009), se realizó en primer 

instancia un análisis filogenético utilizando el segmento génico HA. Es importante 

destacar que la región estudiada comprendió desde el aminoácido 86 al 488. Para ello, 

construimos un dataset conteniendo 113 secuencias de HA, 36 de ellas pertenecían a 

cepas aisladas en Uruguay y de las cuales 27 fueron obtenidas durante esta tesis. El 

resto de las secuencias se obtuvieron de la base de datos de Influenza de los Alamos 

(FLU LANL database) y la base de datos GISAID. El dataset incluyó además secuencias 

representativas de los clados identificados en el periodo pandémico y post-pandémico. 

El resultado de este análisis se muestra en la figura 12. 
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Figura 12. Árbol filogenético de máxima verosimilitud del segmento génico HA de virus Influenza A 

H1N1pdm.  Para el análisis se utilizaron 114 secuencias, 36 pertenecían a muestras uruguayas, el resto 

de las secuencias pertenecían a otros países de la región sudamericana, así como secuencias de 

referencia para los grupos Gr 1, Gr 5-pdm, Gr 6-pdm y Gr 7-pdm y  grupos post pandémicos Gr 5, Gr 6 y 

Gr 7. Además se agregó al análisis una secuencia de HA de un virus H1N1 del año 2008 

(A/Uruguay/34/2008), como grupo externo. Se utilizó el modelo estadístico de Maximum Likelihood y 

como prueba de la filogenia se utilizó el método bootstrap con un número de 1000 réplicas. El modelo 

de sustitución nucleotídica empleado fue el Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + gamma. Los números de 

cada nodo representan el valor de bootstrap y la barra inferior de la figura denota distancia. Las cepas 

uruguayas pertenecientes al año 2009 se muestran en rojo, las del año 2011 en verde y las del 2013 en 

azul. La figura 15(A), muestra los grupos filógeneticos que circularon durante la pandemia en la región 

sudamericana y se observan los distintos grupos post pandémicos. El asterisco indica en cuales de estos 

grupos se encontraron las secuencias uruguayas. 15(B), 15(C) y 15(D) muestran los grupos Gr 5, Gr 6 y Gr 

7. 
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Basados en la secuencia del gen HA identificamos un único grupo filogenético que 

circuló durante el año 2009 para las muestras uruguayas. Este grupo se identificó como 

Gr 7-pdm debido a que las secuencias se encontraron en el mismo cluster genético que 

las secuencias de referencia para ese cluster (A/Shanghai/1/2009, A/Ohio/07/2009, 

A/Denmark/523/2009, A/California/14/2009 y A/Quebec/144/2009). Asimismo, el 

análisis filogenético reveló que este grupo fue el más distribuido a lo largo de la región 

sudamericana, ya que la mayoría de las secuencias se encontraron allí. Una situación 

diferente se puede apreciar en el caso de Brasil, donde diferentes cepas aisladas en 

este país se agruparon además en otros cluster filogenéticos como Gr 5-pdm y Gr 6-

pdm, junto a secuencias de referencia para estos clusters (A/New York/4735/2009, 

A/Beijing/3/2009 y A/Wisconsin/629-D00008/2009) para el grupo Gr 5-pdm y 

(A/Italy/127/2009, A/New York/3324/2009, A/Shanghai/143T/2009 y 

A/Toronto/T5362/2009) para el grupo Gr 6-pdm. 

 

Por otro lado, en la figura 12(A) se muestra la generación los grupos filogenéticos que 

circularon en el período post pandémico (Gr 2 al Gr 7) diversificados a partir del grupo 

Gr 7-pdm. Mediante este abordaje filogenético se pudo determinar que las cepas 

uruguayas aisladas en el período post pandémico (año 2011 al 2013) se localizaron en 

los grupos Gr 5, Gr 6 y Gr 7. Las secuencias correspondientes a las cepas aisladas en 

Uruguay durante el año 2011 se agruparon junto a la secuencia de referencia para el 

grupo Gr 5 (A/Astrakhan/1/2011), ver figura 12(B). En este grupo también se 

encontraron secuencias pertenecientes a Chile y Perú. Durante el año 2013, el grupo 

Gr 5 fue reemplazado por las cepas pertenecientes al grupo Gr 6 y Gr 7, las cuales co-

circularon en el mismo periodo de tiempo. Una de las cinco secuencias de cepas 

Uruguayas aisladas en el año 2013 se localizó junto a la secuencia de referencia del 

grupo Gr 7 (A/St.Petersburg/100/2011). Por otro lado, cuatro de las cinco secuencias 

obtenidas ese año en Uruguay se agruparon con secuencias de referencia para el 

grupo Gr 6, localizándose todas ellas en el subgrupo 6B junto a 

A/Mississippi/3518/2013, A/Connecticut/05/2014 y A/South Carolina/01/2013, ver 

figura 12 C y 12 D. 

 

A fin de poder profundizar aún más en el estudio de la variabilidad genética de estos 

virus,  realizamos un análisis filogenético de 44 secuencias del segmento génico NA de 

cepas de Influenza A H1N1pdm aisladas en Uruguay entre los años 2009 al 2013. La 

región analizada comprendió desde el aminoácido 56 al 401. El resultado del análisis se 

muestra en la figura 13.  
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Figura 13. Árbol de máxima verosimilitud realizado para el segmento génico NA de las cepas de 

Influenza A H1H1pdm circulantes en Uruguay. Cada cepa en el árbol se indica con el nombre y en cada 

nodo se indica el valor de aLRT. La barra inferior de la figura denota distancia. La cepa vacunal 

recomendada para el hemisferio sur durante el año 2010–2013 (A/California/7/2009) se indica con una 

flecha. 



Capítulo I 

 

 

 58 

Mediante este análisis se pudo determinar nuevamente que todas las cepas aisladas 

en el año 2009 se agrupan juntas y las cepas aisladas en los distintos años se agrupan 

en cluster distintos. Todos estos grupos fueron apoyados con altos valores de aLTR. 

Asimismo, se puede observar que las cepas del año 2009 están más relacionadas 

genéticamente entre si y mantienen cierta distancia genética con aquellas aisladas en 

el año 2011 y 2013 y que la cepa vacunal A/California/7/2009 mantiene además una 

distancia genética considerable con todas las cepas en las tres temporadas estudiadas. 

Finalmente, este estudio evidenció la co-circulación de dos linajes genéticamente 

distintos en el año 2013.  
 

 

3.3.3 Caracterización de las cepas uruguayas estudiando el segmento génico HA y NA  

3.3.3.1 Estudio de sustituciones en el segmento génico HA 

Con el objetivo de caracterizar las cepas de VIA que circularon en Uruguay durante el 

año 2009 al 2013 en una primera instancia se analizaron los cambios de aminoácidos 

que se generaron durante los tres años de estudio. Dichas secuencias fueron 

comparadas con la cepa vacunal (A/California/07/2009). Para llevar adelante este 

estudio se alinearon las secuencia de HA con la cepa vacunal utilizando el programa 

Clustal W [115] y posteriormente se tradujeron las secuencias de nucleótidos a 

aminoácidos utilizando el programa MEGA 5 [108]. Los resultados de estos estudios se 

muestran en la tabla 4 y anexo-capitulo I. 
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Tabla 4. Sustituciones de aminoácidos en el segmento génico HA de cepas uruguayas comparando con 

la cepa vacunal (A/California/07/2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P S D V S N H S K S A S R I V R A K I G E E K S

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V R - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V R - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V R - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V R - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - M - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - N - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - - N - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - - M - - - - - - - T - - - Q - - V - -  - - -

S - - - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - N - - - - - - - - T - - - Q - - V - - - - -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q G - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -

S - N - - - - - Q T - T - - - Q T E V - - K - N

S - N - - D - - Q T - T - - - Q T E V - - K - N

S - N - - - - - Q T - T - - - Q T E V - - K - N

S - - - - - - - Q T - T - - - Q T E V - - K - N

S G - - - - - G I T T T K - - Q - - V - - K - N

A/Uruguay/253/2013

A/Uruguay/254/2013

A/Uruguay/259/2013

A/Uruguay/271/2013

A/Uruguay/272/2013

* La identidad con la cepa vacunal A/California/07/2009 es indicada con un guion.

A/Uruguay/37/2011

A/Uruguay/113/2011

A/Uruguay/103/2011

A/Uruguay/112/2011

A/Uruguay/96/2011

A/Uruguay/108/2011

A/Uruguay/118/2011

A/Uruguay/141/2011

A/Uruguay/35/2011

A/Uruguay/154/2011

A/Uruguay/45/2011

A/Uruguay/92/2011

A/Uruguay/05/2009

A/Uruguay/06/2009

A/Uruguay/88/2011

A/Uruguay/90/2011

A/Uruguay/98/2011

A/Uruguay/117/2011

A/Uruguay/38/2009

A/Uruguay/39/2009

A/Uruguay/40/2009

A/Uruguay/01/2009

A/Uruguay/03/2009

A/Uruguay/04/2009

A/Uruguay/4/2009

A/Uruguay/6/2009

A/Uruguay/8/2009

A/Uruguay/11/2009

A/Uruguay/19/2009

A/Uruguay/35/2009

373 391 419 468

A/California/07/2009

A/Uruguay/3/2009

240233 266 273 300 338 356160 180 202 214 220 222Cepas 100 101 114 125 138 146 155
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El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de HA reveló que la gran mayoría de 

las sustituciones tuvieron lugar en la región HA1 de la HA (aminoácido 18 al 344). Sin 

embargo en la región HA2 (aminoácido 345 al 520), se han encontrado algunas 

sustituciones en cepas aisladas durante los años 2011 y 2013. Pudimos observar 

además, que todas las cepas uruguayas analizadas difieren de la cepa vacunal en 

cuatro posiciones, 100, 220, 240 y 338. Dos de las cuatro sustituciones involucraron un 

cambio en las propiedades fisicoquímicas del aminoácido. La sustitución P100S cambió 

de un aminoácido no polar (hidrofóbico) a uno polar y la sustitución R240Q cambió un 

aminoácido polar básico cargado positivamente por uno polar sin carga. Asimismo, 

observamos la existencia de sustituciones características para cada uno de los años 

estudiados. 

 

Dado que la principal función de la HA es su participación en la unión al receptor 

celular, resultó interesante evaluar si existían sustituciones que generen cambios en la 

polaridad, estructura y carga eléctrica en la proteína ya que dichas sustituciones 

podrían afectar la función, así como también el reconocimiento de los anticuerpos 

neutralizantes.  

 

Analizamos las posiciones de aminoácidos que forman parte de la región de unión al 

receptor y pudimos observar que ninguna de las muestras presentó sustituciones en 

los sitios conservados de dicha estructura, los cuales se pueden visualizar en la figura 

14 A. Observamos además que todas las cepas analizadas poseen el aminoácido ácido 

aspartico en la posición 204 y en la posición 239 (D204 y D239), ambos localizados en 

el sitio de unión al receptor. Estas posiciones son las principales determinantes de la 

unión de la HA subtipo H1 al receptor humano permitiendo la transmisión eficiente del 

virus entre humanos [116], ver figura C. 

 

Curiosamente, una de las muestras aislada en el año 2013 (A/Uruguay/254/2013), 

presentó una sustitución localizada en el loop 130. La sustitución fue de una  

asparagina por un ácido aspártico en la posición 146, N146D. Si bien se puede observar 

la existencia de distintas sustituciones en el loop 130 para las distintas cepas de 

Influenza, humanas, aviares y suinas, todos los cambios se dieron por aminoácidos de 

igual propiedad fisicoquímica. En el caso de la sustitución N146D, el cambio involucra 

un aminoácido polar sin carga por un aminoácido polar ácido cuya carga neta es 

negativa. 
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Figura 14. Análisis del sitio de unión al receptor. A. Estructura tridimensional de un monómero de HA, 

mostrando dos dominios HA1 en verde y HA2 en rojo, reflejando la estructura secundaria de hojas β y 

hélices α y en negro la región involucrada en la unión al receptor. B. Representación del sitio de unión al 

receptor mostrando el loop 130, el 190 y el 220 y los residuos conservados Y98, W153, H183, y Y195 en 

complejo con un análogo al receptor humano LSTc en la conformación cis (PDB 2YP4) Extraído y 

adaptado de De Graaf & Fouchier, 2014. C. Alineamiento de secuencias de los aminoácidos de distintas 

cepas de Influenza A, aviares, humanas y suinas, analizando los sitios que se encuentra en el sitio de 

unión al receptor.  

 

 

3.3.3.2 Mapéo de las sustituciones en HA 

 

Además de la función en el reconocimiento celular y la fusión de membranas, la HA es 

el principal determinante antigénico contra el cual actúa el sistema inmune. Trabajos 

recientes han revelado la definición completa de los epítopes de las cepas A/H1 

presentes en los virus A H1N1pdm, designados de la A-E o Sa, Sb, Ca1 y Ca2 y Cb   [54, 

112]. Cambios en estos sitios permiten generar variantes de escape y cuando estas 

sustituciones se fijan en la población provocan la deriva antigénica. 

Con el objetivo de visualizar en que región de la proteína se localizaban los sitios 

donde ocurrieron las sustituciones en el segmento génico HA, se realizó el mapeo de 

los sitios utilizando el software PyMOL. Para ello, contamos con la estructura 

cristalográfica de la cepa A/California/04/2004 H1N1pdm (PDB: 3LZG), perteneciente 
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al clado 1 [117], la cual es muy similar del punto de vista estructural a la cepa vacunal 

recomendada para el hemisferio sur A/California/07/2009.  

Los resultados de este análisis revelaron la existencia de diferentes variantes 

antigénicas. Pudimos observar un total de ocho cambios de aminoácidos localizaron en 

diferentes sitios antigénicos para las muestras uruguayas. En el sitio antigénico Ca, se 

observó la sustitución S220T y R240Q en el 100% de las cepas, el cambio H155Q, S222L 

en el 100% de los aislados pertenecientes al año 2011, así como la sustitución S160G 

en el 90% pertenecían al 2011 y 10% de los aislados del 2013. Con respecto a el sitio 

antigénico Sa, se observaron dos sustituicones para las muestras del 2013, K180Q y 

K180I en un 80% y 10% respectivamente. Finalmente, se pudo observar para una unica 

muestra del 2013, una sustitución que mapeó en el sitio antigénico Sb, la misma fue 

S202T. Si bien la mayoria de los cambios fueron por aminoácidos hidrofíficos, la 

sustitución S222L y K180I generó un cambio en la hidrofobicidad en esa posición, ya el 

aminoácido leucina (L) y isoleucina (I) son hidrofobicos.  

Por otro lado, identificamos una sustitución que si bien no mapeaba en ningún sitio 

antigénicos, se localizó muy cerca del sitio antigénico Sb. Dicha sustitución (I233V) se 

observó en el 100% de las muestras del año 2011.  

Las sustituciones en las posiciones 100, 114, 138, 356, 373, 391, 419, 101, 146, 214, 

468, 273 y 300 mapearon en regiones expuesta de la proteína, lo cual es consistente 

con su naturaleza hidrofílica. Pudimos observar que los cambios en estas posiciones 

también involucraron un aminoácido hidrofílico (P100S, D114N, S138N, G356R, E391K, 

K419R, S101G, N146D, A214T, S468N, A273T y K300E), excepto en el caso de la 

posición 373, donde se dió un cambio de aminoácido hidrofílico a uno hidrofóbico 

E373A. Dicho cambio fue observado para las cepas aisladas durante el año 2011. 

Por el contrario, los aminoácidos en las posiciones 125, 233 y 266 naturalmente 

hidrofobicos fueron sustituídos por metionina, valina y leucina respectivamente, 

V125M (2009) y I233V, V266L (2011). El mapeo de estas sustituciones no evidenció una 

localización externa, ver figura 15 y anexo 1. 
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Figura 15. Estructura tridimensional del homotrímero de HA mapeando sustituciones observadas para 

las cepas uruguayas. En (A), las sustituciones encontradas en el 2009, en (B) las sustituciones 

encontradas en el 2011 y en (C) y (D) las sustituciones encontradas en el año 2013. Las figuras de la A-C 

muestran tres estructura tridimensional del homotrímero de HA, una de ellas muestra uno de los 

monómeros en su estructura secundaria (HA1 en verde y HA2 en rojo) y para resto de la proteína su 

estructura superficial en negro. Se representa con esferas blancas los átomos correspondientes a los 

aminoácidos sustituidos en los aislamientos estudiados. Se representa con esfera de diferentes colores 

los átomos correspondientes a los aminoácidos ubicados en los sitios antigénicos y con círculos aquellas 

posiciones donde ocurrieron cambios. En cian Sb, en violeta Sa, en naranjo Ca1 y Ca2 y en azul Cb. A y C. 

Vista lateral, B. Vista frontal, D. Vista superior. Las demás estructuras se muestran en superficie, donde 

uno de los monómeros se indica en gris y los dos restantes en negro. En este caso se muestran en 

esferas verdes los átomos correspondientes a los aminoácidos sustituidos en los aislamientos 

estudiados.  

 

3.3.3.3 Estudio de sustituciones en el segmento génico NA 

Con el objetivo de observar los cambios de aminoácidos que se generaron en el 

segmento génico NA en las cepas uruguayas durante los tres años de estudio y 

comparar éstas secuencias con la cepa vacunal (A/California/07/2009), procedimos a 

alinear las secuencias de NA con la cepa vacunal de la misma forma que se realizó para 

HA. El resultado de este análisis de muestra en la tabla 5. 
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Tabla 5. Sustituciones de aminoácidos en el segmento génico NA de cepas uruguayas comparando con 

la cepa vacunal (A/California/07/2009). 
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Con respecto a las sustituciones encontradas en el segmento NA, pudimos observar 

que todas las secuencias de este estudio fueron diferentes a la cepa vacunal 

A/California/07/2009 en las siguientes sustituciones a nivel de aminoácidos, N248D y 

Y351F. Al igual que en HA, detectamos sustituciones características en NA para cada 

uno de los años estudiados. La mayoría de las cepas aisladas en el año 2011 comparten 

la sustitución S299A y N369S, mientras que las muestras del año 2013 comparten las 

sustituciones N200S, K217R V241I, I231V, N369K y E397K. 

3.3.3.4 Mapeo de las sustituciones en NA 

Al igual que en el caso de HA, se analizó en que región de la proteína NA se localizaban 

las sustituciones de aminoacidos encontradas para las cepas uruguayas. De esta forma 

se estudió la posible cercanía de dichas sustituciones con el sitio activo de la enzima y 

considerando que la proteína NA es el segundo principal determinante antigénico del 

virus, evaluamos también si alguna de las sustituciones se encontraba en alguno de los 

sitios antigénicos descriptos. Una vez mas utilizamos el software PyMOL y la estructura 

cristalográfica cuyos PDB fue 3B7Q.  

El resultado de este estudio mostró que la mayoría de las sustituciones que ocurrieron 

en la proteína NA no se localizaron en la superficie de la proteína. Pudimos identificar 

además, cuatro sustituciones en diferentes sitios antigénicos. La sustitución N248D se 

localizó en el sitio antigénico D, dicha sustitución se observó en todas las muestras 

analizadas. Asimismo, en el mismo sitio antigénico identificamos la sustitución N200S 

en las cepas del año 2013. Por otro lado la sustitución E397K observada en las cepas 

del año 2013 y las sustituciones N369K (2013) y N369S (2011), fueron localizadas en el 

sitio antigénico A, ver figura 16(B). 

Finalmente, se midió la distancia en angstrom (Å) entre la molécula de Oseltamivir y 

las posiciones para las cuales se observaron sustituciones, de forma de inferir cuanto 

podrían afectar dichas sustituciones el sitio de unión a la droga. Mediante este 

abordaje se pudo observar que si bien la mayoría de los cambios no afectarían el sitio 

de unión al Oseltamivir, ya que se localizaron a más de 3Å de distancia, la sustitución 

en la posición 278 (E278K) se localizó a 2.6 Å de la molécula de Oseltamivir. Más aún, 

dicha sustitución implicó el cambio de un aminoácido ácido a uno básico, ver figura 

16(C). 
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Figura 16. Mapeo de sustituciones en la eestructura tridimensional de la NA. En A, cada cadena 

polipeptídica del tetrámero se indica como estructuras de superficie de colores gris y azul. En amarillo se 

muestra el sitio de unión al receptor. En B, se muestran uno de los monómeros y en esferas negras los 

átomos correspondientes a los aminoácidos sustituidos en los aislamientos estudiados. El sitio activo de 

la enzima se muestra en amarillo y dentro de éste se observa la molécula de Oseltamivir. En colores se 

indican los sitios antigénicos A-D;  A (verde), B (magenta), C (rojo) y D (azul).  En C, se muestra la 

distancia en ángstrom entre el aminoácido de la posición 278 y la molécula de Oseltamivir.
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3.3.3.5  Predicción de epitipes B  

Con el objetivo de evaluar si las sustituciones de aminoácidos encontradas estarían 

afectando las propiedades antigenicas de la proteína NA. Nos propusimos estudiar los 

epítopes de celulas B en la molecula de NA. Para realizar este estudio utilizamos un 

dataset que contenía 146 secuencias aisladas en diferentes paices de la región. De esta 

forma no solo evaluamos las sustituciones en nuestro pais, sino que logramos obtener 

una visión mayor sobre la diversidad genética en la región sudamericana. Los 

resultados de este análisis me muestran en la figura 17. 

 

 

Figura 17. Predicción de epítopes de células B en la proteina NA. En la  figura se muestra la 

comparación entre la NA de la cepa vacunal para el año 2010-2013 A/California/07/2009  y las cepas 

aisladas en la región sudamericana. El BepiPred muestra el puntaje (score) en función de la posición de 

los aminoácidos a lo largo de la proteína. Los puntajes por encima de umbral 0.35 se muestran en una 

linea horizontal. Se muestra la comparación de los putajes encontrados para la cepa vacunal (rojo), 

A/Argentina/07–09/2009 (marrón), A/Bahia/124/2009 (verde palido), A/Para/110264/2012 (verde), 

A/Paraguay/138HCl/2009 (gris), A/Rio Grande doSul/678/2012 (amarillo), y A/Uruguay/118/2011 (azul). 

La diferencia de epítopes en las posiciones 102–103 y 351–352 entre la cepa vacunal y las demás cepas 

se indican con líneas punteadas verticales. La diferencia entre la cepa vacunal y la cepa aislada en 

Paraguay en la posición 229 se indica con una flecha. 

La presencia de un epítope se muestra como un pico por encima del umbral de 0.35. La 

mayoria de las sustituciones encontradas en NA no mostraron una variación antigenica 

significativa con respecto a la cepa vacunal. Sin embargo, todas las cepas analizadas 

difieren de la cepa vacunal en dos regiones de epítopes cuya posiciones aminoacídica 

fue 102-103 y 351-352. Mas aún, las cepas aisladas en Paraguay difiren en un epítope 

en la posición 229 con respecto a la cepa vacunal, ver figura 17.  
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3.3.3.6 Análisis de potenciales sitios de Glicosilación  

Los patrones de glicosilación en las proteínas HA y NA pueden afectar las propiedadaes 

antigénicas, la especificidad y afinidad de unión al receptor y la virulencia [118, 119]. 

Por esta razón, analizamos los potenciales sitios de N-glicosilación para ambas 

proteínas mediante el servidor NetNGlyc 1.0.  

Mediante esta aproximación logramos determinar que todas las secuencias HA 

analizadas comparten tres sitios de glicosilación conservados con la cepa vacunal y no 

se detectó presencia o ausencia de potenciales nuevos sitios para esta proteína. Con 

respecto a  NA, todas las secuencias analizadas, comparten siete sitios de glicosilación 

conservados con la cepa vacunal. Sin embargo, observamos un nuevo sitio potencial de 

N-glicosilación en la posición 143 en una cepa aislada en Brasil (A/Minas 

Gerais/21/2009), así como también identificamos que ciertos sitios de N-glicosilación 

presente en la cepa vacunal  no se encontraron en las cepas aisladas en Sudamérica. 

Dichos sitios se localizaban en las posiciones 68 y 88 de la cepa vacunal y no se 

encontraron en la una cepa aislada en Uruguay (A/Uruguay/90/2011) y una cepa 

aislada en Brasil (A/Santa Catarina/223/2012) respectivamente, ver figura 18. 
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Figura 18. Potenciales sitios de glicosilación en HA y NA. Los potenciales sitios de glicosilación identificados para cepas de Influenza A H1N1 pdm circulantes en la regióm 

sudamericana son señalados con flechas rojas. En A se muestra un alineamiento representativo del segmento génico HA de tres secuencias uruguayas , y en B se muestra 

un alineamiento representativo del segmento génico NA.
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3.3.4 Estudio de la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur para el 
año (2009-2013) 
 

Si bien la vacunación es la manera más efectiva de reducir la morbilidad y mortalidad 

por el virus de la Influenza, la eficacia de la misma varía año a año, en parte debido a 

las distancias antigénicas entre las cepas circulantes y la cepa vacunal. Por este motivo 

se analizó la eficacia de la cepa vacunal entre los años 2009 y 2013, teniendo en cuenta 

que no se han realizado modificaciones en la composición vacunal. Para ello, se utilizó 

el método de p-epítope el cual estima la eficacia teórica de la vacuna (E). Con los datos 

de nuestras secuencias calculamos la distancia antigénica entre la cepa vacunal y las 

cepas uruguayas de los distintos grupos filogenéticos identificados (Gr 7-pdm, Gr 5, Gr 

6 y Gr 7), ver tabla 6.  

 

Tabla 6. Distancia aminoacídica para los cuatro grupos filogenéticos con respecto a la cepa vacunal 

A/California/07/2009. 

 
 

El presente estudio dio como resultado que entre los distintos grupos filogenéticos 

identificados en este período de tiempo, las cepas pertenecientes al grupo filogenético 

Gr 7-pdm, presentaron una mayor relación con respecto a la cepa vacunal, siendo el p-

epítope = 0.059 y por lo tanto una eficacia de 0.347. Para este grupo el epítope 

dominante fue el epítope E. Analizando las cepas del año 2011 y 2013, pudimos 

observar una disminución de la eficacia de la cepa vacunal. La comparación de la cepa 

vacunal con las cepas aisladas en el año 2011 Gr 5, reveló una eficiencia de 0.223. 

Asimismo, observamos que para este año el epítope dominante pasó a ser el epítope 

A. Al igual que lo observado para las cepas del Gr 5, la comparación de la cepa vacunal 

con aquellas pertenecientes al grupo filogenético Gr 6 el análisis de distancia 

antigénica mostró una eficacia vacunal de 0.223. Asimismo, pudimos observar una vez 

más el cambio de epítope dominante, siendo en esta oportunidad el epítope D. 

Finalmente la comparación de la cepa vacunal con el grupo definido como Gr 7 

presentó el valor de eficiencia menor siendo esta de 0.198 y el epítope dominante fue 

el E. 

G7 pdm

S220T

G5

D114N, R222K, I233V, V266L

G6

D114N, S202T, S468N

G7

S160G, A214T
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0,223
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0,198
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4 a 5

4

61 2013
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0,100
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3.3.5 Determinar polimorfismos asociados a resistencia a antivirales 

 

Con la finalidad de analizar la existencia de cepas resistentes a los NAIs durante los 

años 2009 y 2013, se estudió la presencia de cambios en aminoácidos característicos 

en el segmento génico NA asociados a la resistencia de estas drogas, tanto en cepas 

uruguayas como en cepas de la región. Para ello, se realizó un dataset con 343 

secuencias correspondientes al segmento génico NA de muestras aisladas en Uruguay 

y en diferentes países de la región. Las sustituciones de aminoácidos para las cepas 

uruguayas se muestran en la figura 19 y el análisis para la región sudamericana se 

detalla en la tabla 7. 

 

 
Figura 19. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de NA de seis cepas representativas de Influenza 

A provenientes de Uruguay. Las cepas se muestran por su nombre a la izquierda de la figura. Los 

cambios aminoacídicos característicos en las posiciones 223, 247, 275 y 295 en la proteína NA, asociados 

a la resistencia a los NAIs se indican con flechas negras, mientras que aquellas sustituciones que 

aumentan el fitness viral de los virus resistentes H275Y se indican con flechas rojas. En círculos se indica 

las sustituciones detectadas en los virus aislados en Uruguay mediante secuenciación de Sanger.  
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Tabla 7. Análisis de los polimorfismos asociados a la resistencia de los NAIs en la región 

Sudamericana. 

 

 
 

Mediante el análisis de las secuencias consenso, no logramos identificar sustituciones 

asociadas a resistencia a los NAIs en las muestras uruguayas. Sin embargo, el análisis 

de las secuencias de NA de virus aislados en diferentes países de la región 

sudamericana permitió identificar la sustitución H275Y en muestras del año 2009, 

2012 y 2013, siendo en el 88.8% de los casos, cepas aisladas en Brasil. Asimismo, se 

observaron las sustituciones I223M y S247N para dos muestras del año 2011 y la 

sustitución N295S en una muestra del año 2012.  

En Uruguay, las sustituciones  V241I y N369K se observaron para las muestras del año 

2013. Sin embargo, dichas sustituciones ya estaban presentes en cepas circulantes en 

la región desde el año 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H275Y 2 (1,61%) 0 5 (5,4%) 1 (1,4%)

I223R 0 0 0 0

I223M 0 1 (1,85%) 0 0

I223V 0 0 0 0

I223T 0 0 0 0

S247N 0 1 (1,85%) 0 0

N295S 0 0 1 (1,8%) 0

V241I 0 30 (55,5%) 93 (100%)  62 (86,1%)

N369K 0 32 (59,3%) 93 (100%)  64 (88,0%)

R257K 0 0 0 0

T289M 0 0 0 0

V234M 0 0 0 0

Sustitución aa Año 2009 (n= 124) Año 2011 (n=54) Año 2012 (n= 93) Año 2013 (n=72)
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3.4 Discusión Capítulo I 

 

En una primera instancia el trabajo se centró en obtener las secuencias de las 

segmentos génicos HA y NA, a partir de virus aislados de exudados nasales y aspirados 

naso-faríngeos de pacientes uruguayos (hospitalizados y ambulatorios) diagnosticados 

con enfermedad tipo Influenza (ETI), insuficiencia respiratoria aguda (IRA) e 

insuficiencia respiratoria aguda grave (IRAG), tomados en un período de tiempo que 

abarca el año 2009 al 2013. Utilizando protocolos previamente puestos a punto  y 

primers diseñados en nuestro laboratorio, se procedió a la extracción de RNA, 

retrotranscripción y posterior amplificación por PCR en dos round. Como era de 

esperarse, no se obtuvo señal de amplificación en el gel de agarosa en el primer round 

de amplificación debido a la baja carga viral en las muestras clínicas. Una vez realizado 

el segundo round, se logró obtener amplificación del gen HA en un 93% de las 

muestras analizadas y de el gen NA en un 89% del total de muestras. Dichos resultados 

indican una gran eficiencia del método de amplificación utilizado. Con respecto a las 

muestras para las cuales no se logró obtener amplicón, las mismas presentaron altos 

valores de CTs, indicando baja carga viral. En el caso de la muestra 34 el CT fue de 

35.71 y para la muestra 56 el CT fue de 37.73. Para el caso de la muestra 05 (2009) no 

contamos con los datos de CT. 

 

La determinación de la diversidad 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 [59]. Con respecto a la dinámica filogenética de los 

virus Influenza  A H1N1pdm estudios anteriores, basados en mutaciones especificas en 

el genoma viral, mostraron una temprana diversificación del virus en 7 clados o grupos 

filogenéticos que circularon en el periodo pandémico (G1, G2-pdm al G7-pdm) [66, 67]. 

El análisis filogenético realizado con el segmento génico HA de virus Influenza A 

H1N1pdm aislados de muestras clínicas durante el año 2009 al 2013 reveló la 

circulación de 4 grupos genéticos en Uruguay durante este período, ver figura 12(A) a 

12(D).  

En este estudio identificamos que todas las cepas aisladas en Uruguay, así como la 

mayoría de cepas aisladas en la región, pertenecián al clado 7 Gr 7-pdm. Las 

sustituciones aminoacídicas en la proteína HA que definen el clado 7 (P100S, S220T y 

I338V) se encontraron en todas las cepas sudamericanas, ver tabla 6. Ninguna de estas 

sustituciones se encuentra presente en la cepa vacunal A/California/7/2009, la cual 

pertenece al clado 1. 

  

Asimismo, en el análisis filogenético de HA observamos que otros linajes habían 

circulado en la región durante el año 2009 (G7-pdm, G6-pdm y G5-pdm), así como la 
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co-circulación de linajes en países como Brasil, como ya había sido descripto 

previamente [72, 120, 121]. Actualmente 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 [66].  

 

Al igual que se observó en otras regiones, el clado G7-pdm fue el más distribuido 

durante el periodo pandémico [66, 67]. La dominancia de este clado frente a los 

demás, se podría atribuir a su introducción inicial en la ciudad de Nueva York, lo que 

probablemente facilitó su rápida dispersión global debido a su alta interconexión 

internacional [122]. 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. 

 

El fin de la pandemia fue declarado en agosto del año 2010 por la Organización 

mundial de la salud. En Uruguay no se reportaron casos de Influenza A H1N1 para el 

año 2010, esto podría deberse a la inmunidad rebaño generada por la campaña de 

vacunación masiva contra el virus pandémico en el año previo. Desde entonces, el 

virus ha circulado como un virus estacional junto al virus de Influenza A/H3N2 y dos 

linajes del virus Influenza B, causando epidemias anuales durante los meses de 

invierno, con un menor impacto en la morbilidad y mortalidad que durante el periodo 

pandémico.  

 

En base al análisis del segmento génico HA de virus circulantes en el periodo post 

pandémico, se ha observado recientemente una nueva diversificación de este virus a 

partir del clado 7 o Gr 7-pdm, definiéndose nuevos grupos filogenéticos (G2 al G7, 

incluidos los subgrupos 6A al 6C). Más aún, las cepas que circularon en la temporada 

(2012-2013) del Gr 6 fueron clasificadas en distintos grupos 6A al 6C. Los virus del Gr 5, 

6 y 7 fueron los más distribuidos en el mundo y poseen una combinación de 

sustituciones características D114N, R222K, I233V y V266L (Gr 5), D114N, S468N y 

S202T (Gr 6) y S160G, A214T y S541N (Gr 7) (WHO 2012a). El aumento en la diversidad 

de estos virus fue observada en países como Turquía, Japón, India y Túnez [123-126]. 

Los resultados del presente estudio indican que las cepas uruguayas y de la región 

sudamericana, aisladas en el periodo post pandémico, circularon en tres de estos 

nuevos grupos (Gr 5, Gr 6 y Gr 7), ver figura 12. Las cepas uruguayas que circularon 

durante el año 2011 pertenecían al Gr 5, mientras que en los años subsiguientes co-

circularon cepas del Gr 6 y Gr 7. Analizando el árbol filogenético podemos observar 

que mientras las cepas del año 2012 pertenecieron al Gr 6A y Gr 6D, las que circularon 

en el año 2013 se agruparon con cepas del Gr 6B y 6C. 
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Estos resultados concuerdan con estudios recientes donde muestran la circulación 

durante la temporada 2011-2012 en Argentina de virus pertenecientes al Gr 5, Gr 6 y 

Gr 7 [127]. Al igual que en Uruguay, en Brasil durante el año 2011 circuló 

mayoritariamente virus pertenecientes al Gr 5 y para el año 2013 Gr 6 y Gr 7 [128].En 

suma, a partir de la topología del árbol de máxima verosimilitud se aprecia una clara 

dinámica temporal de estas cepas, además de la co-circulación de grupos genéticos y 

subgrupos en un mismo período de tiempo, así como el remplazo de ciertos grupos a 

lo largo del tiempo. 

Paralelamente, se estudió la variabilidad genética de los virus Influenza A H1N1pdm 

mediante un abordaje filogenético diferente en donde se consideró la información 

genética codificada en el segmento génica NA. Este estudio dio como resultado que 

todas las cepas aisladas en el año 2009 se agrupan juntas y las cepas aisladas en los 

distintos años se agrupan en cluster distintos. Asimismo, todas las cepas del año 2009 

estaban más relacionadas genéticamente entre si y mantienen cierta distancia 

genética con aquellas aisladas en el año 2011 y 2013. Además la cepa vacunal 

A/California/7/2009 fue genéticamente distante a todas las cepas de las tres 

temporadas estudiadas. Finalmente, este estudio evidenció la co-circulación de dos 

linajes genéticamente distintos en el año 2013 en Uruguay [129]. Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos para el segmento génico HA, en el cual se identificó dos 

grupos filogenéticos circulando en el año 2013 (Gr 6 y Gr 7). 

 

La proteína HA es el principal determinante antigénico del virus y es responsable 

además de la entrada del virus a la celula hospedadora. El análisis en el gen que 

codifica esta proteína es esencial a la hora de determinar patrones de virulencia, 

procesos de deriva antigénica, así como determinar la distribución geográfica y 

temporal de cepas virales [114].  

 

Las suatutuciones K2E y Q293H han sido reportadas como potenciales marcadores de 

virulencia en los virus Influenza A H1N1pdm [67, 130]. Asimismo, la posición 239 (222 

en H3) se encuentra en el sitio antigénico Ca2, cerca del sitio de unión al receptor, por 

lo que cualquier alteración podría afectar la especificidad de unión [128, 131]. Estudios 

recientes han reportado que la sustitución D239N/G/E potencia la unión a receptores 

ácido siálico unidos por enlaces α2-3, por tanto sugieren que virus con estas 

sustituciones tendrían una mayor habilidad para unirse a células de pulmón en el 

tracto respiratorio inferior en humanos, causando una enfermedad exacerbada [132, 

133]. Asimismo, dicha sustitución fue relacionada a casos fatales [67, 130]. El análisis 

de la secuencia del gen HA obtenido por Sanger no evidenció la sustitución D239N/G/E 

en las muestras uruguayas.  
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Evaluamos aminoácidos conservados en la secuencia de HA que forman parte del sitio 

de unión al receptor y las tres estructuras secundarias conservadas que delimitan esta 

región [109, 110], ver figura 13c. Todas las cepas analizadas poseen el aminoácido 

ácido aspartico en la posición 204 y en la posición 239 (D204 y D239), localizados en el 

sitio de unión al receptor. Estas posiciones son las principales determinantes de la 

unión de la HA subtipo H1 al receptor humano [116] permitiendo la transmisión 

eficiente del virus entre los seres humanos. Sin embargo, una de las muestras aisladas 

en el año 2013 (A/Uruguay/254/2013), presentó una sustitución localizada en el loop 

130. La sustitución fue de una asparagina por un ácido aspártico en la posición 146. Si 

bien se puede observar distintas sustituciones en el loop 130 para distintas cepas de 

Influenza, todos los cambios ocurren por aminoácidos de igual propiedad 

fisicoquímica, mientras que la sustitución N146D genera un cambio en la polaridad del 

aminoácido, de un aminoácido polar con carga neta cero a un aminoácido ácido 

cargado negativamente. 

 

Teniendo en cuenta que la variabilidad antigénica de los virus de la Influenza A es la 

base de las epidemias recurrentes que ocurren cada año, consideramos que la 

caracterización de las variantes circulantes es 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 

[134]. Mapeando las posiciones para las cuales se encontraron cambios de 

aminoácidos en HA, identificamos un aumento en el número de sustituciones 

relacionadas a diferentes sitios antigénicos, desde el año 2009 al 2013. En las muestras 

del año 2009 se identificaron dos cambios con respecto a a cepa vacunal, en las 

muestras del año 2011 de cuatro a cinco cambios y para las cepas del año 2013, seis 

cambios fueron observados. El aumento en el numero de sustituciones en la porción 

globular de la proteína HA (HA1), observada en los virus que circularon en el periodo 

post pandémico ha sido sugerido como un mecanismo de evasión de la respuesta 

inmune del hospedero [135]. 

 

Identificamos una sustitucion que si bien no mapeaba en ningún sitios antigénicos, se 

localizó muy cerca del sitio Sb. Dicha sustitución, I233V, involucró un cambio de 

amonoácido de igual naturaleza hidrofóbica, por lo cuál no creemos que produzca 

grandes cambios a nivel proteico, ni en el sitios antigénicos cercano. Por otro lado, 

algunas posiciones no mapearon en sitios antigénicos, pero se encontraron en 

regiones externas de la proteína, lo cual es consistente con su naturaleza hidrofílica, 

excepto la sustitución E373A. Si bien ésta sustitución se visualizó en una región 

externa, el cambio involucró un aminoácido hidrofílico. Probablemente el modelado 



Capítulo I 

 

 

 79 

de dicha sustitución revelaría su verdadera posición. Por el contrario,  aquellas 

posiciones con aminoácidos hidrofóbicos no mostraron una localización externa y 

posiblemente estén ubicados en regiones de contacto con las otras subunidades del 

homotrímero, o bien en una región interna de la proteína.  

 

Al igual que en HA, se analizó en que región de la proteína NA se localizaban las 

sustituciones de aminoacidos encontradas en las cepas uruguayas. Se estudió la 

posible cercanía de dichas sustituciones con el sitio activo de la proteína y 

considerando que la proteína NA es el segundo principal determinante antigénico del 

virus evaluamos también, si alguna de las sustituciones involucraba algún sitio 

antigénico. 

 

Al igual que lo observado para HA, la mayoría de las sustituciones en la proteína NA se 

localizaron en la superficie de la proteína en concordancia con estudios previos [72, 

136]. Pudimos identificar además, cuatro sustituciones en diferentes sitios antigénicos. 

Se pudo observar que si bien la mayoría de los cambios no afectarían el sitio de unión 

al Oseltamivir ya que se localizaron a más de 3Å de distancia, la sustitución en la 

posición 278 (E278K) se localizó a 2.6 Å. Más aún, dicha sustitución implicó el cambio 

de un aminoácido ácido a uno básico, ver figura 15(C). 

De forma de observar si en las sustituciones que ocurrieron en la NA podrían afectar 

las propiedades antigénicas de la proteína, se realizó un estudio con el fin de predecir 

epítopes de células B de la cepa vacunal A/California/7/2009 y las cepas aisladas en la 

región. Pudimos determinar que las cepas aisladas en Sudamérica difieren de la cepa 

vacunal en dos regiones que fueron predicha como epítopes, la cuales se encontraron 

en las posiciones 102–103 y 351–352. Además se pudo observar que una cepa aislada 

en Paraguay difería en un epítope presente en la cepa vacunal. Estos resultados 

sugieren que posiblemente estos epítopes no estén presentes en las cepas analizadas. 

 

Tanto HA como NA son glicoproteínas y por tanto tienen la capacidad de unirse a 

azucares por medio de enlaces N-glicosídicos. Los residuos de azucares se unen a 

aminoácidos asparagina (Asn) conservados dentro de un motivo de secuencia (Asn-X-

Ser/Thr), donde X representa cualquier aminoácido. Dadas las características 

antigénicas de ambas proteínas, muchas veces los azucares expresados en la superficie 

proteica protegen o modifican los sitios antigénicos como forma de evadir los 

anticuerpos neutralizantes. Dichos azucares pueden afectar también la especificidad 

de unión al receptor, la virulencia, así como las propiedades biológicas de ambas 

proteínas [118, 119]. Es por este motivo, que nos interesó evaluar los sitios de 

glicosilación en las cepas uruguayas y de la región. Realizamos la predicción de estos 
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sitios utilizando el servidor NetNGlyc 1.0 y pudimos determinar un potencial sitio de 

glicosilación en una de las cepas aisladas en Brasil, y la ausencia de dos potenciales 

sitios de glicosilación un una cepa uruguaya y una brasilera, posiblemente generado 

como parte de un mecanismo de evasión a la respuesta inmune [118].  

 

Mediante el análisis filogenético pudimos observar que las secuencias de las muestras 

tomadas en los años post pandémicos tenían una mayor distancia genética que las 

cepas pandémicas con respecto a la cepa vacunal. El cálculo de la distancia antigénica 

entre la cepa vacunal y las cepas pertenecientes a cada uno de los grupos filogenéticos 

reveló una tendencia a la disminución en la eficacia teórica de la vacuna a lo largo de 

los años. Asimismo se pudo determinar que el epítope dominante fue cambiando a lo 

largo de los años. Los resultados obtenidos usando la teoría de p epítope revelan que 

más estudios son necesarios para poder ver la eficacia de la vacuna entre la cepa 

vacunal y las cepas circulantes y poder comprender las reglas por las cuales la 

evolución antigénica ocurre en los virus de la Influenza A y de esta forma contribir al 

diseño de vacunas más efectivas [137]. 

 

La vigilancia de la emergencia de cepas de virus Influenza resistentes a los antivirales 

es de gran importancia tanto para tener un control global de las cepas circulantes 

como para mantener el uso adecuado de los mismos durante las infecciones por virus 

Influenza. Dado que los virus Influenza H1N1pdm son resistentes a los adamantanos, 

los NAIs han sido las principales drogas utilizadas, entre ellos, el Oseltamivir ha sido 

ampliamente utilizado desde la última pandemia. En consecuencia, la presión 

impuesta por aumento en el uso de esta droga, ha permitido seleccionar variantes 

resistentes, con una prevalencia de entre el 1 al 2% en disferentes paíces [104, 138], 

haciendo esencial el monitoreo de las cepas circulantes.  

Mediante la información obtenida por la secuenciación de Sanger no detectamos las 

sustituciones H275Y, N295S, S247N ni los polimorfiemos en la posición 223 en las 

muestras uruguayas, asociadas a casos de resistencia al Oseltamivir en virus Influenza 

H1N1[90-92, 103, 139, 140]. Sin embargo, diversos estudios han reportado casos de 

resistencia al oseltamivir en la región sudamericana [140, 141]. En concordancia con 

estos reportes, cuando analizamos un total de 343 secuencias de NA de toda la región 

sudamericana pudimos detectar la sustitución H275Y en muestras del año 2009, 2012 

y 2013, siendo en el 88.8% de los casos, cepas aisladas en Brasil y el resto de 

Argentina. Asimismo, se observó las sustituciones I223M y S247N para dos muestras 

del año 2011 y la sustitución N295S en una muestra del año 2012.   

La transmisión de virus resistentes H275Y, ha llamado la atención, ya que como 

mencionamos en la introducción la mutación H275Y tiene un efecto perjudicial en la 

capacidad replicativa del virus en ausencia de Oseltamivir. Sin embargo, esto puede 
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ocurrir ya que el virus puede adquirir sustituciones en su genoma que compensan el 

efecto negativo de la sustitución H275Y [95, 105, 106]. Este tipo de virus con 

mutaciones permisivas, han circulado en la población y podrían haber sido 

responsables de los brotes de resistencia reportados en distintas comunidades [142, 

143]. Es interesante notar que muchas de estas sustituciones fueron observadas en las 

muestras uruguayas, asi como también en cepas de la región. Particularmente las 

sustituciones V241I y N369K emergieron en Uruguay en el año 2013, aún estando 

presente en gran parte de las cepas circulantes de la región desde al año 2011. Estos 

resultados muestran la potencial emergencia de virus resistentes a los INAs, ya que 

una vez que ocurra la sustitución en la posición 275, la población viral circulante ya 

cuenta con las sustutuciones compensatorias que participan en éste efecto epistatico. 
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4. Capítulo II: Análisis la dinámica 

poblacional de variantes virales de gripe A 

H1N1 entre los años 2009 al 2013 

mediante secuenciación masiva 
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4.1 Objetivo general Capítulo II 

 

Análizar la dinámica poblacional de variantes virales de gripe A H1N1 entre los años 

2009 al 2013  mediante secuenciación masiva. 

 

Objetivos específicos 

 

Construcción de librerías y secuenciación masiva. 

 

Establecer la diversidad genética del virus Influenza A H1N1pdm mediante el análisis 

de variantes minoritarias para el segmento génico HA y NA 

 

Detectar variantes asociadas a resistencia a los antivirales 
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4.2 Materiales y métodos Capítulo II 

 

Para el análisis mediante secuenciación masiva fueron seleccionadas dos muestras 

clínicas correspondientes a cada uno de los años estudiados, muestra 01 y 04 (2009), 

88 y 113 (2011) y 254 y 259 (2013).  

La secuenciación masiva fue realizada en la plataforma de secuenciación del Instituto 

Pasteur de Montevideo. Para la preparación de muestras se utilizó el kit Nextera XT 

DNA Sample Preparation Kit (Illumina). La corrida de secuenciación se realizó en el 

aparato MiSeq de Illumina. 

 

4.2.1 Cuantificación del DNA purificado 

 

El éxito del ensayo depende fuertemente de la cuantificación exácta del DNA ínput 

para cada librería. El kit Nextera requiere de una concentración de DNA inicial (ínput) 

de 1ng/µl. Por tanto, los productos de PCR purificados fueron cuantificados mediante 

el fluorómetro Qubit 2.0, utilizando el kit Labeling detection Qubit dsDNA BR Assay 

System (Life technologies), el cual incorpora un agente intercalante fluorescente de 

unión específica al DNA doble hebra. 

 

El equípo es calibrado con dos estándares de concentración y para la medida de cada 

muestra se utilizó 1µl de DNA y la solución de trabajo del Qubit (fluoróforo y solución 

tampón) en una dilución 1/200. También se preparó un estándar con 190µl de la 

mezcla de trabajo con 10µl del estandar. El DNA de todos los amplicones se llevaron a 

0.2ng/µl y  finalmente se emplearon 5µl como DNA ínput para la preparación de las 

librerías.  

 

4.2.3 Construcción de librerías: 

  

4.2.3.1 Fragmentación y purificación de DNA por cuentas magnéticas (magnetic 

beads)  

 

El DNA debe de ser fragmentado para la preparación de las librerías. Durante la 

fragmentación por parte de la enzíma transposasa (cada 300pb aproximadamente) se 

unieron fragmentos adaptadores a los extremos, el cual permite el siguiente paso de 

amplificación por PCR. Durante la etapa de amplificación se añadieron primers que 

hibridaron con los adaptadores de cada fragmento. Dicho procedimiento se representa 

en la figura 20. Luego de la amplificación por PCR, se purificó el DNA usando cuentas 

magnéticas. Tanto para la fragmentación, la amplificación por PCR, como para la 

purificación se siguieron las instrucciones suministradas por del fabricante. 
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Figura 20. Diagrama de la contrucción de librerías utilizando el kit Nextera XT DNA Sample 

Preparation Kit. En A la transposasa del kit con adaptadores es combinada al DNA doble hebra. En B se 

muestra el paso de tagmentación de cada fragmento y la unión con los adaptadores. En C se muestra la 

unión de primers e indices que hibridaron con los adaptadores de cada fragmento (Extraído y adaptado 

de Nextera DNA Library Preparation Kits Data Sheet). 

 

4.2.3.2 Cuantificación y control de calidad y tamaño de las librerías 

 

El análisis de calidad y cuantificación de las librerías purificadas se realizó mediante el 

aparato Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).  

 

4.2.4 Secuenciación Masiva 

 

Para la secuenciación se utilizó el equipo MiSeq (Illumina) y en esta etapa se 

combinaron volumenes iguales de cada una de las librerías normalizadas, se diluyeron 

en buffer de hibridación y se desnaturalizaron por calor para ser cargadas en el 

cartucho de secuenciación. Durante la etapa de secuenciación, los adaptadores de 

cada fragmento se hibridaron con primers universales unidos a un panel (flow cell) y 

de esta forma se generaron clusters clonales de amplificación. El DNA fue sintetizado 

desde la zona de unión mediante la extensión del extremo 3´utilizando una enzíma de 

alta fidelidad. Durante esta etapa la polimerasa copia del DNA hibridado formando 

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/datasheets/datasheet_nextera_dna_sample_prep.pdf
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puentes de DNA doble hebra que son desnaturalizados en forma de dos cadenas 

simples. Cada una de las cadenas hibridan nuevamente con otros primers y son 

extendidas para formar loops de DNA doble hebra. Este proceso se repite para cada 

molécula mediante numerosos ciclos de desnaturalización y amplificación, de forma de 

obtener millones de clusters clonales con aproximadamente 2000 copias de la 

molécula molde. Posteriormente los primers de secuenciación se hibridan a su 

secuencia complementaria en los extremos libres de la secuencia molde de los clusters 

para comenzar el proceso de secuenciación. La secuenciación permite la secuenciación 

masiva y paralela de millones de fragmentos utilizando un método de terminadores 

flourescentes reversibles que detectan a cada base incorporada en la cadena naciente 

de DNA. Los terminadores son removidos luego de la detección de cada base 

permitiendo que el proceso de secuenciación se extienda ciclicamenete hasta 100 

veces. En la figura 21 se muestran los pasos mencionados anteriormente. 

 

 

Figura 21. Representación de la PCR tipo puente y las primeras etapas de secuenciación. A. Unión de 

los fragmentos de DNA a los primers, B. Amplificación por puente para generación de clusters, C. 

Desnaturalización de la molécula de DNA doble hebra, D Clivaje y remoción de los fragmentos reversos, 

E. Unión covalente de las hebras directas del cluster a los primers de secuenciación y comienzo de la 

secuenciación. (Extraído y adaptado de Nextera DNA Library Preparation Kits Data Sheet). 

 

4.2.5 Obtención de secuencias y análisis 

 

Las secuencias correspondientes a cada muestra fueron discriminadas por la 

combinación de primers que se utilizó en la corrida (indices o index). Los datos de cada 

corrida se analizaron mediante el programa MiSeq Reporter integrado al secuenciador 

MiSeq y nos quedamos con aquellas secuencias que superaron los filtros de calidad y 

cobertura del aparato en forma de fastq. Los datos de secuenciación masiva fueron 

analizados mediante el programa Viral Variance Analysis (ViVan). Dicho programa 

permite identificar, caracterizar y comparar variantes genéticas dentro de las 

poblaciones virales. Además aporta información adicional sobre la diversidad 

poblacional, como cambios sinónimos y no sinónimos, y las tasas de 

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/datasheets/datasheet_nextera_dna_sample_prep.pdf
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transición/transversión para cada muestra analizada [41]. Las secuencias consenso de 

cada segmento génico fueron inferidas a partir de los nucleótidos representados en 

mayor frecuencia en cada posición. 
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4.3 Resultados Capítulo II  

 

4.3.1 Primera caracterización de variantes virales de VIA H1N1pdm mediante 

secuenciación masiva. 

  

4.3.1.1 Construcción de librerías y secuenciación por síntesis 

 

Para el análisis mediante secuenciación masiva fueron seleccionadas dos muestras 

clínicas correspondientes a cada uno de los años estudiados, muestra 01 y 04 (2009), 

88 y 113 (2011) y 254 y 259 (2013). Se obtuvieron seis librerías con los 12 amplicones, 

segmento génico HA y NA para cada muestra clínica.  

 

4.3.1.2 Análisis bioinformáticos: Validación de Reads 

 

Las secuencias (fastq) de los 12 amplicones superaron el control de calidad inicial de la 

herramienta fastq-mcf. La cobertura promedio fue de 145590 reads por base 

secuenciadas, superando en todos los casos el mínimo establecido (100x), ver  anexo 

2-Capítulo II. 

 

4.3.2 Identificación de variantes minoritarias. 

 

A partir de los datos obtenidos de secuenciación masiva se pudo identificar variantes 

mayoritarias y minoritarias para ambos genes. Las variantes fueron determinadas en 

relación a una cepa de referencia (cepa vacunal). Denominamos variantes minoritarias 

a aquellas cuya frecuencia fue de entre 0.1 y 0.001, o lo que es equivalente a menores 

o iguales a 10 % y mayores a 0.1%. Para el segmento génico HA se encontraron entre 

265-908 variantes minoritarias y entre 3-35 variantes mayoritarias. En el caso del 

segmento génico NA, pudimos observar entre 622-219 variantes minoritarias y entre 

3-32 variantes mayoritarias. La mayor cantidad de variantes minoritarias para HA 

correspondió a una muestra perteneciente al año 2011 (muestra 

A/Uruguay/113/2011), mientras que la muestra con menor número de estas variantes 

fue una correspondiente al año 2013 (muestra A/Uruguay/254/2013). Con respecto a 

NA, las muestras aisladas en el año 2009 mostraron la mayor cantidad de variantes 

minoritarias, mientras que la muestra 88 perteneciente al año 2011 presentó la menor 

cantidad.  

En la figura 22 se muestra en forma gráfica el número de variantes minoritarias y 

mayoritarias detectadas para cada uno de los genes en cada una de las muestras 

estudiadas. Si bien las muestras del año 2011 y 2013 no fueron similares en cuanto al 

número de variantes, se puede observar una tendencia a la reducción en el número de 
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variantes minoritarias a lo largo de los años. Por otro lado, parecería haber una 

tendencia a un aumento de en el número de variantes mayoritarias (representadas en 

más de un 10% en la población) en el periodo de tiempo estudiado, siendo ésta 

disminución más evidente para el gen NA. Observamos además que el gen HA 

presentó mayor número de variantes mayoritarias y minoritarias en todas las muestras 

estudiados, excepto en la muestra 254 del año 2013 en donde se observa un mayor 

número de variantes minoritarias para el gen NA. 

 

 

 
Figura 22 Representación gráfica del número total de variantes. Se representa el numero de variantes 

encontradas para el segmento génico A) variantes minoritarias y B) variantes mayoritarias. Las muestras 

del año 2009 se indican en (rojo), 2011(verde) y 2013 (azul). Las variantes mayores a 10% están 

representadas con frecuencias > a 0,1 y las minoritarias con valores de  frecuencia que se encuentra 

entre 0,1 y 0,001. 
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4.3.3 Reconstrucción de secuencias consenso  

 

Las secuencias consenso de cada segmento génico fueron inferidas a partir de los 

nucleótidos representados en mayor frecuencia en cada posición. Las secuencias 

obtenidas por secuenciación de Sanger y secuenciación masiva fueron comparadas 

para estimar las diferencias nucleotídicas generadas por ambos protocolos. Para el 

caso del segmento génico NA, la comparación reveló tres sustituciones sinónimas para 

las muestras del año 2013, G333A en la muestra A/Uruguay/254/2013 y G333A, A627T 

y A750G en la muestra  A/Uruguay/254/2013. Las muestras de los años 2009 y 2011 

presentaron un 100% de similaridad nucleotídica comparando ambos métodos. 

Con respecto al segmento génico HA, observamos en total trece cambios sinónimos y 

un cambio no sinónimo. Los cambios sinónimos fueron T1170C, T1191C en la muestra 

A/Uruguay/01/2009, A373G y T1170C en la muestra A/Uruguay/04/2009, T402C en 

A/Uruguay/88/2011 y T465C, A966G, A579G, T1041C, T1056C, G1158A, A1386G y 

A1230G en A/Uruguay/259/2013. Para la muestra A/Uruguay/04/2009 se detectó un 

cambio no sinónimo al comparar ambas secuencias consenso. Mientras que en la 

secuencia consenso obtenida por secuenciación de Sanger se había observado el 

cambio V125M, éste no se encontraba en la secuencia consenso reconstruida 

mediante la secuenciación masiva. Sin embargo, pudimos observar que dicho cambio 

estaba representado en un 11.9% de las variantes. 

  

4.3.3.1 Identificación de cambios sinónimos y no sinónimos comparando con la cepa 

vacunal  

Se evaluaron los cambios sinónimos y no sinónimos en la secuencia consenso que fue 

reconstruida para el segmento génico HA y NA para cada una de las muestras a partir 

de la secuenciación masiva con respecto a la cepa vacunal (A/California/07/2009).  
 

Analizando el segmento génico HA, se identificaron siete cambios conservados para 

todas las muestras estudiadas, de los cuales dos fueron cambios sinónimos y cinco no 

sinónimos. Para las muestras del año 2009 se identificaron dos cambios sinónimos y un 

solo cambio no sinónimo. Analizando las posiciones de estos cambios en las muestras 

pertenecientes al año 2011 y 2013, se pudo observar que dichos cambios pasaron a 

estar representados en variantes minoritarias o directamente desaparecieron de la 

población viral. Durante el año 2011 se detectaron diecinueve cambios, once fueron 

cambios sinónimos y 8 no sinónimos. Once de estas variantes ya circulaban como parte 

de la población viral de las muestras del año 2009 en una frecuencia menor a 0.1, 

formando parte de las variantes minoritarias. A su vez, nueve de estas once variantes 

permanecieron como variantes minoritarias en las muestras del año 2013. Con 
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respecto a los cambios detectados para el año 2013, nueve correspondieron a cambios 

sinónimos y seis fueron cambios no sinónimos. Trece de estas variantes se 

identificaron como variantes minoritarias en las muestras del año 2011 y ocho fueron 

identificados también en las muestras del año 2009. Para algunas sustituciones se 

puede observar que la frecuencia de las variantes va aumentando desde el año 2009 al 

2013, cuando estas ya forman parte de la población de variantes mayoritarias, ver 

figura 24. Los cambios no sinónimos identificados en la secuencia consenso 

reconstruida  fueron los mismos que se detectaron mediante secuenciación de Sanger, 

ver figura 23.  

Por otra parte, analizando el segmento génico NA se pudo identificar cuatro cambios 

con respecto a la cepa vacunal en todas las muestras analizadas. Dos de estos cambios 

fueron sinónimos y dos no sinónimos. Las muestras estudiadas pertenecientes al año 

2009 mostraron dos cambios  sinónimos con respecto a la cepa vacunal. Dichos 

cambios se observaron en las muestras de los años 2011 y 2013 pero en frecuencias 

mucho menor, siendo parte de las variantes minoritarias. En las muestras del año 2011 

se identificaron seis cambios sinónimos y dos no sinónimos. Seis de éstos cambios ya 

se encontraban representados en variantes minoritarias en el año 2009 y luego en el 

año 2013, solamente tres de estos cambios permanecieron en la población. Con 

respecto a las muestras estudiadas pertenecientes al año 2013 se pudo identificar 

cuatro cambios sinónimos y seis no sinónimos. En este caso, cinco de estos cambios ya 

circulaban en las poblaciones virales de los años anteriores, ver figura 24. 
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Figura 23. Representación gráfica de los cambios sinónimos y no sinónimos que ocurrieron en la secuencia consenso del gen HA con respecto a la cepa vacunal 

(A/California/07/2009). En la figura se muestra en verde los cambios en la secuencia consenso para cada muestra estudiada (variantes mayoritarias), los cambios que no 

fueron encontrados se muestran en rojo y los demás colores representan cambios que se encuentran en una frecuencia menor al 10% (variantes minoritarias).  
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Figura 24. Representación gráfica de los cambios sinónimos y no sinónimos que ocurrieron en la secuencia consenso del gen NA con respecto a la cepa vacunal 

(A/California/07/2009). En la figura se muestra en verde los cambios en la secuencia consenso para cada muestra estudiada (variantes mayoritarias), los cambios que no 

fueron encontrados se muestran en rojo y los demás colores representan cambios que se encuentran en una frecuencia menor al 10% (variantes minoritarias).
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4.3.4 Detección de variantes asociadas a resistencia a los antivirales. 

 

En esta oportunidad utilizamos la tecnología de secuanciación masiva, de modo de 

realizar un análisis de las poblaciones virales dentro de cada muestra, de manera de 

detectar variantes asociadas a resistencia que se encuentren representadas en baja 

frecuencia en la población. 

 

A pesar de la profundidad de la secuenciación, no se lograron identificar variantes 

minoritarias que portaran la sustitución H275Y en el segmento génico NA, ya que si 

bien para algunas muestras se observó variantes con esta sustitución, su frecuencia 

fue menor a 0.001 por lo tanto, estando en menos de 0.1% de la población. 

Sin embargo, si logramos identificar para la gran mayoria de las muestras, variantes 

minoritarias con la sustitución N295S, asociada a resistencia al Oseltamivir [139]. 

Asimismo, se observaron variantes minoritarias para alguna de las muestras con 

sustituciones I223/V/T/M, relacionadas a la disminución en la susceptibilidad al 

Oseltamivir y Zanamivir. 

 

Con respecto a las sustituciones permisivas para la fijación de la sustitución H275Y, si 

bien los cambios V234M y T298M no fueron detectados y las sustitución R257K se 

observó en menos de 0.1% de la población, las sustituciones V241I y N369K fueron 

detectadas en variantes minoritarias y mayoritarias en distintas muestras. Mientras 

que en el año 2011 dichas sustituciones formaron parte de las variantes minoritarias, 

para el año 2013 tomaron mayor representación pasando a formar parte de las 

secuencias consenso, ver tabla 8. 

 
Tabla 8. Frecuencias de variantes para posiciones relacionadas a resistencia a los INA.  

 
 

H275Y 0,08% 0,03% 0% 0,03% 0% 0,02%

I223R 0% 0% 0% 0% 0% 0%

I223M 0,07% 0,09% 0% 0,21% 0% 0,06%

I223T 0,09% 0,12% 0% 0,29% 0% 0,04%

I223V 0,10% 0,10% 0,02% 0,08% 0,01% 0,07%

S247N 0,08% 0,02% 0,08% 0,03% 0% 9,40%

N295S 0,18% 0,16% 0% 0,17% 0,08% 0,24%

V241I 0,05% 0,07% 0,14% 0,16% 99,93% 99,77%

N369K 0% 0% 0,12% 0% 99,81% 99,93%

R257K 0,06% 0,08% 0,07% 0,06% 0,07% 0,01%

T289M 0% 0% 0% 0% 0% 0%

V234M 0% 0% 0% 0% 0% 0%

M/88/2011 M/113/2011 M/254/2013 M/259/2013Mutación  M/01/2009 M/04/2009
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4.4 Discusión Capítulo II 

 

Como mencionamos anteriormente, la alta tasa de error que experimentan los virus 

RNA tiene como resultado la generación y co-circulación de variantes genéticas, 

denominadas cuasiespecies. Las altísimas tasas de mutación y el gran tamaño 

poblacional de las cuasiespecies virales permiten a los virus RNA evolucionar y 

adaptarse rápidamente a diferentes cambios durante una infección. Si bien el método 

de secuenciación de Sanger es muy utilizado para estudios de identificación viral y 

análisis filogenéticos, el mismo presenta poca resolución para estudios poblacionales 

ya que se basa en una única lectura de la secuencia y es capaz de detectar variantes 

para cada posición nucleotídica únicamente si están presentes en elevadas frecuencias 

(30-40%)[37]. Mediante secuenciación masiva podemos detectar variantes 

representadas en menor frecuencia, las cuales pueden emerger, aumentando su 

frecuencia en la población, hasta convertirse en predominantes, bajo diferentes 

presiones como las ejercidas por el sistema inmune, cambio de hospedador o como 

resultado de la terapia antiviral. Por lo antedicho resulta de suma importancia estudiar 

mediante esta metodología de secuenciación, qué variantes circulan en los virus 

pandémicos y post pandémicos y si éstas presentan diferencias genéticas en sitios 

antigénicos o relacionados a la resistencia a los antivirales, ya que podrían emerger en 

un futuro cercano. 

 

Para el análisis mediante secuenciación masiva fueron seleccionadas dos muestras 

clínicas correspondientes a cada uno de los años estudiados, muestra 01 y 04 (2009), 

88 y 113 (2011) y 254 y 259 (2013). Consideramos que se logró con éxito la generación 

de las librerías y la corrida de secuenciación ya que las secuencias fastq de los 12 

amplicones superaron el control de calidad inicial de la herramienta fastq-mcf y la 

cobertura para cada gen analizado fue muy alta, superando en todos los casos el 

mínimo establecido 100X, siendo la cobertura promedio de 145590 reads por base 

secuenciadas. 

 

El análisis de las secuencias utilizando el software ViVan permitió establecer 

parámetros poblacionales tales como la presencia de variantes minoritarias y 

mayoritarias, cambios aminoacídicos asociados a las variantes y cambios sinónimos y 

no sinónimos. El análisis de diversidad poblacional mostró la presencia de variantes 

minoritarias y mayoritarias en distinta proporción para cada uno de los genes y en 

cada uno de los años estudiados. En términos generales, se observó un aumento en el 

número de variantes mayoritarias a lo largo de los años y una disminución en cuanto a 

las variantes minoritarias. La mayor diversidad poblacional en referencia a las variantes 

minoritarias observada para las muestras del año 2009, podría explicarse, como un 
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mecanismo de adaptación, teniendo en cuenta que el virus se diseminó en la 

población humana por primera vez en el año 2009. Observamos que los virus aislados 

en el año 2011 y 2013 presentaron una disminución de estas variantes y un aumento 

en el número de variantes mayoritarias, posiblemente, debido a la selección de 

algunas variantes, como consecuencia de diferentes presiones impuesta por el 

hospedero, como la respuesta inmune o terapias antivirales. Asimismo, pudimos 

observar que, excepto para la muestra (A/Uruguay/254/2013), todas las muestras 

analizadas presentaron mayor número de variantes mayoritarias y minoritarias para el 

segmento génico HA vs NA. 

 

Al comparar las secuencias consenso obtenidas por secuenciación de Sanger y por 

secuenciación masiva, se estimaron las diferencias generadas a nivel de nucleótidos 

mediante la utilización de ambos protocolos. En el caso de NA, las muestras de los 

años 2009 y 2011 presentaron un 100% de similaridad nucleotídica y una sola muestra 

del año 2013 presento tres sustituciones sinónimas. Con respecto a HA la comparación 

reveló la existencia de trece cambios sinónimos y un cambio no sinónimo. Con 

respecto al cambio, V125M, fue observado en la secuencia obtenida por secuenciación 

de Sanger y mediante secuenciación masiva fue detectado pero como una variante 

mayoritaria en una frecuencia de 0.119. Este cambio no formó parte de la secuencia 

consenso reconstruida. Estos resultados evidencian la importancia de la profundidad 

en la secuenciación para obtener una información más detallada de las estirpes 

circulantes. 

 

Cuando se realizó la comparación, entre las secuencias consenso para HA y NA de cada 

muestras con la cepa vacunal, se logró observar las mismas sustituciones no sinónimas 

que habían sido determinadas con la secuenciación de Sanger. Mediante el empleo del 

análisis a través de los heatmaps, se pudo observar como las variantes que emergieron 

en el año 2011 y 2013, formaban parte de la población viral en el año 2009. Pudimos 

determinar que las variantes minoritarias de HA y NA exploran el espacio de secuencia 

de manera diferencia a lo largo del tiempo y son capaces de emerger y formar parte de 

las variantes mayoritarias. 

 

Por otro lado, a pesar de las sustituciones asociadas a resistencia no fueron detectadas 

en las muestras uruguayas analizando la secuencia consenso, obtenida por 

secuenciación de Sanger, la implementación de las nuevas tecnologías de 

secuenciación permitió detectar diferentes variantes minoritarias asociadas a la 

resistencia a los NAIs. Asimismo, a pesar del bajo número de muestras analizadas por 

esta metodología de secuenciación, logramos observar cómo diferentes variantes 

asociadas a restaurar el efecto negativo de la mutación H275Y, pasaron de estar poco 
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representadas en la población viral en el año 2009 y 2011, a encontrarse en altas 

frecuencias, formando parte de la secuencia consenso en el año 2013. El aumento en 

la frecuencia de resistencia al Oseltamivir es de preocupar ya que ésta droga es en la 

actualidad el agente antiviral más utilizado para el control de las infecciones por virus 

Influenza. 

 

Dado la mayor disponibilidad y reducción en lo que refiere a costos en estas 

tecnologías de secuenciación, este tipo de estudios sugiere la importancia de la 

implementación de éstas tecnologías como parte de la vigilancia epidemiológica de 

estas cepas, de modo de predecir la emergencia de estirpes resistentes o variantes 

epidémicas o incluso, con potencial pandémico. 
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5.Capítulo III: Estudio de cuasiespecies aisladas de 

infecciones in vivo mediante secuenciación masiva 
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5.1 Objetivo Cápitulo III 

 

Tomando en cuenta la dinámica poblacional de los virus RNA y el rol que juegan las 

diferentes variantes minoritarias en la evolución y patogénesis de estos virus, nos 

planteamos realizar un primer abordaje al estudio de cuasiespecies aisladas de 

infecciones in vivo, para estudiar la dinámica de variantes minoritarias en la 

compartimentalización durante el transcurso de una infección.  

 

Objetivos Específicos 

 

Generación de stocks virales y evaluación in vitro de su estabilidad en el tiempo. 

 

Puesta a punto de una infección oral en modelos murinos y posterior evaluación de su 

eficiencia. 

 

Analizar variantes minoritarias en la población de cuasiespecies y su posible 

implicancia en la compartimentalización mediante abordajes de secuenciación masiva. 
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5.2 Materiales y métodos Capítulo III  

 

Para llevar a cabo los objetivos planteados en este capítulo, se empleará el modelo 

Coxsackie Virus B3 (CVB3), el cual nos garantizará el uso de modelos murinos y un 

grado de bioseguridad adecuado para llevar adelante estos experimentos. 

 

5.2.1 Obtención de particulas virales  

 

En primer lugar se realizó la transformación de cepas Escherichia coli (E.coli) XL1-blue 

utilizando el método de shock térmico, con dos clones infecciosos diferentes (CVB3- 

Nancy y CVB3- H3). Dichos clones contenían la secuencia codificante para el genoma 

de dos cepas del virus Coxsakie B3, Nancy y H3. Luego de la transformación, se llevó a 

cabo la purificación del DNA plasmídico utilizando un kit de purificación a partir de PCR 

(Qiagen). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Para llevar a cabo la transcripción in vitro del genoma, fue necesario en primer lugar la 

linealización del plásmido mediante la enzima de restricción Sal I, ya que el genoma 

presentaba un único sitio de corte para esta enzíma, justo antes del promotor T7. Para 

dicha reacción se utilizaron 5µg de DNA plasmídico y 50U de enzíma. Esta mezcla se 

incubó por 2 hs a 37ºC en buffer de reacción. La transcripción in vitro se llevó a cabo 

en un volumen final de 100µl conteniendo, 20µl de solución tampon T7 5X, 5µL de DTT 

(100mM), 2µl de NTPs (25mM), 2.5µL de RNAsa-out, 2µl de T7 RNA polimerasa 

(Fermentas), 50µl de DNA linealizado y purificado y 18.5µl H2O. Finalmente, la mezcla 

se incubó 3hrs a 37ºC. El RNA obtenido fue purificado con Fenol-Cloroformo, 

cuantificado y almacenado a -80ºC. 

 

Paralelamente in vitro, se trabajó con dos lineas celulares, Vero y HeLa, las cuales 

fueron crecidas y mantenidas en un medio Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

(DMEM) (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco) al 10% y 1% de 

estreptomicina/penicilina (S/P) (Sigma), a 37ºC en estufa de CO2 al 5%. Estos ensayos 

se llevaron a cabo en una sala con nivel de seguridad 2. 

 

Con el objetivo de generar particulas virales in vitro se realizó la transfección de células 

HeLa. Para ello, se utilizaron células en una concentración de 10 millones de células/ml 

en PBS y se agregó 1-2µg de RNA invitrotranscripto por 106 células en un volumen de 

400µl de células. Posteriormente, las células fueron electroporadas a 700V, 25mF y 

máxima resistencia, utilizando el aparato GenePulserXCell (BioRad). Luego de la 

electroporación, éstas células se incubaron en 10ml de medio a temperatura ambiente 

y finalmete se pasaron a una botella de cultivo T25, las cuales fueron incubadas a 37ºC 
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en estufa de CO2 al 5%. A las 24hrs post infección (p.i) se visualizó al microscopio 

óptico efecto citopatico total. Mediante sucesivas etapas de congelamiento y 

descongelamiento fue posible realizar la ruptura de las células y por lo tanto la 

libreración de los viriones, (progenie cero = Po). Se centrifugó todo a 3500rpm por 

5min, de forma de peletear las células y detritos celulares, y los virus en el 

sobrenadante fueron alicuotados en criotubos y almacenados a -80ºC (stocks virales). 

 

5.2.1.1 Infección en células HeLa 

 

A partir de la progenia inicial, denominada Po, se realizó la infección en células HeLa 

con un Multiplicidad de infección (MOI) =1. Se visualizó el efecto citopatico total 

aproximadamente 48 horas p.i y posteriormente se procedió a la obtención de los 

viriones de la (progenie uno=P1) al igual que en la etapa anterior.  

 

5.2.1.2 Titulación del virus  

 

Las particulas virales se titularon mediante los métodos de titulación por dosis 

infectante 50% (TCID50) y por plaqueo viral. Para estos ensayos se utilizó la linea celular 

Vero.  

 

Para realizar la titulación por dosis infectante 50% (TCID50), se partió de 150µl de cada 

virus (progenie uno P1) y se realizaron diluciones seriadas 1/10 (-1 a -8) con medio 

DMEM libre de SFB. Las diluciones se utilizaron para infectar monocapas confluentes 

de células en placas de 96 pocillos (10.000 células por pocillo). Las placas se incubaron 

en estufa de CO2 al 5% a 37ºC y se revelaron una semana después de la infección 

mediante el uso de formalina y solución de cristal violeta al 0.025%. El titulo en todos 

los casos se determinó como el número de particulas virales por mililitro (ml). 

 

En el caso de la titulación por plaqueo viral, se sembraron placas de 6 pocillos cada una 

con una dendidad de 2 x 106 celulas/pocillo. Se realizaron diluciones de -1 a -8 a partir 

de 30µl de los stock virales y se diluyeron en 270µl de medio DMEM libre.  

Cada pocillo conteniendo la monocapa de células se infectó con 250µl de cada una de 

las diluciones y fueron incubadas a 37°C por 1hr agitando las placas cada 10 minutos. 

Luego de 1hr de infección, se añadió a cada uno de los pocillos de la placa, 3ml de una 

mezcla conteniendo (20ml de agarosa al 4% en agua con 400ml de medio DMEM 

completo calentado previamente 42°C) Se dejo reposar 15-20min a temperatura 

ambiente y luego se incubo a 37°C en estufa de CO2. . A las 48 horas p.i las placas 

fueron reveladas con formalina 4% y cristal violeta. De esta forma se pudo calcular el 

título viral contando las unidades formadoras de placa (PFU) para cada stock viral. 
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5.2.2 Infección in vivo 

 

Para los estudios in vivo se utilizaron dos modelos murinos, por un lado ratones balb/c 

y ratones CH3, hembras de 5 semanas. Ambos tipos de ratones fueron infectados con 

un título viral de 1.0.104 TCID50/ml en 250µL de forma intraperitoneal (IP) o por 

infección oral-Gavage (G), con las dos cepas de virus Coxsakie B3 (CVB3- Nancy y CVB3- 

H3). 

A los 3, 5 y 7 días p.i, los ratones fueron eutanasiados mediante el método de 

dislocación cervical, (tarea realizada por el Dr. Gonzalo Moratorio) y en cada caso se 

tomaron muestras de pancreas, corazón y bazo, siempre manteniendo las muestras en 

hielo. Se utilizaron tres ratones por punto de tiempo y por grupo como se muestra en 

la figura 26. Estos estudios se realizaron en un laboratorio de bioseguridad nivel 3 

perteneciente al Instituto Pasteur Paris. 

 
Figura 25. Diagrama de trabajo in vivo. A ambos modelos murinos (balb/c y CH3), se les administró via 

IP u oral una dosis de virus de 1.10
4
 TCID50/ml. A los 3, 5 y 7 días p.i, se tomaron muestras de pancreas, 

corazón y bazo para su porterior análisis.  

 

Durante el Procesamiento de muestras, cada uno de los órgano se homogeneizó en 

1.3ml PBS en tubos con cuentas de porcelana (ceramic beads) y se centrifugó por 20 

segundos a 5000rpm (2 veces), y luego a 10000rpm por 10min a 4ºC, de forma de 

disgregar todo el tejído. Se tomaron 500µl de sobrenadante para la extracción de RNA 

por Trizol y para la titulación viral se tomaron 500µl adicionales diluido en  500µl PBS. 
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5.2.3 Evaluación de la eficiencia de infección 

 

La eficiencia de infección fue medida a través de la evaluación del RNA genómico viral 

mediante RT-PCR cuantitativas (qRT-PCR), mientras que la producción de partículas 

virales fue evaluada por titulación por dilución límite. 

 

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de infección por qRT-PCR (cantidad de RNA 

genómico producido) por via intraperitoneal y por via oral a los 3, 5 y 7 días p.i se 

realizó la extracción de RNA y posterior qRT-PCR.  

La extracción de RNA se realizó mediante el método de Trizol-Cloroformo. A los tubos 

que contenían 500µl de trizol y 500µl de muestra en PBS, se le agregó 200µl de 

cloroformo, se mezcló y se centrifugo por 10min a 12000 rpm. Luego se transfirió el 

sobrenadante a un nuevo tubo y se le adicinó 1µl de Glycoblue, el cuál permite 

mejorar la visualización del pelet de RNA. 

Se precipitó el RNA por el agregado de 500µl de isopropanol se mezcló por inversión 

varias veces, y se dejó incubar a temperatuta ambiente por 10min. Luego se centrifugó 

por 20min a 12000 rpm y al finalizar, cuidadosamente se aspiró el sobrenadante y se 

pudo apreciar un pelet de color azul correspondiente al RNA. Dicho pelet fue lavado 

con etanol 75% y luego fue resuspendido en 40µl de H2O libre de RNAsas. 

 

Para las qRT-PCR se utilizó el kit TaqMan RNA-to-CT 1-Step Kit (Applied Biosystems). La 

amplificación se realizó en un termociclador ABI 7000. 

A partir de una muestra de RNA de concentración conocida se realizó una curva 

estandar (y= -0,2837x + 12,611, R2 = 0.99912) con distintas diluciones cuya 

concentraciones fue desde 10-1 a 10-8. La mezcla de reacción se realizó en unvolumen 

final de de 25µl: se mezcló 5µl de una solución tampón 2X, 0.23µl de cada uno de los 

primers (CVB3 For 5´GCATATGGTGATGATGTGTCGCTAGC3´ y CVB3 Rev 5´ 

GGGGTACTGTTCATCTGCTCTAAA3´) 100µM, 1.9µl de la sonda MGB-FAM 5'-[6-

Fam]GGTTACGGGCTGATCATG-3' (2µM), 0.5µl de la enzíma TaqMan RT, 5µl de RNA y 

H20 hasta completar el volumen de reacción. Dicha mezcla se incubó a 50ºC por 30min 

luego un paso de activación a 95ºC por 10min, seguido de 40 ciclos de tres pasos 

(desnaturalización a 95ºC por 15 segundos, hibridación a 60ºC y extención de 60ºC por 

1min). Cada una de las muestras se midió por duplicado y se realizó un control 

negativo utilizando H2O en vez de RNA. 
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5.2.4 Estudio de la diversidad poblacional por secuenciación masiva 

 

Con el objetivo de estudiar la variabilidad existente en las poblaciones de cuasiespecies 

en distintos órganos a partir de una infección in vivo se realizó la retrotranscripción 

previo a la amplificación de los genomas virales.  

La retrotranscripción se realizó a partir de 250ng a 1mg de RNA, utilizando la enzíma 

Maxima H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific). La reacción comenzó con 

una primera mix conteniendo el RNA, 1µl dNTPs 10mM, 1µl de oligo dT, y H2O hasta 

completar 15µl. Esta mezcla se incubó por 5min a 65°C y luego 1min en hielo, y 

finalmente fue añadida a una segunda mix conteniendo 4µl de solución tampon 5X y 

1µl de enzima. Las condiciones para el termociclador fueron: 50°C 30min, 85°C 5min y 

finalmente 20°C 15min. 

 

A continuación se realizó una amplificación por PCR de todo el genoma viral de 

aproximadamente 7,4 Kb para cada una de las muestras mediante la enzíma Phusion 

DNA Polymerase High-Fidelity (Thermo Scientific). Para la amplificación por PCR se 

agregaron 4µl de cDNA a una mezcla con un volumen final de 50µl, conteniendo 10µl 

de una solución tampón 5X, 1µl de cada cebador 10mM (120F 5’ 

GAAAACGCGGGGAGGGTCAAA3´ y 7297R 5´ACCCCCTCCCCCAACTGTAA3´), 1µl de 

dNTPs 10mM, 1µl de enzima, y 32µl de H2O MiliQ. La totalidad de la mezcla se calentó 

a 98 ºC 30 segundos y luego 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 98 

ºC 10 segundos, hibridación a 55ºC 30 segundos y de extensión a 72 ºC por 1.30 min. 

Finalmente se mantuvo a 72ºC por 10 min y se dejo a 25°C por unos minutos. 

 

Con el objetivo de estudiar variantes virales en cada uno de los órganos se realizaron 

las librerías y posterior corrida de secuenciación, utilizando los mismos protocolos ya 

descriptos anteriormente para la secuenciación masiva de las cepas del virus de 

Influenza. Una vez más, luego de obtener los datos de secuenciación masiva, éstos 

fueron analizados mediante el programa ViVian [41]. 
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5.3 Resultados Capítulo III 

 

5.3.1 Producción de stock virales 

 

La transformación de las cepas E.coli XL1-blue con los clones infecciosos CVB3-Nancy y 

CVB3-H3, se realizó con éxito. Posteriormente se realizó la purificación y linealización 

de los plásmidos como se muestra en la figura 26. Los plásmidos linealizados fueron 

utillizados como molde para la transcripción in vitro y posterior obtención de RNA viral 

infeccioso.  

 

 
Figura 26. Electroforesis de agarosa al 1% para visualizar los plásmidos linealizados. En el carril 0 se 

corrió un peso molecular de 1Kb, en el carril 1 el plásmido sin digerir y en el carril 2 el plásmido 

linealizado.  

 

Una vez obtenido el RNA viral se realizó la transfección de células HeLa para obtener la 

progenie cero (Po). A partir de esta Po se infectaron células HeLa con un MOI=1 para 

obtener el primer pasaje correspondiente a la progenie 1 (P1). Esta progenie viral fue 

tituladas por el método de dilución límite y por ensayo de placa infectando células 

Vero.  

 

Los resultados obtenidos mediante la titulación por dilución límite o dosis infectante 

50% fue 5.2 x 107 TCID50/ml para la cepa nancy, mientras que para la cepa viral H3 se 

obtuvo un título de 6.8 x 107 TCID50/ml. Dichos valores fueron obtenidos luego de 48 

horas post infección (HPI) y previa observación de completa lisis celular. 

 

Mediante el ensayo en placa obtuvimos los sigueintes títulos: 3.1 x 107 PFU/ml para la 

cepa nancy y 4.6 x 107PFU/ml para la cepa H3. Asimismo, no pudimos apreciar 

diferencias significativas en el tamaño de las placas de lisis generadas por ambas cepas 

virales, ver figura 27. 
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Figura 27. Ensayo de titulación en placa. A. Visualización de las placas de lisis generadas por una de las 

cepas en estudio (CVB3 Nancy) sobre una monocapa de células Vero. B. Representación gráfica del 

promedio del tamaño de las placas de lisis generadas por la cepa Nancy (verde) y la cepa H3 (rojo). 

 

Posteriormente, se realizó una curva de crecimiento para evaluar la estabilidad y 

viabilidad a lo largo del tiempo de cada una de las cepas virales generadas in vitro. Se 

cuantificó el título viral mediante dilución límite o dosis infectante 50% a partir de cada 

sobrenadante de cultivo previamente infectados con la cepas Nancy o H3 a diferentes 

HPI, como se puede ver en la figura 28. 

 

 
Figura 29. Curva de crecimiento para cada una de las cepas virales. Se representa graficamente el 

logaritmo en base 10 del título viral vs horas post infección en la linea celular Vero infectadas con una 

MOI=1. En rojo se muestra la curva para CVB3 nancy y en verde para CVB3 H3. 
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5.3.2 Infección  in vivo y evaluación de la eficiencia de infección 

Una vez titulado los virus, se realizaron los ensayos in vivo. Para ello, se utilizaron dos 

modelos murinos balb/c y CH3, hembras de 5 semanas de edad. La infección fue 

realizada con un título viral de 1.0x104 TCID50/ml por triplicado, por via intraperitoneal 

(IP) y por via oral (G). Al día 3, 5 y 7 p.i se tomaron muestras de distintos órganos 

(páncreas, corazon y bazo) y fueron procesadas como se detalló en la sección de 

materiales y métodos. 

Con el objetivo de analizar la eficiencia de infección, se realizaron las qRT-PCR, de 

forma de evaluar los niveles de RNA generado en los distintos órganos a través de la 

infección via IP o via G. A continuación se muestran los valores obtenidos en en el 

organo bazo. Los resultados de las qRT-PCR se muestran en la Figura 29.  

 

 
Figura 29. Cuantificación absoluta por RT-PCR a tiempo real de los niveles de RNA viral. Se muestra de 

forma representativa los valores de ng de RNA obtenido en el bazo de ratones infectados con un título 

viral de 1.0x10
4
 TCID50/ml. En A, se evalúan los niveles de RNA en ratones CH3 y en B en ratones balb/c.  

 

Si bien los títulos virales para ambas cepas por la via de infección intraperitoneal fue un valor 

dentro de un rango esperado, la implemantación de la metodología de infección oral (G) no 

fue tan exitosa. Por otro lado, evaluando los dos modelos murinos, se obtuvieron mayores 

títulos en los ratones balb/c y por lo tanto, los demas ensayos fueron realizados en este 

modelo murino.  

Con el objetivo de mejorar la puesta a punto de infección oral, realizamos el mismo ensayo 

pero adicionando al inoculo viral bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 5%, de forma de mejorar 

las condiciones de pH a nivel intestinal y esperando obtener mayores títulos por una mejor 

absorción del virus a ese nivel. Los resultados de las qRT-PCR para bazo y el organo blanco de 
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infección, pancreas se muestran en la figura 30. En la figura 31 se muestran los títulos virales 

obtenidos mediante el método de dilución límite para los tres órganos evaluados. 

 
Figura 30. Cuantificación absoluta por RT-PCR a tiempo real de los niveles de RNA viral. Se muestran 

los niveles de RNA en en bazos (A) y pancreas (B), tomados de ratones balb/c, los cuales fueron 

infectados con un título viral de 1.0x10
4
 TCID50/ml. Cada reacción se realizó por duplicado. La barra 

vertical corresponde al valor obtenido para la infección con la cepa Nancy y la H3 por via IP y por via oral 

(G) a los 3 días p.i, a los 3 y 5 días p.i agregando NaHCO3 por via oral.  

 
Figura 31. Titulación de particulas virale por el método de dilución límite a partir de muestras in vivo. 

Se muestra el logaritmo en base 10 de particulas virales en bazo A, pancreas B y corazón C, a los 3, 5 y 7 

días p.i. 
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5.3.3 Estudio de la diversidad poblacional por secuenciación masiva 
 

Con el objetivo de estudiar la variabilidad en las poblaciones virales de los distintos 

órganos a partir de una infección in vivo utilizamos la tecnología de secuenciación de 

próxima generación (NGS) de forma de caracterizar la población total del virus e 

identificar variantes minoritarias específicas en cada uno de órgano y que podrían 

cumplir un rol en la patogénesis viral. 

Para ello, se procedió a retrotranscripción del RNA a cDNA y luego a la amplificación 

por PCR utilizando un juego de cebadores y condiciones de amplificación puestas a 

punto anteriormente en el laboratorio y detalladas en la sección de materiales y 

métodos. Luego de la amplificación del genoma viral, el mismo se visualizó en un gel 

de agarosa, ver figura 32.  

                

Figura 32. Gel de agarosa al 1% para visualizar genomas virales. Se puede apreciar en el primer carril la 

migración del peso molecular 1Kb (xxx), los carriles 1, 2 y 3 corresponden a genomas provenientes de 

páncreas, corazón y bazo luego de 3 días pi (IP), los carriles 4, 5 y 6 corresponden a genomas 

provenientes de páncreas, corazón y bazo luego de 5 días pi (IP). Por otro lado, los carriles 7, 8 y 9 

corresponden a genomas provenientes de páncreas, corazón y bazo luego de 3 días pi (G NaHCO3) y los 

carriles 10, 11 y 12 corresponden a genomas provenientes de páncreas, corazón y bazo luego de 5 días 

pi (G NaHCO3). 

El análisis de diversidad poblacional mostró la presencia de variantes genéticas 

específicas para cada uno de los órganos estudiados, indicando la presencia de 

subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos, ver figura 34. Asimismo, se 

puede observar en la figura 32, una disminución de variantes minoritarias entre el día 

3 y 5 en los virus aislados de páncreas y bazo, mientras que los virus aislados de 

corazón mostraron, en cambio, un aumento de estas variantes. 
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Figura 32. Representación gráfica de variantes detectadas en los diferentes órganos a los 3 y 5 días p.i. 

En la figura se muestran las variantes de los diferentes organos que fueron encontradas en una 

frecuencia mayores a 1%. En verde se muestran las variantes cuya frecuencia se encontró entre 1 y 0.05. 

en amarrillo las que presentaron frecuencias de entre 0.049 a 0.01. En rojo se muestran las variantes 

que no se encontraron en la población. 

 
Figura 33. Representación gráfica del número de variantes virales detectadas en los diferentes 

órganos. Se representan las variantes cuya frecuencia se encontraron entre el 0.01 y 0.001 en la 

población viral. En A, páncreas, en B, Bazo y en C, Corazón. 
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5.4 Discusión Capitulo III 

Dados los enfoques abordados en los dos primeros capítulos de esta tesis, los cuales 

contemplan el estudio de la evolución viral desde la filogenética y la epidemiología 

molecular, decidí realizar una pasantía en el Departamento de Virología del Instituto 

Pasteur de modo de poder enriquecer mi formación en este campo, desde una 

perspectiva diferente. En esta ocasión me enfrenté a modelos in vitro e in vivo de 

infección con el objetivo de entrenarme en la generación de diferentes estirpes virales, 

a través de la manipulación de sus clones infecciosos, así como del estudio de la 

evolución viral en un modelo in vivo.  

Como ha sido reportado, los fenómenos de competencia y complementación que 

existen en un espectro de variantes virales, contribuyen de forma directa a las 

características de la población. Además, es ampliamente conocido que la diversidad 

genética así como la estructura poblacional de las cuasiespecies desempeñan un papel 

fundamental en la capacidad de replicación de un virus en un ambiente dado [32]. 

Asimismo, comprender los mecanismos moleculares que subyacen en la dinámica, 

interacción y evolución de las cuasiespecies virales es de fundamental importancia 

para el diseño de nuevas y efectivas estrategias antivirales. 

Por lo antedicho, nos planteamos como objetivo de este tercer capítulo estudiar la 

dinámica poblacional de cuasiespecies provenientes de una infección in vivo en un 

modelo murino. Para realizar esta parte del trabajo fue necesaria la implementación 

de otro modelo viral con menores requerimientos en cuanto a la bioseguridad 

necesaria en relación a VIA. Para ello, nos focalizamos en el Virus Coxsackie B3 (CVB3) 

él cual, no solo nos  garantizó el uso de modelos murinos sino que también una mayor 

disposición de herramientas moleculares para abordar el objetivo trazado. CVB3 

pertenece a la familia Picornaviridae y al género enterovirus, son virus desnudos con 

genomas RNA simple hebra de polaridad positiva de aproximadamente 7,5 Kb de 

longitud [144]. En particular, los virus Coxsackie del grupo B serotipos (1 a 6) se asocian 

a una gran variedad de patologías agudas y crónicas en humano incluyendo 

miocarditis, meningitis, y pancreatitis [145]. 

Mediante el empleo de un sistema de genética reversa logramos obtener de forma 

exitosa los stocks virales correspondientes a las cepas Nancy y H3 de CVB3.  Los virus 

fueron colectados a partir de infecciones en cultivos celulares llevadas a cabo en 

células HeLa. Dichos stocks fueron evaluados mediante curvas de crecimiento para 

corroborar su viabilidad y estabilidad. La titulación de los mismos fue realizada 

utilizando dos métodos diferentes, ensayo en placa y el método de dilución límite, y 

ambos confirmaron, para las 2 cepas virales títulos del orden de 107 partículas. 



Capítulo III 

 

 

 112 

De la misma manera, se procedió a trabajar con dos cepas de ratones de modo de 

investigar diferentes susceptibilidades a la infección por CVB3.  

Ensayamos la infección in vivo utilizando dos estrategias de inoculación, la vía 

intraperitoneal y la que simula a la infección natural ocasionada por enterovirus, la vía 

oral (gavage). La infección intraperitoneal utilizando la cepa Nancy y H3 fue exitosa 

tanto en ratones CH3 como balb/c. Sin embargo, la infección oral por gavage solo se 

logró utilizando los ratones balb/c y la cepa H3, e igualmente los títulos obtenidos 

fueron bajos en relación a la otra ruta estudiada. Con relación al gavage, el mismo fue 

mejorado significativamente una vez adicionado al inoculo viral NaHCO3 al 5%. De esta 

manera pudimos neutralizar, en parte, el pH ácido encontrado en el tracto digestivo, 

permitiendo una mejor infección a través de mucosas. Si bien el método de infección 

por vía oral no estaba puesto a punto en el laboratorio, logramos optimizar dicha 

metodología añadiendo NaHCO3 al 5%. Mediante esta metodología logramos un 

incremento en la cantidad de genomas virales así como de partículas infectivas, 

obteniendo un aumento en la eficiencia de la infección. 

Nuestros datos indicaron que los ratones Balb/c fueron más susceptibles ya que 

obtuvimos cantidades de RNA viral mayores en este modelo murino. Por otra parte se 

titularon los virus obtenidos de cada muestra mediante el método de dilución límite 

para determinar la cantidad de partículas virales viables. Muchas veces ambas 

mediciones no concordaron de forma exacta, siendo lo esperado debido a la gran 

cantidad de partículas virales no infectivas de las cuales se pudo cuantificar sus 

genomas por qRT-PCR.  

En cuanto al análisis de variantes virales y su posible compartimentalización, se realizó 

con éxito la amplificación de los genomas virales de forma completa a partir del RNA 

extraído de cada órgano. Los mayores títulos fueron encontrados en el páncreas luego 

de 3 días post infección. Estos resultados fueron concordantes con la literatura ya que 

el páncreas es el órgano blanco de infección para CVB3 [146]. Debido a limitaciones de 

tiempo durante la pasantía nos propusimos realizar las librerías con aquellas muestras 

que mayor título viral presentaron. Por lo tanto, se construyeron las mismas a partir 

del RNA extraído de ratones infectados por vía intraperitoneal con la cepa H3 y 

posteriormente se efectuó la secuenciación masiva. 

El análisis de diversidad poblacional, el cual fue realizado mediante el empleo del 

software ViVan, mostró la presencia de variantes en distinta proporción en los 

diferentes órganos estudiados. Pudimos determinar la existencia de variantes 

genéticas específicas para cada uno de los órganos estudiados indicando la presencia 

de subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos. Esta observación es 

concordante con la dinámica de cuasiespecies virales reportada. Mayores estudios son 
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necesarios para investigar si estas variantes presentan ventajas a nivel fenotípico en 

relación al compartimento del cual fueron secuenciadas. 

Asimismo, las variantes representadas entre un 0.1 a 1% mostraron una disminución 

entre el día 3 y 5 en los virus aislados de páncreas y bazo, mientras que los virus 

aislados del corazón mostraron un aumento de las mismas. Este fenómeno podría 

estar asociado a que el corazón es el único órgano en donde CVB3 puede infectar de 

forma persistente [145]. El aumento de variantes minoritarias indica una menor 

presión selectiva en dicho compartimento. Desafortunadamente, no se conocen hasta 

la fecha los mecanismos moleculares por los cuales CVB3 infecta persistentemente al 

miocardio. Posiblemente la presión inmune podría estar seleccionando virus 

atenuados o incluso defectivos permitiendo escapar de la limpieza de la infección y de 

esta forma permitiendo generar una infección persistente [147]. 
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Con respecto a la dinámica filogenética de los virus Influenza A H1N1pdm, se logró 

identificar que los virus aislados en el año 2009 pertenecían al clado 7 (Gr 7-pdm), y 

que éste clado fue el más representado en la región sudamericana durante esa 

temporada. Asimismo, las muestras aisladas en el periodo post pandémico 

pertenecieron a tres de los siete nuevos grupos reportados, (Gr 5, Gr 6 y Gr 7), 

observándose la co-circulación de linajes en el año 2013 en Uruguay (Gr 6 y Gr 7). 

Los análisis filogenéticos revelaron que todas las cepas del año 2009 estaban más 

genéticamente relacionadas entre sí y mantienían cierta distancia genética con 

aquellas cepas aisladas en los años subsiguientes.  Además la cepa vacunal 

A/California/7/2009 fue genéticamente distante a todas las cepas de las tres 

temporadas estudiadas. 

La comparación de las secuencias de aminoácidos de las cepas uruguayas con la cepa 

vacunal reveló una gran variabilidad tanto para el segmento génico HA como para NA. 

En el caso de HA: 

Para la gran mayoría de las muestras analizadas no detectamos cambios en los 

aminoácidos que forman parte del sitio de unión al receptor, ni en las tres estructuras 

secundarias conservadas que delimitan esta región.  

Mediante el mapeo de las sustituciones identificamos un aumento en el número de 

sustituciones relacionadas a diferentes sitios antigénicos, desde el año 2009 al 2013 y 

dicho aumento se correlacionó con una disminución en la eficacia teórica de la vacuna. 

Con respecto a NA 

Al igual que lo observado para HA, la mayoría de las sustituciones que ocurrieron en la 

proteína NA se localizaron en la superficie de la proteína, observándose además, un 

aumento en el número de sustituciones localizadas en sitios antigénicos desde el año 

2009 al 2013.  

Mediante el programa BepiPred se pudo identificar que todas las cepas analizadas 

difieren de la cepa vacunal en dos regiones de epítopes cuyas posiciones de 

aminoácidos fueron 102-103 y 351-352. 

La mayoría de las sustituciones no afectarían el sitio de unión a la droga antiviral 

(Oseltamivir), ya que se localizaron a más de 3Å de distancia del sitio activo. 

En análisis de los potenciales sitios de glicosilación reveló que todas las muestras 

analizadas comparten tres sitios de glicosilación con la cepa vacunal en el segmento 

génico HA, y siete sitios de glicosilación en el segmento génico NA. Logramos 
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identificar además, un nuevo sitio potencial de N-glicosilación en una cepa aislada en 

Brasil y la ausencia de dos sitios de N-glicosilación en cepas aisladas en Sudamérica. 

Resaltamos la importancia de la utilización de tecnologías de secuenciación masiva en 

la vigilancia de cepas resistentes a las drogas antivirales ya que a pesar de no detectar 

las sustituciones asociadas a la resistencia al analizar la secuencia consenso obtenida 

por secuenciación de Sanger, dichas sustituciones fueron identificadas al aumentar la 

profundidad de la secuenciación. Asimismo logramos detectar cómo variantes 

minoritarias en el año 2009 y 2011, asociadas a sustituciones permisivas para la 

sustitución H275Y, pasaron a ser representadas en altas frecuencias para el año 2013. 

Estos resultados indican que actualmente los virus Influenza H1N1pdm son más 

permisivos a adquirir la sustitución H275Y, aumentando el riesgo de la emergencia de 

cepas resistentes y su dispersión a nivel mundial. 

Con respecto al estudio de cuasiespecies aisladas de infecciones in vivo, logramos 

obtener de forma exitosa los stocks virales. Se logró optimizar el método de infección 

por vía oral, observando un incremento en la cantidad de genomas virales así como de 

partículas infectivas. El análisis de diversidad poblacional reveló la existencia de 

variantes genéticas específicas para cada uno de los órganos estudiados indicando la 

presencia de subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos. 
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Figura 1-anexo1. Alineamiento de secuencias de aminoácidos correspondiente 

al segmento génico HA de cepas aisladas en Uruguay. El nombre de las muestras 

se indica a la izquierda de la figura. Las secuencias de aminoácidos se indican con 

el código de una letra. La identidad de la cepa de referencia, cepa vacunal 

A/California/07/2009 CY121680, se indica mediante un guion. En la parte 

superior del alineamiento se indica en diferentes colores los distintos sitios 

antigénicos, en violeta Sa, en cian Sb, en verde Ca1 y Ca2 y en azul Cb y en 

amarillo los sitios involucrados en la unión al receptor. 
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Figura 2-anexo1. Alineamiento de 
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génico NA de cepas aisladas en 

Uruguay. El nombre de las 

muestras se indica a la izquierda de 

la figura. Las secuencias de 

aminoácidos se indican con el 

código de una letra. La identidad 

de la cepa de referencia, cepa 
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CY121680, se indica mediante un 

guion. En diferentes colores los 
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Figura 1-anexo 2. Validación del pre-procesamiento de los reads. En el panel A) porcentaje de cada 

nucleótido en los reads B) porcentaje de secuencias repetidas  C) distribución GC por base D) cantidad 

de read vs el largo en pb  E) calidad de read vs posición F) calidad de read vs cantidad. 
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Figura 2-anexo 2. Gráfico de la cobertura a lo largo de los segmentos génicos analizados. 

Representación de la cobertura en función de la posición génica de HA se muestra en el lado izquierdo; 

a la derecha se ve la cobertura para el gen NA. 
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