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PREFACIO 

Este trabajo fue realizado con la idea de profundizar sobre la importancia 

evolutiva y los beneficios que los virus les proporcionan a sus huéspedes ya 

que en el colectivo común existe la ideología que toda infección vírica provoca 

una enfermedad, sin embargo proporcionalmente al número de virus que 

existen, son pocas las infecciones víricas que originan síntomas de 

enfermedad. Los virus son parásitos obligados que se han especializado en 

insertar su material genético dentro del genoma de la célula huésped y han 

perfeccionado a lo largo de la historia evolutiva diversas estrategias para co-

existir con su huésped. Por ello existe la hipótesis de que el genoma de la 

mayoría de los organismos se originó a partir de genomas virales. 

La transferencia de información genética entre diversas especies de 

organismos permite la adquisición de nuevas propiedades evolutivas, que 

puede otorgar ventajas o desventajas adaptativas al organismo que hereda las 

secuencias genómicas. En los últimos años algunas especies de virus del grupo 

de los parvovirus como por ejemplo el virus IHHNV producen infecciones 

persistentes en crustáceos, sin desarrollo de enfermedad aparente. La 

persistencia viral está relacionada con su capacidad de integrarse al DNA 

cromosómico de sus huéspedes, debido a esto han co-evolucionado junto con 

sus huéspedes, derivando en una adaptación selectiva positiva. 

Un ejemplo importante de co-evolución ocurre en el camarón Penaeus 

monodon, éste es infectado de forma persistente por el parvovirus IHHNV y no 
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desarrolla enfermedad en el crustáceo. El virus de la influenza subtipo A H1N1 

también ha co-evolucionado con sus huéspedes (aviar, porcino y humano), 

debido a que presenta bajas tasas de cambio evolutivo en las aves, con una 

gran capacidad de adaptación y equilibrio. El estudio de la adaptación selectiva 

de los virus, se ha abordado recientemente en la genómica comparativa 

mediante métodos evolutivos computacionales y las técnicas moleculares 

básicas como el PCR, bioensayos con organismos vivos y cultivo celular, 

secuenciación de genomas, entre otras técnicas. En esta Tesis abordamos una 

perspectiva integral para comprender mecanismos de co-evolución comparando 

al modelo humano y al camarón. 
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I. Introducción 

I.1. Generalidades sobre los virus 

Los virus son parásitos obligados e intracelulares, carecen de información 

genética que codifique estructuras necesarias para la generación de energía 

metabólica o para la síntesis de proteínas. Son dependientes de la célula 

huésped, por lo tanto están vivos mientras estén dentro de esta y son 

ensamblajes químicos metabólicamente inertes fuera de la célula (Cann, 2009). 

Los virus son las entidades biológicas más abundantes y diversas en la tierra. 

Están presentes en todos los ambientes explorados, son capaces de infectar a 

todos los organismos de los tres reinos de la vida (archaea, bacteria y 

eucariota), además de otros virus (Feschotte y Gilbert, 2012; Koonin y Dolja, 

2013). La composición y estructura de los genomas virales es más variada que 

los genomas de los reinos bacteriano, vegetal y animal. Los ácidos nucleicos 

son de una sola cadena o doble cadena, su configuración es linear, circular o 

segmentada. La polaridad de sus genomas es positiva (la misma polaridad o 

secuencia nucleotídica que el mRNA), polaridad negativa ó ambisentido (Cann, 

2009). Debido a la estructura genómica que presentan los virus, tienen un papel 

muy importante en la transición evolutiva celular (Bandea, 2009). Ya que los 

ácidos nucleicos virales al infectar células del huésped evolucionan mediante 

recombinación y mezcla de material genético entre ambos (Koonin y Dolja, 

2013, Feschotte y Gilbert, 2012; Flegel, 2009). Esta transferencia genética entre 



2 
 

 

los organismos y los virus permite la adquisición de ventajas o desventajas 

adaptativas (Dunning, 2011). Todas las células, animales y vegetales son 

susceptibles de ser infectadas por virus de manera específica. 

I. 2. Características generales del IHHNV 

El virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa  IHHNV, es 

una de las enfermedades infecciosas virales que merecen mayor atención por 

su frecuencia de aparición, su capacidad de producir severas epizootias con 

altas mortalidades y considerables pérdidas económicas a la industria del 

cultivo de L. stylirostris y L. vannamei (Lightner, 1988 y 1996). Este virus 

pertenece taxonómicamente a la familia Parvoviridae por las siguientes 

características: su diámetro es de 18-26 nm, con simetría icosaédrica, carece 

de envoltura, contiene un DNA unicatenario lineal (cubierto por la cápside como 

hebra positiva o negativa), de un tamaño estimado de 3.9-5.9 kb (Berns et al., 

1995). Por medio de la técnica electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida 

(SDS-PAGE) se determinó que la cápside del virus está formada por cuatro 

polipéptidos con peso molecular de 74, 47, 39 y 37.5 kD (Bonami et al., 1990). 

I.2.I. Virulencia del IHHNV 

Los peneidos adultos infectados con IHHNV que han superado una epizootia, 

no desarrollan signos macroscópicos importantes por lo tanto no son 

susceptibles a este virus ya que no muestran síntomas de la enfermedad y 

tampoco mortandad, en cambio los juveniles de P. stylirostris de tamaño 
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pequeño (5.0 mg a 3.7 g) presentan mortalidades masivas (Lightner et al., 

1983). La severidad de la infección es mayor para L. stylirostris, en L.vannamei 

solo se manifiesta como el síndrome de deformidad y enanismo o RDS (por sus 

siglas en inglés), presentándose en esta especie como un agente de 

enfermedad crónica, sin grandes mortalidades (Bell et al., 1984; Kalagayan et 

al., 1991). Es importante mencionar que los individuos de P. stylirostris y P. 

vannamei que están infectados y que sobreviven a las epizootias del IHHNV 

son portadores de este virus el cual se transmite a un nuevo lote de cultivo tanto 

de forma vertical (presente en el genoma de los huevos) como horizontal (por 

ingestión de las heces como por eventos de canibalismo) (Motte et al., 2003; 

Lightner, 1996). 

I.2.2. Resistencia de los peneidos al IHHNV 

Las especies de peneidos resistentes ó no susceptibles al IHHNV son P. 

monodon, l. indicus y L merguiensis (Lightner, 1996). En adultos de P. monodon 

infectados de forma persistente por el IHHNV, no se observan los signos 

clínicos antes mencionados y solo se ha reportado una disminución en la tasa 

de fecundidad (Withyachumnarnkul et al., 2006). Las razones de la resistencia 

de esta especie ante esta enfermedad no son totalmente comprendidas. Se 

desconoce lo que ocurre a nivel celular y molecular con los organismos 

sobrevivientes ante las infecciones persistentes provocadas por el IHHNV, solo 

se les llama resistentes, el conocimiento sobre el tema es muy limitado. A 

continuación se presentan algunas posibles explicaciones. 
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I.2.3. Co-evolución entre el IHHNV y su huésped 

Es necesario comprender la interacción co-evolutiva que ocurre entre el virus y 

su huésped. Comprender esta interacción nos permitirá conocer de forma 

integral la infección vírica. Algunos investigadores señalan que los ácidos 

nucleicos virales evolucionan a partir de las células que infectan, mediante 

recombinación, duplicación genética y mezcla de material genético de los virus 

con sus hospederos (Koonin y Dolja, 2013: Feschotte y Gilbert, 2012; Flegel, 

2009; Bandea, 2009). La simbiosis o infección persistente propicia un delicado 

balance entre el virus y el huésped, en el cual el virus ajusta su replicación y 

patogenicidad para evitar la muerte del huésped (Cann, 2009).  

Existe la hipótesis de que el IHHNV, se podría adaptar a sus hospederos L. 

vannamei y L. stylirostris mediante selección positiva. Esto es, incrementando la 

frecuencia de variantes, que otorgan ventajas adaptativas y diversidad genética 

a las poblaciones virales (Posada, 2009). 

I.2.4. Endogenización de secuencias de genomas virales y su utilidad 

inmunológica 

Es posible que secuencias del genoma del IHHNV se puedan integrar al 

genoma del camarón. Se tienen registros de que la familia Parvoviridae ha 

integrado secuencias de sus genomas en los genomas de sus huéspedes 

desde hace 50 millones de años de evolución (Belyi et al., 2010). Por ejemplo, 

el Dependovirus AAV2 cuando infecta al humano, se integra en el cromosoma 
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19, como parte de su estrategia de replicación (Belyi et al., 2010). Las 

secuencias endógenas modifican la evolución del genoma de su huésped y 

alteran la expresión de genes para su beneficio (Daubin y Ochman, 2004). Otra 

hipótesis propone que las recientes endogenizaciones de secuencias de 

genomas virales en los genomas de artrópodos, operan como memoria de 

DNA, que activa su sistema inmune adaptativo (Flegel, 2009; Daubin y 

Ochman, 2004; Kazazian, 2004; Goic y Saleh, 2012). Un ejemplo es el sistema 

de defensa antiviral RNA de interferencia (iRNA) (Labreuche y Warr, 2012), el 

cual destruye el material genético ajeno e inactiva los virus dejándolos en 

latencia mediante la regulación de su replicación, sin causar signos de infección 

en el huésped (La Fauce y Owens, 2012; Goic y Saleh, 2012; Labreuche y 

Warr, 2012). Es importante investigar más eventos de integración, patogénesis 

y los mecanismos de persistencia del IHHNV ya que siguen siendo 

desconocidos. El conocimiento sobre estos temas proporcionaría información 

importante sobre los procesos de selección positiva adaptativa del genoma y 

co-evolución entre el virus y su huésped.  

I.3. Características generales de la influenza subtipo A (H1N1) 

Otro virus en el cual se han presentado procesos infectivos y evolutivos que 

ameritan ser estudiados, es el virus de la influenza subtipo A (H1N1) por su alta 

variabilidad genética y antigénica. La infección respiratoria aguda causada por 

el H1N1 es un problema de salud pública que ha causado la muerte de 

alrededor de 50 millones de personas en el mundo, y cada año permanece 
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como una amenaza a la salud pública (Taubenberger et al., 2006). Este virus se 

clasifica taxonómicamente en la familia Orthomyxoviridae, consta de ocho y 

siete segmentos de RNA de cadena simple y tiene polaridad negativa 

(Duesberg, 1967; Cheung y Poon, 2007; Bouvier y Palese, 2008). Se clasifica 

en subtipos debido a que las glicoproteínas hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA) determinan el alto grado de variabilidad antigénica, por lo 

que las secuencias de estas proteínas se utilizan para clasificar a los virus 

cuando aparecen nuevas cepas. Estudios filogenéticos han descrito que 

únicamente el subtipo A es el responsable de los 16 subtipos de HA 

denominados (H1-H16), y nueve subtipos de NA (N1-N9) (Laver et al., 1984; 

Cheung y Poon, 2007). Solo tres subtipos HA (H1, H2 y H3) y dos NA (N1 y N2) 

han causado epidemias humanas mediante la transmisión de persona a 

persona (Bouvier y Palese, 2008). La proteínas HA y NA, son los principales 

antígenos del virus contra la respuesta inmune (Laver et al., 1984; Cheung y 

Poon, 2007). 

I.3.1. Subtipos virales de la influenza  

El subtipo de influenza A infecta al humano, cerdos, caballos, mamíferos 

marinos y varias especies de pájaros (Carrat et al., 2007; Webster et al., 1992; 

Robert et al., 1992). Estudios filogenéticos de los virus de la influenza A, han 

demostrado que en las aves silvestres acuáticas este virus está muy adaptado y 

presenta poca variabilidad genética. Se ha propuesto la hipótesis, que las aves 

acuáticas son el origen de todos los virus de la influenza en otras especies 
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(Robert et al., 1992). Los subtipos de influenza A más comunes en humanos y 

cerdos son H1N1, H1N2, H3N2, son cosmopolitas, pero su origen, 

características antigénicas y genéticas, se diferencian entre las distintas 

regiones geográficas (Kuntz et al., 2009). Diversos estudios han evidenciado 

que el cerdo es una especie reservorio en la que se generan las nuevas 

variantes recombinantes del virus de la influenza que se transmite a otras 

especies de organismos con potencial pandémico en la población humana (Ito 

et al., 1998; Campitelli et al., 1997; Chen et al., 2005; Dawood et al., 2009). 

Durante este siglo han surgido diversas cepas de influenza, debido a la 

recombinación genética aviar, humana y porcina, estas variantes virales han 

sido responsables de las epidemias y pandemias en el mundo. 

I.3.2. Variabilidad genética del antígeno HA de la influenza subtipo A (H1N1) 

El virus de la influenza subtipo A (H1N1) produce epidemias y pandemias 

humanas ocasionadas por la alta sustitución de aminoácidos dentro de los sitios 

de unión en sus antígenos Hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Carrat y 

Flahault, 2007). Esta variabilidad en los antígenos no permite que los 

anticuerpos los reconozcan. La sustitución de aminoácidos proviene de 

mutaciones (deriva genética), selección natural y recombinación de los 

segmentos de RNA en diferentes especies (Chen y Holmes, 2006; Domingo, 

2006).  La glicoproteína HA es la responsable de la unión del antígeno viral al 

receptor de tipo ácido siálico en los enlaces α- 2,6 y en menor grado en el 

enlace α-2,3 y también controla la fusión viral de la membrana celular del 
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huésped (Couceiro et al., 1993; Cheung y Poon, 2007; Nayak et al., 2009). La 

síntesis de la conformación de HA se origina por un polipéptido precursor (HA0) 

durante su post-traducción, su estructura se basa en dos subunidades HA1 y 

HA2 enlazadas por un enlace disulfuro, la escisión de esta proteína en HA1 y 

HA2 es importante para la infectividad viral (Cheung y Poon, 2007). 

I.3.3. Pandemia del virus  de la influenza subtipo A (H1N1) en México 

En México en el año 2009, surgió una nueva variante inusual del virus de la 

influenza A (H1N1). El país no contaba con la capacidad para identificar a este 

virus, por ello los centros de Prevención y Control de Enfermedades (CDC) de 

los Estados Unidos, reportaron a la Organización Mundial de la Salud, que este 

virus surgió por una recombinación interespecífica de sus genes (porcino, aviar 

y humano) (Dawood et al., 2009; Trifonov et al., 2009). El H1N1 variante 

mexicana se expandió a 43 países regostándose 12,515 casos de los cuales 91 

personas infectadas murieron (Trifonov et al., 2009).  

El estudio de la dinámica evolutiva de los virus de influenza, facilita la 

comprehension de su epidemiología. El estudio de Moya et al., 2004, estableció 

la fuente del brote viral; mediante un árbol filogenético se construyó su historia 

epidemiológica (se determinó su origen, se identificó la variante viral actual y se 

estimaron las probabilidades futuras de supervivencia de variantes de virus de 

influenza. El objetivo de reunir toda esta información fue conocer al virus de la 

gripe para anticipar vacunas cuando una nueva epidemia comience a emerger. 

Es importante mencionar que las variantes de virus de influenza mexicanas son 
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diferentes genética y antigénicamente, en función de su ubicación geográfica. 

Sin embargo en México, a la fecha no existen investigaciones dirigidas a 

entender la dinámica evolutiva del virus de influenza, a pesar del incremento 

inusual de influenza pandemia presentada en los últimos años. Por todo lo 

anterior el objetivo de este trabajo es, evaluar algunos mecanismos de 

adaptación evolutiva de los virus IHHNV y H1N1, con sus respectivos 

hospederos mediante un enfoque experimental y de bioinformática. 
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II. Hipótesis 

La adaptación selectiva de los virus de la Necrosis Hipodérmica y 

Hematopoyetica Infecciosa (IHHNV) y de la Influenza subtipo A (H1N1) y será 

positiva a los cambios celulares e inmunológicos de sus huéspedes naturales. 

III. Objetivo general 

Discernir los mecanismos de adaptación evolutiva de los virus IHHNV, y A 

(H1N1) con sus respectivos hospederos mediante un enfoque experimental y de 

bioinformática. 

Objetivos específicos 

1.-Evidenciar el estado actual del conocimiento  sobre el virus IHHNV en 

decápodos.  

2.- Evaluar la endogenización del IHHNV en camarón blanco Litopenaeus 

vannamei y camarón azul Litopenaeus stylirostris mediante un estudio 

experimental. 

3.- Investigar los procesos de adaptación evolutiva del virus A (H1N1) durante la 

pandemia del 2009 en la población mexicana mediante análisis bioinformático. 

4.- Definir los procesos de co-evolución del IHHNV y el A (H1N1) en sus 

respectivos huéspedes. 

5.- Producir anticuerpos monoclonales para conocer los cambios evolutivos de 

la proteína HA de los virus de influenza A (H1N1). 
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IV. Capítulo I 
El virus de la Necrosis 

Hipodérmica y Hematopoyética 

(IHHNV): Un breve repaso de lo 

que hacemos y no sabemos 
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IV. I.Introducción 

La camaronicultura es una de las ramas de la acuicultura que más se ha 

desarrollado en los últimos 15 años a nivel mundial. En México el cultivo de 

camarón inició en 1985, incrementándose la producción y el área de cultivo de 

manera progresiva en los últimos años. Las especies más importantes desde el 

punto de vista productivo y comercial pertenecen a la familia Penaeidae y son: 

Penaeus vannamei, que tiene un color blanquecino o ligeramente amarillento, y 

Penaeus stylirostris, que tiene un color ligeramente azulado (Martínez-Córdova 

et al., 2002).  

Las enfermedades infecciosas virales han causado epizootias y pérdidas 

económicas considerables a la industria del cultivo de camarón. Hasta fines de 

1988 solamente se habían reportado seis virus capaces de afectar al género 

Penaeus, y para 1996 el número se había incrementado a más de 20 (Lightner, 

1988 y 1996). En el continente americano los agentes virales que merecen 

mayor atención por su aparición frecuente, amplia distribución, capacidad de 

causar epizootias con altas tasas de mortalidad, además de producir pérdidas 

económicas de miles de millones en la industria de camarones peneidos son: 

En primer lugar el Virus del Síndrome de la Mancha Blanca (WSSV) que ha 

causado pérdidas económicas de ocho mil millones, en segundo lugar el Virus 

del Síndrome de Taura (TSV) con pérdidas de tres mil millones y en tercer lugar 

el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) con pérdidas de 

mil millones (Lightner, 2011). 
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En México a raíz de la epizootia que causó el IHHNV a P. stylirostris en la 

década de los 90s, se optó por suspender su cultivo y cultivar en cambio al 

camarón blanco P. vannamei, que es, como ya se mencionó, menos susceptible 

a este virus (Morales Covarrubias, 1999). No se ha tomado en cuenta que el 

IHHNV está mutando continuamente (Robles-Sikisaka et al., 2010) y que P. 

vannamei podría estar perdiendo variabilidad genética debido al rápido 

desarrollo productivo sin control en el manejo de sus poblaciones, lo cual podría 

generar en perdida de variabilidad genética y por lo tanto incrementar su 

susceptibilidad a enfermedades (Rivera-García y Grijalva-Chon, 2006). Eliminar 

el cultivo de P. stylirostris, susceptible al IHHNV y solamente producir P. 

vannamei resistente al IHHNV, no es la solución al problema.  Aun se sabe 

poco sobre los aspectos fisiológicos, genéticos, patogénicos, provocados por el 

IHHNV en sus hospederos, a pesar de que el IHHNV es una de las amenazas 

más serias para la industria camaronícola (JSA Shrimp Virus Work Group, 

1997)  Por lo anterior el objetivo principal de este primer capítulo es recapitular 

la información disponible sobre el virus IHHNV en decápodos, esta información 

nos facilitará comprender su epidemiología. La investigación ha sido publicada y 

se presenta a continuación en su formato final. 
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Artículo 1 
(Publicado) 

The Infectious Hypodermal and 

Haematopoietic Necrosis Virus: A 

brief review of what we do and do 

not know 
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IV.II. Puntos clave del capítulo I 

1.- La enfermedad que produce el IHHNV en L. stylirostris, es más severa en 

poblaciones de camarones chicos (5.0 mg a 3.7 g), que en camarones 

medianos-grandes (14.5 a 36.9 g). 

2.- En L. vannamei la enfermedad producida por el IHHNV, no es tan mortal, sin 

embargo el camarón blanco manifiesta la enfermedad del RDS (Síndrome de la 

deformidad y enanismo). 

3.- La transmisión del IHHNV se da de forma horizontal ó vertical. 

4.- Los individuos de L. stylirostris que sobreviven al IHHNV, son portadores y 

transmisores de este virus de por vida, y no se manifiestan signos aparentes de 

la enfermedad. 

5.- Diversas investigaciones han demostrado que existen variantes del IHHNV 

que no son infecciosas (variante C). Estas variantes se integran en el genoma 

de P. monodon, originario del este de África y Australia. 

6.- Hoy en día se sabe poco acerca del proceso de infección del IHHNV, en 

parte porque no se puede cultivar in-vitro (a la fecha no hay líneas celulares 

disponibles de camarón) y por otro lado la investigación ha sido enfocada a 

otros patógenos de mayor distribución. 
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7.- El IHHNV tiene una prevalencia elevada (80 al 100% en hembras y del 60% 

en machos) en poblaciones de camarón silvestres en el Golfo de California, 

consideramos que esta enfermedad amerita mayor atención de la que ha 

recibido. 
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V. Capítulo II  
Detección de falsos positivos del 

IHHNV en procedimientos de 

diagnóstico actuales 
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V.I. Introducción 

En los últimos años el cultivo global de camarón se ha incrementado de forma 

importante en cuanto a superficie cultivada y producción (FAO, 2007). Sin 

embargo, algunos factores han impactado seriamente el desarrollo de esta 

industria. Entre ellos, las enfermedades infecciosas virales han causado 

pérdidas económicas importantes. Uno de los agentes virales más importantes 

por su amplia distribución y capacidad de producir epizootias con altas 

mortalidades es el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y 

Hematopoyética (IHHNV, por sus siglas en inglés). Este virus pertenece a la 

familia Parvoviridae y se distribuye ampliamente en camarones peneidos 

silvestres causando mermas a la industria acuícola en América, Australia, 

Oceanía y Asia (Nunan et al., 2000; Owens et al., 1992).  

Los camarones peneidos presentan diferente susceptibilidad a la infección por 

IHHNV. Los peneidos adultos infectados con IHHNV no sufren consecuencias 

importantes tras la infección con este virus, ya que no presentan signos clínicos 

de la enfermedad, ni mortalidad. Sin embargo, algunos reportes indican que en 

juveniles del camarón Penaeus stylirostris en granjas de cultivo se han 

presentado altas tasas de mortalidad (~90%) (Vega Heredia et al., 2012); 

mientras que en organismos juveniles de Penaeus vannamei infectados con 

este virus, no ocurren tasas de mortalidad tan elevadas. Pese a esto, en esta 

ultima especie de camarón se presenta una problemática diferente: los juveniles 

infectados desarrollan deformidades cuticulares en diversas estructuras 
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anatómicas y una reducción significativa en la tasa de crecimiento, lo que se ha 

denominado como síndrome de deformidad y enanismo (Runt Deformity 

Syndrome ó RDS, por sus siglas en inglés) (Primavera y Quinito, 2000; Vega 

Heredia, et al., 2012). El IHHNV es más virulento en grupos de animales de 

tamaño pequeño (5.0 mg a 3.7 g) que en los grupos de mayor tamaño (14.5 a 

36.9 g) (Bell y Lightner, 1984 y 1987). Además es importante mencionar que los 

organismos que sobreviven al IHHNV tienen la capacidad de convertirse en 

portadores y transmisores del virus de por vida, pese a que no presentan signos 

de la enfermedad (Bell y Lightner, 1987). 

Mediante la secuenciación de genomas y análisis filogenético, diversas 

investigaciones han confirmado que el genoma de los parvovirus con frecuencia 

se endogeniza en los genomas de especies de vertebrados e invertebrados 

(Berns, 1990; La Fauce y Owens, 2009; Belyi et al., 2010; Liu et al., 2011). A 

través del análisis de secuencias se ha evidenciado la transferencia horizontal 

de genes del IHHNV al genoma del camarón asiático Penaeus monodon (Tang 

y Lightner, 2006; Saksmerprome et al., 2011). Los eventos de recombinación y 

transferencia de genes entre los virus y sus huéspedes son esenciales para la 

evolución de los virus en general. Debido a esto, los huéspedes del IHHNV, 

sufren de infección persistente o latente, sin signos evidentes de la enfermedad, 

además el virus es transmitido de forma horizontal a los descendientes. 

Saksmerprome et al. (2011), demostraron que secuencias del genoma del 

IHHNV se encuentran insertadas en el genoma de P. monodon originario del 

este de África y Australia, estos insertos dan resultados falsos positivos cuando 
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se utilizan los métodos de diagnóstico 309F/309R y IQ2000. Sin embargo, la 

organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), recomienda utilizar estos 

métodos para la detección del IHHNV. Es importante que investigaciones 

futuras evaluen como se da el mecanismo de inserción de genomas virales a 

genomas de sus huéspedes, para entender la co-evolución entre patógeno y 

huésped. El objetivo del capítulo dos, es evaluar el método de diagnóstico 

actual para la detección del IHHNV Litopenaeus vannamei y Litopenaeus 

stylirostris, y en base a ello comprender la co-existencia evolutiva del patógeno 

(IHHNV) y huésped (camarón) en la infección persistente. 
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Artículo 2 

(sometido) 

False positive detection of IHHNV 

in current diagnostic procedures 
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V.II. Puntos clave del capítulo II 

1.- Los crustáceos pueden tener infecciones virales persistentes sin síntomas 

de enfermedad. 

2.- El genoma o segmentos del genoma del IHHNV se integran y forman parte 

del material genético de sus huéspedes. 

3.- Se presentan falsos positivos al diagnosticar el IHHNV con los primers 309 

F/R en L. vannamei. 

4.-El mejor set de primers para diagnosticar camarones infectados con IHHNV 

en L. vannamei y L. stylirostris, son los primers de la cápside del IHHNV 

(IHF2544F/IHR3759). 

5.- Los decápodos L. vannamei y L. stylirostris son resistentes a infecciones 

experimentales con IHHNV. 
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VI. Capítulo III 
Evolución molecular de la 

hemaglutinina del virus de influenza 

A (H1N1) en México durante  

2009 - 2012 

(Artículo en preparación) 
 
 

Vega Heredia S., Flores-López C., Giffard-Mena I. Robles-Sikisaka R.* 
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VI.1. Introducción 

VI.1.1. Clasificación y nomenclatura de la familia Orthomyxoviridae 

El virus de la influenza se clasifica en la familia Orthomyxoviridae, y se divide en 

cuatro géneros o subtipos virales influenza A, influenza B, influenza C y 

Thogotovirus (Lamb y Krug, 2001). Son virus de polaridad negativa (polaridad 

inversa al mRNA), lo que significa que el virus debe convertirse a RNA de 

sentido positivo por la RNA polimerasa para ser infectivo. Esta característica 

viral favorece altas tasas de mutación, debido a que las RNA polimerasas 

carecen de capacidad correctiva. El tamaño del genoma es de 12000 a 15000 

nucleótidos (nt), y los distintos segmentos de RNA difieren en su tamaño (Hay, 

1998). El virus de la influenza se clasifica en subtipos debido a que las 

glicoproteínas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) determinan el alto 

grado de variabilidad antigénica, por lo que se utilizan para clasificar a los virus 

cuando aparecen nuevas variantes. Estudios filogenéticos han descrito que 

únicamente el subtipo A es el responsable de los 17 subtipos de HA 

denominados (H1-H17), y nueve subtipos de NA (N1-N9) (Laver et al., 1984; 

Cheung y Poon, 2007; Tong et al., 2012). Solo tres subtipos de HA (H1, H2 y 

H3) y dos NA (N1 y N2) han causado epidemias humanas (Bouvier y palese, 

2008). El conocimiento sobre porque de esta limitación de los antígenos a nivel 

interespecifico no se conoce (Webster et al., 1992).  

Los virus de la influenza se denominan taxonómicamente de la siguiente 

manera: En primer lugar el tipo de virus de influenza A, B o C, indicándose a 
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continuación el organismo huésped del que se ha aislado, si la variante viral no 

es de origen humano. Posteriormente se incluye el origen geográfico de la 

variante aislada, número de laboratorio de la variante y año de aislamiento 

seguido entre paréntesis la descripción antigénica del subtipo HA y NA. 

Ejemplo. A/México/InDRE 4487/2009 (H1N1). 

VI.1.2. Organización del genoma 

Este subtipo consta de ocho segmentos de RNA que codifican a las proteínas 

(HA, NA, y las proteínas de la matriz (M1/M2), las cuales forman parte de la 

morfología viral (Roberts et al., 1998; Burleigh et al., 2005). Los otros cinco 

segmentos codifican para las tres polimerasas (PB2, PB1 y PA), dos proteínas 

no estructurales (NS1/NS2) y la nucleoproteína (NP) (Cheung y Poon, 2007: 

Nayak et al., 2009). La HA, es codificada por el segmento de RNA cuatro. El 

tamaño de este segmento de RNA es de 1770 nt (Hay, 1998). Es un antígeno 

integral de la membrana, y se caracteriza por dos funciones esenciales en la 

infección viral, es responsable de la unión de los virus al receptor del huésped y 

la fusión de membranas viral y celular, para la introducción del genoma viral en 

la célula infectada (Webster et al., 1992; Cheung y Poon, 2007).  

La NA es codificada por el segmento de RNA seis, el tamaño de este segmento 

de RNA es de 1423 nt (Hay, 1998). Es un segundo antígeno de superficie del 

virus, y su función principal es la liberación de nuevas partículas virales de los 

receptores de la célula huésped para la propagación del virus (Webster et al., 

1992; Cheung y Poon, 2007). Las proteínas (M1/M2), son codificadas por 
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splicing alternativo, por el segmento siete. El tamaño del  segmento de RNA de 

la proteína M1, es de 1027 nucleótidos (Hay, 1998) La proteína M1, se 

encuentra integrada a la membrana, esta proteína ingresa al núcleo para 

exportar al RNA genómico (vRNA) al núcleo (Nayak et al., 2009). La función 

principal de la M2, es el inicio de la maduración del virus, y actúa como un canal 

iónico, para activar el pH ácido (Nayak et al., 2009).  

Las proteínas no estructurales NS1/NS2 son codificadas por splicing alternativo, 

por el segmento ocho. El tamaño del  segmento de RNA de la proteína NS1, es 

de 890 nt (Hay, 1998). La función de NS1 es la de transporte, división y 

traducción del mRNA. La función de la proteína NS2 es la exportación de la 

ribonucleoproteína (RNP), desde el núcleo al citoplasma en la célula del 

huésped. La polimerasa PB2, es codificada por el segmento uno, el tamaño del  

segmento de RNA 2341 nucleótidos (Hay, 1998). Su función principal es la 

iniciación de la transcripción viral. La polimerasa PB1 es codificada por el 

segmento dos, el tamaño del segmento de RNA 2341 nucleótidos (Hay, 1998). 

Su función principal es la de transcriptasa y polimerización. La polimerasa PA 

es codificada por el segmento tres, el tamaño del  segmento de RNA 2233 

nucleótidos (Hay, 1998). Y su función está implicada en la replicación del RNA 

viral y transcriptasa  (Li et al., 1994; Cheung y Poon, 2007). 

VI.1.3. Características de la glicoproteína HA 

La glicoproteína HA, reconoce a las células del tracto respiratorio superior, 

mediante la unión al receptor ácido siálico (Wilks et al., 2012).  La HA es uno de 
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los antígenos virales, al cual se dirige la respuesta inmunológica neutralizante. 

El reconocimiento de los anticuerpos por la HA, está relacionado con los 

cambios conformacionales de los epítopes de la proteína. Cuando la célula 

huésped está infectada, la HA se sintetiza como un polipéptido precursor (HAo), 

el cual es hidrolizado por proteasas del huésped, en dos subunidades proteicas 

(HA1 y HA2), por las serin-proteasas. Esta modificación post-transcripcional es 

importante para la infectividad viral (Bouvier y Palace, 2008). Evolutivamente se 

considera a la subunidad HA2, más conservada, que la subunidad HA1. Esto se 

debe a que la HA2 contiene la cola citoplasmática y la región hidrofóbica que 

permite el anclaje a la membrana, en cambio la HA1 es responsable de la 

antigenicidad (Both et al., 1983). Debido a los aminoácidos conservados de la 

HA2, está región se caracteriza por su amplio espectro de protección contra el 

virus de la influenza; y es muy útil para la generación de vacunas contra brotes 

emergentes (Lee et al., 2013).  

VI.1.4. Tasa de mutación del virus de influenza y su epidemiología 

Debido a la alta tasa de mutación que presenta el virus de influenza A (H1N1) 

de (1.5 x 10-3 y 1.6 x 10-3), históricamente han sido usados como modelos 

experimentales para el estudio de su evolución molecular (Moya et al., 2004; 

Khandaker et al., 2013). Esta alta tasa de mutación, permite al virus escapar al 

sistema inmune del huésped (Holmes, 2003), ocasionando entre 250,000 a 

500,000 muertes por año, por lo que se le considera una de las enfermedades 

infecciosas  más importantes a nivel mundial (Holmes, 2003; Taubenberger y 
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Kash, 2010; Khandaker et al., 2013). La pandemia más devastadora registrada 

a la fecha, fue la gripe española A (H1N1) de 1918, que se estima, ocasionó 

una mortalidad de aproximadamente, unas 50 millones de personas (Neumann 

et al., 2009). Las pandemias subsecuentes, fueron la gripe asiática, H2N2 y la 

gripe de Hong Kong, H3N2, originarias de China, y provocó de 70,000 y 34,000 

muertes respectivamente tan solo en Estados Unidos (Taubenberger y Kash, 

2010). La gripe más reciente es la A (H1N1) pandémica (pdm) 09, la cual surgió 

en el 2009, originada por la recombinación de genes de aves, cerdos y 

humanos (Taubenberger y Kash, 2010). 

VI.1.5. Deriva antigénica  

La deriva antigénica es una de las fuerzas evolutivas, que moldean la 

biodiversidad. Este mecanismo genera la variación de los virus, a través del 

tiempo, que implica la acumulación de mutaciones puntuales espontáneas en el 

gen que codifica la HA de un subtipo de virus de la influenza (Webster et al., 

1992; Coloma et al., 2009). Estas variaciones originan la presencia de un virus 

con una HA distinta a la del virus precedente. Debido a esta variación los 

anticuerpos del huésped no logran reconocer a los antígenos del virus, 

produciéndose nuevas variantes virales, lo que ocasiona la evasión al sistema 

inmune del huésped (Carrat y Flahault, 2007). En las variaciones menores, 

cada mutación sustituye uno o pocos aminoácidos de las proteínas codificadas 

por los distintos segmentos de RNA de este virus. La velocidad de la deriva 

antigénica es diferente para las distintas proteínas, siendo muy rápida para la 
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HA y con menor rapidez para la NA (Webster et al.., 1992). Estas mutaciones 

menores generalmente, provocan brotes epidémicos más limitados. Sin 

embargo, las variaciones mayores ocasionadas por recombinación ó 

reordenamiento genético, implican un cambio total antigénico del virus de 

influenza. Este cambio mayor, es el que introduce un subtipo viral distinto al que 

circulaba, el cual provoca pandemias por influenza. 

Los nuevos subtipos del virus de influenza A, emergen por el reordenamiento 

genético de las variantes parentales, que infectan a múltiples huéspedes. Los 

ocho segmentos de RNA pueden recombinarse aleatoriamente, cuando una 

célula sufre una infección doble de diferentes subtipos  de virus. También puede 

resurgir un nuevo subtipo que circuló años atrás en la población humana. Los 

virus de la influenza A, causan epidemias anuales debido a la amplia deriva 

antigénica que presenta la subunidad HA1 (nucleótidos 52-1029), y pandemias 

que no son muy frecuentes. Las nuevas variantes virales desplazan a las más 

viejas anualmente (Lee et al., 2013; Khandaker et al., 2013). 

VI.1.6. Selección positiva 

La selección natural es otro proceso evolutivo, que juega un papel importante 

en la evolución viral, junto con la deriva antigénica. La selección adaptativa 

positiva, aumenta la frecuencia de alelos, que confieren una ventaja de aptitud 

en relación con el resto de la población y promueve la diversidad genética 

(Posada, 2009). La fuerte presión de selección del virus  permite que los 

epítopes de la HA1 evolucionen rápidamente, para evadir la respuesta inmune 
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del huésped (Khandaker et al., 2013). Diversos estudios muestran a una serie 

de aminoácidos de la HA, que evolucionaron bajo selección positiva durante los 

últimos 40 años (Blackburne et al., 2008) 

Es importante entender y monitorear la dinámica evolutiva de los virus de la 

influenza A que están circulando, para su control. De esto depende la eficacia 

de las vacunas, ya que se puede reducir debido a diferencias entre la variante 

vacunal, la variante que está circulando, y la poca habilidad del huésped para 

generar una respuesta inmune. Por todo lo anterior el objetivo de este capítulo 

es, investigar los procesos de adaptación evolutiva del virus de influenza A 

(H1N1), durante la pandemia del 2009 en la población Mexicana, mediante un 

análisis de evolución molecular. 
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VI.2. Materiales y métodos 

VI.2.1. Bases de datos  

Se obtuvieron 131  secuencias de nucleótidos del virus de la influenza A (H1N1) 

del gen completo de hemaglutinina (HA) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.html) de humano, nueve 

secuencias de cerdos A (H1N1 y H1N2), una secuencia de influenza estacional 

A (H1N1) y dos secuencias de aves AH1N1 (Anexo I). Estas secuencias fueron 

alineadas utilizando los programas Clustal W disponible en 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) y MAFFT (Posada, 2009). Se 

realizó la detección de haplotipos repetidos con el programa DnaSP (versión 5) 

(Librado y Rozas, 2009), que se encuentra disponible en la pagina 

(http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_OS.html). El porcentaje de identidad de las 

secuencias, se llevó a cabo con el programa BIOEDIT v7.0.9 disponible en 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html. 

VI.2.2. Análisis filogenético 

Para la construcción de los árboles filogenéticos se utilizó el programa 

Mr.Bayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Como grupo externo se utilizó 

a la variante del virus de influenza A (H1N1)/Brazil/1978. Para identificar el 

modelo evolutivo, que mejor describe a las secuencias, se usó el programa 

jmodeltest versión 2.1.6 (Posada, 2009). El modelo elegido fue GTR+I+G 

(General time Reversible). Para determinar las tasas de sustitución y el tiempo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.html/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html
http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_OS.html
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de divergencia, se utilizó el reloj molecular de las secuencias con el programa 

evolutivo bayesiano BEAST v1.8.0 (Drummond y Rambaut, 2007) con el modelo 

de sustitución plus general-time reversal (GTR) y cuarenta millones de 

algoritmos de Markov Monte Carlo (MCMC). Este programa provee información 

sobre las tasas generales de evolución molecular y tiempos en todos los nodos 

del árbol filogenético que se crea. Dentro del MCMC se utilizó el modelo 

Bayesian Skyline Plot (BSP), para obtener un análisis de la dinámica 

poblacional. Para comparar los datos se utilizó el modelo de reloj uncorrelated 

log normal relaxed clock (Khandaker et al., 2013). Los resultados obtenidos 

fueron examinados con el programa TRACER v1.6 (Drummond y Rambaut, 

2007). Los árboles filogenéticos  se construyeron y se visualizaron usando los 

programas Tree Annotator y FigTree versión 1.4.1. 

VI.2.3. Análisis de recombinación y selección positiva 

La detección de señales de recombinación en el gen hemaglutinina se llevó a 

cabo con los programa RDP4 Beta 4.46 (Martin et al., 2010). En este programa 

se utilizaron los nueve métodos de análisis para la recombinación (RDP, 

GENECONV, BootScan, Rescan, MaxChi, 3seq, Siscan, Lard y Phypro). Y 

también se utilizó el programa Datamonkey (Sergei et al., 2005), con los 

métodos (MEME y GARD). Para la estimación de la presión de selección, 

primeramente se cuantificó la proporción de cambios sinónimos (dS) y no-

sinónimos (dN), con el programa DNaSP v5. Para identificar la existencia de 

selección positiva, en este gen, así como los sitios de codones individuales, se 
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utilizó el programa Datamonkey con los métodos (SLAC y FEL), se especificó 

un nivel de confiabilidad (P = 0.1 y BF = 50) gen/sitio dN/dS 
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VI.3. Resultados 

VI.3.1. Inferencia filogenética de los cuatro clados 

Esta investigación, constituye el primer estudio filogenético, del virus de la 

influenza subtipo A (H1N1) que circuló en México en el periodo 2009 - 2012. La 

inferencia filogenética basada en los análisis bayesianos (Mr.Bayes y BEAST)  

mostró una topología muy similar. Estos análisis identificaron tres clados que 

intercambian bifurcaciones reconectadas (Fig. 1 y 3). El primer clado incluye a 

las variantes del virus de influenza del 2009 – 2014, que divergieron del 

segundo clado representado por las variantes de influenza de 1978 - 2009 

(Figs. 1, 2 y 3).  

El primer clado, resultó como un grupo monofilético, es decir estas variantes 

virales comparten un ancestro común. Este primer clado se divide en cuatro 

subgrupos. El primer subgrupo está conformado por variantes virales de Brasil, 

Inglaterra, China, México, España, Japón y Estados Unidos del 2010 – 2014. El 

segundo subgrupo lo representan variantes de México, España, Japón, 

Argentina del 2010 - 2009 y dos variantes de influenza de cerdo de Estados 

unidos y México del 2009 – 2010. El tercer subgrupo está conformado en mayor 

parte por la variante viral mexicana del 2009 y el tercer subgrupo, que se 

encuentra entre la bifurcación del primer y segundo clado. Este subgrupo está 

constituido por cinco variantes de influenza porcina, una de estas variantes es 

representada por el subtipo viral (H1N2) de Korea del 2006 y sus variantes 
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hermanas representadas por el subtipo viral A (H1N1) de Estados Unidos de 

1991 y 2014; México del 2010 y Korea del 2005 (Fig. 1, 2, y 3).  

El segundo clado, igual que el primer clado también resultó ser  monofilético, y 

lo conforman dos subgrupos. El primer subgrupo está representado por México, 

China, África, Inglaterra, Tailandia y Estados Unidos del 2006 – 2009; el 

segundo subgrupo lo representan, África, Japón, Inglaterra, china, Estados 

unidos, Camboya e Islas Solomon de 1991, 1995, 1997, 2000, 2001, 2006, 

2007 y 2008. El tercer clado  lo representan dos variantes virales de cerdos, 

uno de Dinamarca y China de 1993 y 2007, respectivamente, también está 

representado por dos variantes de aves de Estados Unidos y España de 1994 y 

2007 respectivamente (Fig. 1, 2, y 3). 

VI.3.2. Probabilidad posterior Bayesiana y Porcentaje de identidad  

El primer clado, representado por el subtipo A (H1N1, periodo 2009 - 2014), 

muestra el surgimiento de una nueva variante viral, con una variación genética 

muy dinámica en los últimos años, en Sudamérica, Asia y Europa. En este 

clado, se observa un subgrupo que incluye, una variante viral porcino de los 

Estados Unidos del 2009, con un porcentaje de identidad del 99% con respecto 

a la variante viral humana de Japón del 2010, y con una probabilidad posterior 

Bayesiana de 0.94 (Fig. 1 y 2). Entre las variantes virales A (H1N1) de 

humanos, pertenecientes a España, Argentina y México del 2009, se observa 

una variante hermana que pertenece a la variante viral porcino mexicano del 

2011, con una longitud de rama más prolongada a la de sus variantes 
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hermanas. El segundo subgrupo de este primer clado (entre la bifurcación) lo 

conforma la variante de influenza porcina A (H1N2) de Korea del 2006 que 

muestra un porcentaje de identidad del 92% con respecto a la variante porcina 

A (H1N1) de Estados Unidos del 2014, y con una probabilidad posterior 

Bayesiana de 0.99. Las variantes de influenza porcina A (H1N2) de Korea del 

2006, son idénticas a las variantes virales porcinas de Estados Unidos, México 

y Corea (con una probabilidad posterior Bayesiana de uno) (Fig. 1). 

El segundo clado está representado por las variantes de influenza de 1978-

2009, muestra a una variante viral anterior al 2009, que no ha estado activa en 

los últimos años. A este clado lo representan variantes de influenza de África, 

Europa, Asia y América del Norte. La mayoría de estos subgrupos muestran 

una probabilidad posterior Bayesiana de uno. El tercer clado está representado 

por las variantes de influenza porcina de Dinamarca de 1993 que muestra un 

porcentaje de identidad del 91% con respecto a la variante porcina de China del 

2007, con una probabilidad posterior Bayesiana de 1. Y sus variantes hermanas 

son aves de Estados Unidos de 1994 y España del 2007, que tienen una 

probabilidad posterior Bayesiana de uno (Fig. 1 y 2). 

VI.3.3. Recombinación y selección positiva 

Los métodos MEME y GARD, corridos con el programa Datamonkey, no 

detectaron recombinación en el gen de la HA, de las secuencias analizadas. 

Estos resultados se comprobaron con los métodos BootScan y LARD, 

implementados con el programa RDP4, solo encontraron recombinación en las 
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siguientes secuencias: El posible ancestro fue la variante viral, 

CY038023SWDk93, y la variante recombinante fue FN38464DuckSp07, los 

puntos de ruptura de inicio y fin de las secuencias fueron en los nucleótidos 

828-1179 y 1181-1625. El P-val. Del método BootScan fue de 2.96 X 10-02 y del 

método LARD fue de 3.71 X 10-315. No se identificó recombinación, en todas las 

demás secuencias analizadas con los nueve métodos de recombinación que 

corresponden al programa RDP4. 

La estimación de la proporción de cambios no-sinónimos (dN) y sinónimos (dS) 

realizada, con el programa DNaSP v5, se llevó a cabo separando los clados, en 

los tres clados la dS > dN. (Tabla II). Estos resultados se corroboraron con el 

programa Datamonkey con los métodos (SLAC y FEL), El método SLAC, 

mostró 222 sitios de selección negativa, con un nivel de significancia de 0.1, no 

detectó sitios de selección positiva, y el método FEL, identificó 302 sitios de 

selección negativa, con un nivel de significancia de 0.1, con cuatro sitios de 

selección positiva. 
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Tabla I. Mutaciones sinónimas y no-sinónimas de los virus de influenza A 

(H1N1) en  los tres clados. 

 Clado I Clado II Clado III 

Número de secuencias 98 29 4 

Mutaciones identificadas 388 293 391 

Región codificante 1-1698 1-1698 1-1698 

Región no codificante 1699-1701 1699-1701 1699-1701 

Mutaciones sinónimas 261 200 318 

Mutaciones no-sinónimas 127 93 73 
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Figura 1. Árbol filogenético para el gen de HA de los virus de influenza A 

(H1N1), durante el periodo 1978 – 2014. Este árbol se construyó con el 

software Mr. Bayes 3.1.2. Los valores de los clados, representan la probabilidad 

posterior Bayesiana (BPP). Las etiquetas están conformadas por el número de 

GenBank, país y año de origen de la variante viral. Las variantes vacunales 

A/California/07/2009 y A/Solomon Islands/03/2006 se observan en color lila, las 

variantes virales porcinas se observan en color rojo  

  



73 
 

 

 

 
Figura 2. Árbol filogenético circular, para el gen de HA de los virus de influenza 

A (H1N1), durante el periodo 1978 – 2014. Este árbol se construyó con el 

software Mr. Bayes 3.1.2. Las variantes virales del clado uno, que pertenece al 

grupo genético siete, que predominó a nivel mundial se observan en color rojo 

las variantes virales del clado dos se observan en color azul y las variantes 

virales del clado tres en color verde. 
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Figura 3. Árbol filogenético para el gen de HA de los virus de influenza A 

(H1N1), durante el periodo 1978 – 2014. Este árbol se construyó con el 

software Bayesian Evolutionary Análisis (BEAST v1.8.0). Las variantes 

vacunales A/California/07/2009 y A/Solomon Islands/03/2006 se observan en 

color lila,  las variantes virales porcinas se observan en color rojo y las variantes 

virales mexicanas en color azul. 
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VI.4. Discusión 

VI.4.1. Clado uno, representado por la variante vacunal A/California/07/2009 

El análisis filogenético del gen de la HA, evidencia que el clado uno, y la 

mayoría de las secuencias mexicanas del 2009 – 2012, se incluyen en el grupo 

genético siete, que predominó a nivel mundial (Nelson et al., 2009; WHO, 

2012). La variante del subtipo viral humano A (H1N1) pdm y estacional, 

incluyendo a México (2009-2012), muestra la diversificación de este subtipo 

viral a varios continentes (América, Asia y Europa). Estos resultados 

concuerdan con lo reportado por (WHO, 2013). Los cambios evolutivos de este 

subtipo viral de influenza, son muy dinámicos desde el 2009 - 2014, el clado 

uno se caracteriza por el surgimiento de nuevos subgrupos. El tercer subgrupo 

de este clado (Fig. 1 y 3), que es en donde se ubica el aislado viral de la vacuna 

A/California/07/2009 (Número de GenBank, FJ966974). Esta variante viral 

vacunal muestra un 98% de identidad con las variantes virales del 2010 -2014, 

esto demuestra la divergencia de secuencias que existe entre los subgrupos del 

clado uno. Khandaker et al. (2013), muestra en sus resultados que las variantes 

virales del 2009 - 2012, tienen un ritmo de mutación constante para mantener  

su diversidad genética.  
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VI.4.2. Cambios de aminoácidos en la subunidad HA1 del virus de la 

influenza A (H1N1)pdm 09 desde el 2009 – 2014 

 El análisis de presión de selección de las secuencias de aminoácidos de la HA 

del clado uno, presentó 261 mutaciones sinónimas y 127 mutaciones no-

sinónimas (Tabla II). Estas mutaciones revelaron una selección negativa 

(dN˂dS). Castelán-Vega y colaboradores en el 2014, analizaron a los 

aminoácidos de secuencias de la HA del virus de la influenza A (H1N1)pdm 09 

desde el 2009 – 2014, identificando nueve cambios en los aminoácidos de la 

subunidad HA1: D104N, K166Q, S188T, S206T, A259T y K285E Subunidad 

HA2: E47K, S124N y E172K que le dan estabilidad a la estructura de la 

proteína. Debido a esta presión selectiva a la fecha se han observado dos 

cambios de aminoácidos en el sitio antigénico (K166Q y S188T), que pudieran 

causar deriva antigénica (Castelán-Vega et al., 20014; Klein et al., 2014). 

Jiménez-Alberto et al. (2013), estudiaron cuatro variantes  de la hemaglutinina 

que fueron apareciendo en la pandemia A (H1N1) del 2009. La variante 1 

(S143G, S185T) surgió para evitar el reconocimiento inmunológico: las 

variantes 2 (A134T) y 3 (D2222E, P297S) surgieron para aumentar la unión al 

receptor y la variante 4 (E374K) alteró la fusión del péptido. Las mutaciones 

benéficas o permisivas, que permiten el escape del virus a los anticuerpos de 

su huésped, también causan efectos secundarios negativos en la estabilidad 

(plegado de la proteína) y función de la proteína HA (Bloom et al., 2010). Existe 

el fenómeno epístasis (Es la interacción entre diferentes genes, consiste en que 
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cada gen puede enmascarar o suprimir la expresión del otro para un 

determinado carácter fenotípico y se le considera el factor principal de la 

evolución a nivel proteínas) positiva o negativa. En la epístasis positiva, las 

mutaciones negativas, son compensadas por mutaciones benéficas, estas 

mutaciones benéficas se pueden derivar por una alta capacidad replicativa viral. 

En cambio la epístasis negativa surge si la combinación de mutaciones da una 

baja capacidad replicativa (De visser y Elena, 2007). La teoría neutra de la 

evolución molecular, menciona, que la mayor parte de la variación a nivel 

molecular no es mantenida por la selección positiva, sino resultado de un 

balance entre la deriva génica (aleatoria) y las mutaciones neutras o casi 

neutras (Kimura, 1983; Ohta, 1992). Aún no está claro si la pandemia de origen 

porcino 2009 (H1N1), son callejones sin salida a nivel evolutivo, es decir si las 

variantes recombinantes de origen porcino, aviar y humano, conforme han 

estado circulando, han creado inmunidad humana contra ellos y las pocas 

variantes virales con mutaciones antigénicas benéficas para el virus, generan 

nuevas variantes virales capaces de extenderse por todo el mundo (Bloom et 

al., 2010; McHardy y Adams, 2009). En este cuello de botella evolutivo, 

participan la selección positiva, que crea diversidad genética y la frecuencia de 

estos mutantes se incrementa en la siguiente generación, y por otra parte la 

selección negativa o purificadora elimina esta diversidad, eliminando las 

variantes de la población (Posada, 2009).  
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VI.4.3. Clado dos representado por la variante viral  

A/Solomon Islands/3/2006 

La Organización Mundial de la Salud, en Octubre del 2007 y 2008, reportó 

actividad gripal A (H1N1) en África (principalmente en África del Sur), en 

América (principalmente en México y Estados Unidos), Asia, Europa y Oceanía, 

lo cual indica que, estos resultados coinciden con el segundo clado de los 

árboles filogenéticos reportados en esta investigación. El segundo clado está 

representado por la variante viral A/Solomon Islands/3/2006 (Fig. 1 y 3). 

Filogenéticamente se comprobó, que esta variante viral, fue la que predominó 

en este periodo de tiempo, por lo tanto se utilizó como vacuna (WHO, 2007). 

Esta variante viral vacunal presentó un 75 – 77% de identidad con las variantes 

virales del 2009 – 2014. El análisis de presión de selección de las secuencias 

de aminoácidos de este clado dos presentó 200 mutaciones sinónimas  y 93 

mutaciones no-sinónimas (Tabla II). Igual que el clado uno, este clado dos 

también reveló una selección negativa (dN˂dS). Análisis estadísticos realizados 

en 6219 nucleótidos de la HA demuestran, que estas viejas variantes no 

evolucionaron y poco a poco fue surgiendo la influenza pandémica A (H1N1), 

representada por la variante A/California/07/2009 (Qi et al., 2014).  

VI.4.4. El clado uno y tres son representados por variantes virales porcinas  

Este es el primer trabajo de investigación en el que se obtiene un árbol 

filogenético, que muestra al clado uno, integrado por variantes virales porcinas 
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mexicanas, estadounidenses y coreanas entre la bifurcación de variantes del 

virus de influenza mexicana del 2009 (Fig. 1 y 3). La pandemia de influenza A 

(H1N1) del 2009, se originó por la recombinación de genes interespecífica entre 

cerdos, aves y humanos (Trifonov et al., 2009; Dawood et al., 2009). En el 

subtipo viral A (H1N1)pdm 2009 los genes (NA y M) estuvieron más 

estrechamente relacionados con los virus de influenza subtipo A que circulaba 

en los cerdos de Eurasia, y así surgió una nueva variante viral que no se había 

visto en México y en otros países  (Dawood et al., 2009; Trifonov et al., 2009). 

El movimiento de cerdos vivos entre Eurasia y América del Norte, posibilitaron 

la mezcla de las diversas variantes virales porcinas. 

Smith y colaboradores en el 2009, por inferencia filogenética determinaron que 

los virus porcinos, ancestros de esta epidemia han estado circulando, sin ser 

detectados aproximadamente de nueve a diecisiete años. Lo que sugiere que la 

recombinación de linajes porcinos ocurrió años antes de la epidemia A (H1N1) 

del 2009 (Garten et al., 2009). El virus de la influenza se encuentra en una 

constante presión selectiva por tratar de evadir el sistema inmune del huésped 

(Castelán-Vega et al., 20014: Klein et al., 2014). Algunos cambios de 

aminoácidos en el antígeno HA, producidos por la deriva antigénica, serán 

insignificantes mientras que otros cambios serán más benéficos para el virus 

(Smith et al., 2004; Smith et al., 2009). Algunos de estos cambios de 

aminoácidos serán benéficos y permitirán que el sistema inmune sea menos 
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eficaz en las variantes virales portadoras de estas sustituciones y más eficaz en 

las variantes virales con sustituciones insignificantes (Smith et al., 2004). 

En las secuencias humanas de HA analizadas en este trabajo de investigación, 

no se detectó recombinación, aunque se identificaron variantes virales porcinas 

eurasiáticas (EU798784SWKorea06 (H1N2) y EU798779SWKorea05), entre la 

bifurcación de variantes del virus de influenza mexicana del 2009 en los árboles 

filogenéticos (Fig. 1 y 3). Estos linajes no fueron los precursores de las 

variantes virales A (H1N1) del 2009, analizadas en este trabajo. 

La variante viral vacunal A/Solomon Islands/3/2006, representante del clado 

dos, mostró una baja identidad (75 – 77%), con las variantes virales del 2009 – 

2014. Esto demuestra relaciones genéticas distantes entre el clado uno y dos. 

Quizá a esto se deba la rama con una longitud grande, entre la bifurcación de 

los clados uno y dos (Fig. 1 y 3). Las ramas con longitudes grandes, no son 

inusuales en los árboles filogenéticos realizados con secuencias de nucleótidos 

de virus de influenza porcinos, existen 52 ramas similares en longitud, 

reportadas en diversas investigaciones (Garten et al., 2009). 

El clado tres está representado por dos variantes virales de cerdos Eurasiáticos 

de Dinamarca (A/Swine/Denmark/WVL9/1993) y China 

(A/Swine/Zhejiang/1/2007) (Fig. 1 y 3). Trifonov et al. (2009), señala que estas 

variantes virales dieron origen al grupo genético siete, que predomina a nivel 

mundial.  
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En uno de los subgrupos del clado uno, se observan dos variantes virales 

porcinas A/swine/Minnesota/165A/2009 y A/swine/Mexico/SG1450/2011, entre 

las variantes de influenza humano (Fig. 1 y 3). Alrededor del mundo los casos 

de infección humana por virus de influenza de origen porcino, se han reportado 

ocasionalmente. Se han confirmado 27 casos de infección humana por estos 

virus desde 1990 hasta 2010 (Centros para el control y la prevención de 

Enfermedades ó CDC, 2011-2012). De estos casos, 21 fueron producidos por 

virus de triple recombinación; 13 subtipos H1N1, un subtipo H1N2 y siete 

subtipos de H3N2, con genes de variantes de virus de influenza clásicos, aviar y 

humanos (Stephen et al., 2012). En el 2010 y 2011 diversos laboratorios 

públicos y el CDC, han confirmado casos humanos de influenza con la nueva 

variante viral de origen porcino (H3N2)v (Stephen et al., 2011). El gen M de la 

pandemia de influenza H3N2, fue heredado de una variante viral A (H1N1) 

2009, esta variante viral solo se ha detectado en cerdos y aun no se detecta en 

humanos (Stephen et al., 2011). Por la identificación de dos variantes virales 

porcinos A/swine/Minnesota/165A/2009 y A/swine/México/SG1450/2011 entre 

las variantes de influenza humano. En este trabajo se recomienda que en 

México se realicen monitoreos constantes del virus de influenza del 2010 – 

2012, por la reciente aparición de variantes virales de cerdos re-emergentes en 

la población humana. 
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VI.5. Conclusiones 

 Los árboles filogenéticos Bayesianos (Mr. Bayes y BEAST), muestran a 

la mayoría de las variantes virales mexicanas en el grupo siete, que 

predominó a nivel mundial. 

 El análisis de presión de selección reveló selección negativa en las 

secuencias de HA, analizadas en este trabajo. Los árboles filogenéticos 

evidencian, que existe divergencia genética entre el clado uno (variantes 

virales 1978 – 2009) y el clado dos (variantes virales 2009 – 2014. Quizá 

esté ocurriendo el fenómeno de epístasis o se está creando un cuello de 

botella evolutivo.  

 No se detectó recombinación, en  el gen de la HA de las variantes virales 

humanas A (H1N1), este evento evolutivo podría deberse a la falta de 

secuencias de variantes virales porcinas precursoras. 

 En el clado uno, se observan dos variantes porcinas entre las variantes 

de influenza humana del 2010 al 2014, es probable que este empezando 

a surgir y no haya sido identificada formalmente, una nueva variante viral 

de gripe en México y los demás países involucrados en este estudio. Es 

necesario que se haga un monitoreo constante para poder detectar de 

forma oportuna los cambios evolutivos de  las nuevas variantes virales 

porcinas-humanas A (H1N1) en este 2015.  
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VI.6. Puntos clave del capítulo III 

1.- Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, cuya 

característica es la segmentación de sus genes. La segmentación es 

considerada un gran avance evolutivo, debido a que este mecanismo permite 

todas las combinaciones posibles de genes de diferentes subtipos virales que 

infectan al huésped. 

2.- La pandemia de influenza A (H1N1) del 2009 se originó por la recombinación 

interespecífica de genes de cerdos, aves y humanos. 

3. Los árboles filogenéticos Bayesianos (Mr. Bayes y BEAST), muestran que 

existe divergencia genética entre el clado uno (variantes virales 1978 – 2009) y 

el clado dos (variantes virales 2009 – 2014). 

4. En las variantes virales A H1N1 analizadas en este trabajo de investigación, 

no se detectó recombinación y la selección fue negativa, quizá esto se deba al 

fenómeno de epístasis o se está creando un cuello de botella evolutivo.  

5.- Los árboles filogenéticos, presentaron variantes virales porcinas entre las 

variantes virales mexicanas del 2010 al 2014. Es importante que en México,  el 

virus de influenza se esté monitoreando permanentemente, debido a que las 

recientes pandemias del siglo XX parecen haber sido generadas por eventos de 

reordenamientos genéticos entre cerdos y humanos. 
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VII. Capítulo IV 
 

Co-evolución de los virus y su 

huésped 
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El objetivo de este capítulo, es definir los procesos de co-evolución del IHHNV y 

el A (H1N1) en sus respectivos huéspedes. 

VII.1. IHHNV, infección persistente: Co-evolucionando con el enemigo 

Diversas investigaciones han demostrado que crustáceos e insectos, pueden 

estar infectados de forma persistente con uno o más virus, con un nivel de 

replicación bajo, sin presentar signos de enfermedad (Flegel, 2009). Una de las 

observaciones importantes en el capítulo II, es que postlarvas, juveniles y 

adultos de L. vannamei y L. stylirostris fueron resistentes al IHHNV.   

La explicación a esos resultados, es que las evolucionadas estrategias virales 

sobre el control de la expresión génica determinan la complejidad y duración de 

las infecciones, desde una interacción muy breve, entre el virus y su 

hospedador (infección aguda), hasta las infecciones que duran toda la vida del 

organismo huésped (persistente o latente) (Cann, 2009; Hoffmann et al., 2010). 

Una de las ideas equivocadas es que toda infección vírica provoca una 

enfermedad. Existen diversas investigaciones que indican que existen 

infecciones asintomáticas y solo una minoría de las infecciones virícas originan 

síntomas o signos de enfermedad (Cann, 2009; Hershberger, et al., 2010; Goic, 

y Saleh, 2012).  

En la infección persistente el patógeno y el huésped co-existen, beneficiándose 

ambos organismos. Mediante esta infección el virus tiene la capacidad de ser 

transmitido a otros organismos y a la descendencia (Flegel, 2009; Goic y Saleh, 
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2012). La infección persistente puede ocasionar infección latente, infección 

mutualista simbiótica  (Roossinck, 2011; Goic y Saleh, 2012). En la infección 

simbiótica, los virus son adoptados por su huésped (virus endógenos) y suelen 

tener un efecto positivo en este, ya que pueden contribuir a la resistencia del 

huésped (Horie et al., 2010; Hershberger et al., 2010; Goic y Saleh, 2012). El 

efecto positivo de los virus mutualistas, es que le proporcionan al huésped 

nuevos resultados benéficos (Noreen et al., 2007).  

Por otro lado, la sobrepoblación y pérdida de variabilidad genética poblacional 

son condiciones ideales para que un virus asintomático pueda ocasionar una 

infección aguda (Goic y Saleh, 2012). Bajo esta situación se reduce la población 

del hospedero y a través de la selección natural solo sobrevivirán los individuos  

adaptados al virus generando una resistencia evolutiva (Goic y Saleh, 2012).  

VII.1.2. Infección persistente en artrópodos 

Los artrópodos han estado presentes en la tierra desde el periodo cámbrico, 

debido a esto Goic y Saleh (2012) entre otros, han planteado la hipótesis de 

que los artrópodos tienen mejores mecanismos de adaptación a diversos 

patógenos que los mamíferos por ser más antiguos. Los artrópodos, co-existen 

con los virus y presentan infecciones persistentes, sin desarrollar enfermedades 

letales (Goic Saleh, 2012; Flegel,  2009). Los artrópodos en ausencia de una 

memoria inmunológica, encontraron la manera de controlar y disminuir la 

replicación viral mediante la infección persistente (Goic Saleh, 2012; Flegel,  

2009). Un ejemplo de esto se puede encontrar en el camarón Penaeus 
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monodon, el cual es infectado de forma persistente por el IHHNV, y no presenta 

patogenicidad (Withyachumnarnku et al., 2006), es decir ya existe una co-

evolución entre patógeno y huésped. Sin embargo el IHHNV se propagó al 

continente americano e impactó severamente a las especies nativas L. 

stylirostris y L. vannamei debido a que el sistema inmune adaptativo de estas 

especies no habían tenido contacto con este virus (Lightner, 1996). 

VII.1.3. Endogenización de parvovirus en el genoma de eucariotas 

La endogenización de los parvovirus en el genoma de eucariotas, es uno de los 

procesos de co-evolución entre el virus y su huésped. Otro  resultado derivado 

del capítulo II, es la detección de resultados falsos positivos en el diagnóstico 

del IHHNV utilizando el método 309 F/R en las etapas de desarrollo de 

postlarvas, juveniles y adultos de L. vannamei cultivados en México. Tang y 

Lightner, en el (2006) y Saksmerprome et al. (2011), identificaron inserciones de 

secuencias del genoma del IHHNV, denominados transposones en el genoma 

de P. monodon originario de África y Australia. La familia Parvoviridae se 

clasifica en dos subfamilias, la Parvoviridae (virus de vertebrados) y 

Densoviridae (virus de artrópodos), en esta sub-familia se encuentra el IHHNV 

(Fauquet et al., 2005). Esta familia de virus suele producir infecciones 

persistentes, sin enfermedad aparente la cual está relacionada con su 

capacidad de integrarse al DNA cromosómico y establecer una infección latente 

(Liu et al., 2011). 
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La identificación de secuencias ortólogas de parvovirus en el genoma de 

mamíferos sugiere que los parvovirus han co-existido con los mamíferos 

durante 98 millones de años (Liu et al., 2011). Se han aislado secuencias 

integradas del virus adeno-asociado AAV de células somáticas (línea celular de 

humanos), y por mapeo de híbridos se concluyó que el genoma de AAV se 

integra específicamente en el cromosoma 19 (Kotin et al., 1990). También se 

han realizado análisis filogenéticos de genomas de eucariotas que se 

encuentran en la base de datos, confirmando que homólogos de proteínas de 

los parvovirus han sido integrados (endogenización) en el genoma nuclear de 

varios animales (Liu et al., 2011).  

Otro  resultado derivado del capítulo II, es que en la infección experimental las 

postlarvas, juveniles y adultos de L. vannamei y L. stylirostris fueron resistentes 

al IHHNV. Existe la hipótesis de que los insectos y crustáceos reconocen el 

mRNA virales y lo utilizan para la inserción aleatoria de secuencias en su DNA 

genómico, estas secuencias insertadas producen RNA de interferencia (iRNA) y 

reducen la replicación viral (Flegel,  2009).  La infección por virus de DNA o 

RNA a las células del huésped, origina mRNA viral, este mRNA será reconocido 

por la transcriptasa reversa (RT) del huésped (Flegel,  2009). La RT sintetizará 

aleatoriamente fragmentos de cDNA a partir del mRNA viral, los fragmentos de 

cDNA serán transportados al interior del núcleo para que la enzima integrasa 

(IN) inserte los fragmentos de cDNA al genoma del huésped, para que se 

produzca el RNA inmunoespecífico (imRNA), el RNA de doble cadena (dsRNA) 

y el RNA de interferencia (iRNA) (Flegel, 2009; Goic y Saleh, 2012). El iRNA, 
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forma parte de un proceso evolutivo, en donde el dsRNA inhibe la expresión y 

traducción génica, mediante la degradación del mRNA (La Fauce y Owens, 

2009; Labreuche y Warr, 2013; Wang et al., 2014). Por lo tanto el iRNA reduce 

la carga viral, originando las infecciones virales persistentes (Flegel, 2009). En 

ausencia de un sistema inmune adaptativo en los artrópodos, el proceso de 

producción del imRNA (memoria de DNA), equivale a la función que realizan los 

anticuerpos en vertebrados (Flegel, 2009; La Fauce y Owens, 2009; Goic y 

Saleh, 2012; Labreuche y Warr, 2013). 

VII.1.4. Ventajas y desventajas de los elementos movibles en el genoma de los 

organismos 

Una manera en la que los eucariotas obtienen inmunidad contra  los virus es 

mediante los elementos endógenos virales (EVES), controlan la expresión y 

codificación de nuevas proteínas, que pudieran ofrecer inmunidad en contra de 

los virus (Jern y Coffin, 2008; Feschotte y Gilbert, 2012). Sin embargo, estos 

elementos también pueden causar efectos dañinos a su huésped, las 

repeticiones terminales de secuencias (LTR), que son características de los 

EVES, contienen promotores que son reconocidos por muchos factores de 

transcripción, controlando las señales de terminación de la transcripción y la 

poliadenilación del mRNA, produciendo efectos dañinos en la epigenética del 

huésped (Jern y Coffin, 2008; Feschotte y Gilbert, 2012). Los EVES también 

pueden generar una sobreexpresión en las proteínas que participan en el 
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sistema inmune del huésped, e inducir  una cascada inflamatoria, provocando 

una enfermedad auto-inmune (Feschotte y Gilbert, 2012). 

La transferencia horizontal de genes (HGT), es la transferencia de la 

información genética entre diversos organismos. En bacterias la HGT, se lleva a 

cabo mediante la transferencia de información genética de una célula a otra 

célula diferente, con la mediación de plásmidos. En los organismos con 

reproducción sexual, la HGT es equivalente a la recombinación cromosómica 

(Hotopp et al., 2007).  Existen evidencias científicas que en eucariotas la HGT 

proviene principalmente de protistas (Keeling y Palmer, 2008; Boucher et al., 

2003; De la Cruz y Davies, 2000). Este material genético permitirá la 

adquisición de nuevas características evolutivas, que le otorgaran ventajas ó 

desventajas adaptativas al organismo que la realice (Dunning, 2011; Keelingy 

Palmer, 2008). Esta transferencia genética se da con mayor frecuencia en la 

relación endosimbiótica, debido a la aproximación celular de ambos organismos 

(Dunning, 2011) 

Uno de los ejemplos más estudiados de la transferencia de genes son los 

elementos móviles o transposones. Los transposones son secuencias que se 

integran en cualquier sitio del cromosoma del huésped como molécula de DNA, 

por la enzima integrasa codificada por el virus. Estas secuencias del DNA vírico, 

son cortadas por la enzima recombinasa de un sitio genómico, e integradas en 

un nuevo sitio del genoma (Kazazian, 2004; Cordaux y Batzer, 2009). La 

enzima realiza una hidrólisis en los enlaces fosfodiester del elemento 
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transposon y en la secuencia cromosómica en la que se inserto el transposon, 

liberando oxidrilos (OH), la enzima transposasa se encarga de unir al elemento 

transposon, en un nuevo sitio duplicando estas secuencias, de forma invertida 

(Kazazian, 2004). Los transposones se identifican principalmente en bacterias y 

también se reconocen en genomas de metazoarios, como insectos, gusanos y 

humanos. Existen varios elementos importantes de transposones como las 

transposasas Mu, transposones P, integrasas de repeticiones terminales largas 

(LTR), retrotransposones y retrovirus (Kazazian, 2004). Los transposones tipo P 

se han observado en  cruces genéticos intraespecíficos en las células 

germinales provenientes de Drosophila willistoni (Daniels et al., 1990). También 

se han identificado transferencia de genes de la bacteria Wolbachia pipientis 

(simbionte citoplasmico de insectos, crustáceos y nematodos) a diversos taxas 

de invertebrados (Stouthamer et al., 1999; Hotopp et al., 2007).  

Otro ejemplo de la transferencia de genes son los retrotransposones (LTR), la 

enzima transcriptasa inversa, codificada por el RNA del retrovirus, 

empaquetada en cada cápside vírica durante la producción de nuevas 

partículas víricas, hace una copia en DNA de la cadena de RNA del virus, la 

molécula de DNA lineal del virus es reconocida por una integrasa codificada por 

el virus que cataliza la inserción de este DNA vírico en el genoma del huésped 

(Kazazian, 2004). La mayor parte de los retrotransposones incluyen largas 

repeticiones terminales con secuencias poliadeniladas en el extremo 3´. Los 

LTR y retrovirus son similares en los primeros pasos de la replicación retroviral, 
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tienen las mismas actividades enzimáticas para la síntesis de cDNA, la 

transcriptasa reversa (RT), ribonucleasa (RH) e integrasa (Kazazian, 2004), y 

posteriormente la integración de la copia del cDNA dentro del cromosoma de la 

célula huésped (Schröder et al., 2002). Los retrovirus más conocidos son los 

virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) y  el Virus de la Leucemia del 

Ratón (MLV), que generalmente se insertan en sitios de genes activos en su 

transcripción (Schröder et al., 2002; Wu et al., 2003),  

Aproximadamente un tercio del genoma humano está compuesto por 

retrotransposones no autónomos como los elementos Alu (se identificaron 

mediante la endonucleasa Alu, de la cual recibieron su nombre), y SVA  

(Cordaux y Batzer, 2009). Estos retrotransposones no autónomos se identifican 

en la región no traducida (UTR) y  tienen señales de poliadenilación de varias 

longitudes (Cordaux y Batzer, 2009). En el genoma humano se encuentran 

3000 copias de los elementos SVA, su longitud es de 2 kb y se localizan en 

repeticiones en tándem (Ostertag et al., 2003). Los elementos Alu, son los 

transposones más exitosos por su número de copias en este genoma, su 

longitud es de 300 pares de bases y se encuentran corriente abajo del genoma 

flanqueado por repeticiones de timina, estos elementos funcionan con la 

maquinaria enzimática de los elementos L1 (Dewannieux y Heidmann, 2003).  

Hoy en día, se está investigando el mecanismo por el cual, los segmentos de 

DNA se transfieren desde la célula de la bacteria y se integran en los 

cromosomas de los eucariotas. Sin embargo hay muy poca información sobre la 
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transferencia de los segmentos de DNA virales a sus huéspedes. Esta 

información tendría implicaciones prácticas en biotecnología y medicina. La 

secuenciación del genoma completo de los organismos y su análisis 

comparativo mediante la filogenética, permitirán explicar el origen, evolución y 

la redistribución del genoma de los organismos  (Daubin, 2004). El desarrollo 

innovador de los métodos moleculares como: Métodos evolutivos 

computacionales en la genómica comparativa, secuenciación de genomas 

completos y los ensayos de retrotransposición en cultivo celular, han dado 

como resultado un avance significativo en el conocimiento de las ventajas y 

desventajas de las actividades evolutivas de los transposones en el genoma de 

los organismos. 

VII.2. Dinámica evolutiva del virus de influenza subtipo A (H1N1) 

En el capítulo III, se investigó la evolución molecular de la hemaglutinina del 

virus de la influenza subtipo (H1N1) en México del 2008 al 2012. Los árboles 

filogenéticos realizados con programas filogenéticos Bayesianos, mostraron una 

clara bifurcación, con dos clados entre los virus de 1978 al 2009 y los virus del 

2009 al 2014. Estos resultados coinciden con el surgimiento de la nueva 

variante de virus de influenza subtipo A (H1N1) humana que apareció en el 

2009 y fue responsable de epidemias y pandemias (Dawood, et al., 2009; 

Trifonov et al., 2009). Esta variante surgió por la co-infección de tres variantes 

del virus de influenza. El surgimiento  de estas tres variantes se dio por 

recombinación de segmentos de los genomas porcino, aviar y humano (Dawood 
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et al., 2009; Trifonov et al., 2009). Este mecanismo evolutivo modificó el marco 

de lectura de los antígenos, por lo tanto el virus mutante reforzó su capacidad 

replicativa, fue más virulento, y se extendió a un nuevo huésped; el humano 

(Eigen, 1993; Domingo, 2006; Dawood et al., 2009; Trifonov et al., 2009). 

La teoría indica que los virus son una unidad de selección, denominados quasi-

especies. Estudiar el potencial evolutivo de los virus a través de la replicación 

de su genoma, dinámica poblacional, deriva génica y adaptación selectiva 

(positiva o negativa) es de gran importancia para su control y vigilancia 

(Domingo, 2006). Los virus mutantes refuerzan o limitan su capacidad 

replicativa e influyen en la patogénesis viral (Domingo, 2006). Las sub-

poblaciones de virus (variantes), tienen una gran capacidad de adaptación 

selectiva a los cambios del entorno proporcionado por el sistema inmune del 

huésped. Estas sub-poblaciones evaden la defensa inmune del huésped 

mediante su regulación genética y por ende sus rasgos fenotípicos (Eigen, 

1993; Domingo, 2006). Estos principios darwinianos se observan en períodos 

cortos de tiempo (días o semanas) en los huéspedes naturales y en huéspedes 

alternativos, como los cultivos celulares (Domingo, 2006). 

Por lo anterior, el virus de la gripe del subtipo A presenta una gran diversidad 

genética ya que infecta a una amplia gama de especies, sin embargo sus 

reservorios naturales son las aves acuáticas silvestres (Webster et al., 1992). 

Debido a esta co-evolución entre el huésped y patógeno, el virus de la influenza 

presenta bajas tasas de cambio evolutivo en estas aves, alcanzando el 
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equilibrio para no ser patógeno, en estas especies (Webster et al., 1992). Este 

equilibrio permite que se refuerce la capacidad replicativa, con gran capacidad 

de adaptación selectiva y aumente la tasa de sustitución de nucleótidos a 1 x 10 

-3 (Eigen, 1993; Domingo, 2006; Chen y Holmes, 2006). 

El aumento de la sustitución de nucleótidos (diversidad genética), permite un 

cambio en el fenotipo del virus, caracterizado por un aumento de la enfermedad 

o la propagación de una epidemia a un nuevo huésped susceptible (Chen y 

Holmes, 2006; Domingo, 2006). El cambio del fenotipo del virus se produce por 

la alta sustitución de aminoácidos dentro de los sitios de unión en sus antígenos 

(Hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Carrat y Flahault, 2007). Esta 

variabilidad se da a través del tiempo y proviene de mutaciones (deriva 

genética), selección natural y recombinación de los segmentos de RNA en 

diferentes especies (Chen y Holmes, 2006; Domingo, 2006; Carrat y Flahault, 

2007). La deriva antigénica del virus de influenza se produce en promedio cada 

dos a ocho años, en respuesta a la presión de selección, para evadir la 

inmunidad humana (Chen y Holmes, 2006; Domingo, 2006).  
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VII.3. Conclusión 

Los virus son una unidad de selección (quasiespecies), con una gran capacidad 

de adaptación (en un lapso de tiempo muy corto) a los cambios del entorno del 

sistema inmune del huésped. Evaden la respuesta inmune del huésped 

mediante su regulación genética. Reforzando su capacidad replicativa para ser 

más virulentos ó co-evolucionando con el huésped infectándolo de forma 

persistente o latente (inserciones de secuencias entre el virus y su huésped), 

con un nivel bajo de replicación sin presentar signos de enfermedad. 

Finalmente, el objetivo principal de los virus es co-existir con su huésped para 

beneficio de ambos. 
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VII.4. Puntos clave del capítulo IV 

1.- Una de las ideas equivocadas, es que toda infección vírica provoca una 

enfermedad, solo una minoría de las infecciones víricas originan síntomas o 

signos de enfermedad. 

2.- En la infección persistente los virus se adaptan a su huésped con resutados 

epigenéticos benéficos para el huésped. Los elementos endógenos virales 

controlan la expresión y codificación de nuevas proteínas que pudieran ofrecer 

inmunidad contra de los virus. 

3.- Los insectos y crustáceos reconocen el mRNA y lo utilizan para la inserción 

aleatoria de secuencias virales en su DNA, estas secuencias insertadas 

producen iRNA y reducen la replicación viral dentro de la célula eucariota. 

4.- Los virus son una unidad de selección (positiva o negativa), con capacidad 

de adaptación al entorno proporcionado por el sistema inmune del huésped. Los 

virus consiguen limitar o reforzar su replicación influyendo en su patogenicidad. 

5.- Los virus tratan de co-existir con su huésped para la sobrevivencia de 

ambos. 
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VIII. Capítulo 
V 

Producción de anticuerpos 

monoclonales 

para conocer los cambios 

evolutivos de los aminoácidos de 

la proteína HA de los virus de 

influenza A (H1N1) 
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VIII. 1. Introducción 

VIII.1. 1. ¿Qué son los anticuerpos monoclonales? 

Los anticuerpos monoclonales (AcMo), son una población de anticuerpos que 

poseen la capacidad de reconocer moléculas específicas (antígenos). Los 

AcMo se producen mediante la difusión de linfocitos B con células 

mielomatosas (células tumorales inmortales). Los híbridos que resultan de la 

fusión heredan la capacidad para crecer indefinidamente en cultivo. Una vez 

que se logran producir, los AcMO son altamente específicos, su naturaleza y 

estructura se conocen a detalle, además son  susceptibles de ser preparados 

en forma pura, en condiciones controladas y en grandes cantidades por tiempo 

indefinido. 

VIII.1.2. Importancia y aplicación de los AcMo 

Hoy en día, a nivel mundial, existe una seria preocupación de que el virus de la 

influenza evolucione por mutación y recombinación, y genere pandemias aún 

más peligrosas, que las anteriormente mencionadas. Los sitios antigénicos del 

virus de la influenza se encuentran en constante mutación, por lo que no son 

reconocidos por los anticuerpos, debido a esto, los organismos aunque estén 

inmunizados contra este virus, se podrían infectar y así surgiría un nuevo brote 

viral. Los anticuerpos monoclonales (AcMO) han revolucionado la inmunología y 

han tenido una repercusión considerable en muchas investigaciones como por 

ejemplo: El inmunodiagnostico, el desarrollo de vacunas de epítopes 
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conservados de los antígenos virales,  el estudio de cambios evolutivos de las 

proteínas virales y  su función. 

Los AcMo se han usado para conocer los cambios evolutivos de los antígenos 

HA y NA de la influenza. Se realizó un estudio sobre las sustituciones de 

aminoácidos en las HAs de los virus de la gripe de Hong Kong de 1968, 

mediante el crecimiento del virus en presencia de anticuerpos monoclonales 

contra la HA. Esta investigación sugirió la estructura tridimensional de la HA y 

observaron que el sitio de unión Asn-Ser-Thr que es especifico del subtipo de 

influenza H3N2, también se encontraba en el subtipo HA1 (Laver et al., 1980; 

Wiley et al., 1981; Daniels et al., 1983), al conocer la estructura tridimensional 

de la HA Skehel et al. (1984) identificaron la sustitución del aminoácido Asp-63 

por Asn-63 de la hemaglutinina en diferentes cepas del virus de la gripe de 

Hong Kong de 1968. Y mediante inmunoprecipitación con extractos de células 

infectadas por el virus, preparados en presencia o ausencia del antiviral 

tunicamicina, demostraron que la inserción del aminoácido (Asn-63) bloqueaba 

el sitio de reconocimiento del AcMO.  

La HA es el objetivo principal de neutralización para los anticuerpos, se sabe 

que las mutaciones se acumulan en cinco sitios de la HA1 (epÍtopes) (A, B, C, D 

y E) (Underwood, 1982; Wiley et al., 1981). Okada et al. (2010), construyeron 

una biblioteca de anticuerpos con 3 x 1010 clones. Aislaron los anticuerpos 

monoclonales que se unieron a partículas virales de 12 diferentes cepas de 

vacunas H3N2 de Honk Kong en los años 1968 y 2004. De 153 clones 113 
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mostraron unión y neutralización viral (HA anticuerpos) que fueron divididos en 

tres grandes grupos de acuerdo a su especificidad. 1968-1973, 1977-1993 y 

1997-2003. Okada et al. (2011), localizaron los epítopes de la HA de estos 

clones, mediante el reconocimiento de 98 diferentes AcMO, por citometría de 

flujo. Los clones que neutralizaron las cepas virales de 1968-1973 tuvieron un 

reconocimiento antigénico en el sitio B2/D y AB1/, sin embargo los clones que 

neutralizaron en las cepas de 1977-1993, fueron reconocidos en los sitios B, E y 

principalmente C. Los clones de 1997 -2003 fueron reconocidos por AcMO en 

los sitios B, A/B1, A/B2 ó E/C2. Al comparar las secuencias de aminoácidos 

entre las cepas de 1973 y 1977 se encontraron diferentes aminoácidos en 15 

residuos, en siete sitios antigénicos B1, B2, C1 y C2. Por lo que recomiendan 

que cuando se examine la deriva antigénica del virus de la influenza, los 

anticuerpos que reconocen estos sitios sean considerados, por ser dominios 

muy variantes. Y los anticuerpos producidos por células de memoria no 

combatirían a la nueva cepa viral, por lo que esta investigación concluyó que es 

preferible desarrollar vacunas de epítopes cuya secuencia sea altamente 

conservada. 

En los últimos años, el subtipo de influenza H5N1 ha causado una alta 

morbilidad y mortalidad en poblaciones de aves de corral en Asia, Europa y 

África. Para prevenir este brote epidemiológico a nivel mundial se están 

tomando medidas preventivas como vacunarse cada año y buenos hábitos de 
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salud, y las medidas terapéuticas como producción de vacunas recombinantes 

y producción de antivirales, contra este subtipo viral.  

El glicopolipéptido HA2-N es altamente conservado en todas las cepas del virus 

de la influenza, por lo que las vacunas dirigidas contra diversos epitopes de 

este péptido, tendrían un amplio espectro de inmunidad contra infecciones 

causadas por el virus de la influenza (Gerhard et al., 2006). Prabhu et al. 

(2009), caracterizaron y evaluaron la eficacia de los AcMO que se unen a los 

sitios conservados GLFGAIAGF de HA2, como terapia contra la influenza H5N1 

en ratones. Observaron que el 50% de los ratones inmunizados con el AcMO 

llamado 1C9 fueron protegidos contra el H5N1y el otro 50% de los ratones 

lograron recuperarse de la infección. Por esto concluyeron que el AcMO 1C9 

puede controlar el inicio de la infección permitiendo al animal tener una 

respuesta inmune efectiva. Kubota et al. (2009), mediante el mapeo de epítopes 

con AcMO preparados de personas vacunadas contra el virus de la influenza, 

identificaron epítopes muy conservados de la HA del subtipo H3N2.  

La tecnología de producción anticuerpos monoclonales permite caracterizar los 

epítopes de los antígenos del virus de la influenza para el desarrollo de kits de 

diagnóstico rápido. No existen a la fecha investigaciones dirigidas al desarrollo 

de AcMO para el subtipo viral de influenza A (H1N1), que afectan a la población 

mexicana y/o sur de California (USA) (Tabla 1). 
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El objetivo específico de este capítulo fue producir anticuerpos monoclonales 

para conocer los cambios evolutivos de la proteína HA de los virus de influenza 

A (H1N1), para llevar a cabo este objetivo, se siguió la siguiente metodología. 
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VIII.2. Materiales y métodos 

VIII.2.1. Obtención del inoculo del A (H1N1) 

Para realizar este trabajo de investigación el Instituto de Diagnóstico y 

Referencia Epidemiológicos (InDRE), otorgó un vial de muestra del subtipo viral 

A (HN1) 2009, previamente identificado al laboratorio 3 de la Facultad de 

Psicología y Medicina de la UABC-Tijuana. En  Tijuana y Mexicali durante enero 

a abril del 2014, a individuos con síntomas clínicos de influenza, se les 

realizaron hisopados de ambas fosas nasales, utilizando hisopos. 

VIII.2.2. Mantenimiento de la línea celular para la producción de AcMo  

Para la producción de anticuerpos monoclonales se trabajó la línea celular 

P3X63Ag8.653 (Murine Myeloma). Esta línea celular fue enviada por el M.C. 

Aaron Rodríguez, del departamento de Biología Celular de la UNAM,  al 

laboratorio III de la facultad de Psicología y medicina. Para evitar problemas de 

estrés celular al memento de descongelar, las células fueron enviadas en tubos 

falcon de 15 ml en medio DMEM (High Glucose w/L Glutamine w/o Sodium 

Pyruvate) con 5% de suero fetal bovino (SFB). Estos tubos se envolvieron en 

papel aluminio y se protegieron con unicel para mantener la temperatura interna 

estable. Antes de enviar las células se probó su viabilidad por 18 hrs en los 

tubos falcon, para estar seguros que sobrevivirían al envío por paquetería. 

Al llegar al laboratorio 3 de la UBC-Tijuana las células no se centrifugaron, para 

evitar estresarlas, solo se realizó un pase a 3 frascos T25, un frasco con medio 
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RPMI (w/ L-Glutamine) y dos frascos con medio DMEM con 10% de SFB. A los 

dos días se logró obtener una confluencia celular del 95%. Para amplificar las 

células de los frascos T25 se realizó un pase a los frascos T75 con sus 

respectivos medios. Después de tres días de mantener incubadas a las células 

a 37ºC con 5% de C02. Se llevó a cabo la criopreservación de las células, se 

dejaron 5 ml de células en los frascos T25 y 13 ml en los frascos T75 para 

seguir amplificando la línea celular y lo demás se pasó a un tubo falcon, para 

centrifugar a 600 RPM/8minutos, posteriormente se desechó el medio para solo 

obtener el pellet celular. A este pellet celular se le agregó 2 ml de SFB al 100% 

y 500 µl del agente protector dimetil-sulfóxido (DMSO) al 20% de SFB, y las 

células se transfirieron a crioviales, y que se congelaron por 10 minutos a -20ºC 

en cajas de unicel cerradas (recipiente aislante), que permitió la baja de 

temperatura gradual, para evitar el estrés celular por el cambio drástico de 

temperatura. La caja de unicel cerrada se almacenó a -70ºC por 24 horas,   

Pasadas las 24 horas los crioviales se sacaron del recipiente aislante y se 

almacenaron a -70ºC (Fig. 2). Es recomendable, que las células se almacenen 

en nitrógeno (N21).  

VIII.2.3. Amplificación del virus de influenza A (H1N1) en embriones de pollo 

El virus de influenza AH1N1 otorgado por el InDRE, se propagó en embriones 

de pollo. Se llevó a cabo la revisión de los embriones, que estuvieran en 

perfectas condiciones (huevos fértiles, venas bien formadas). Se marcó la 

cámara de aire, y se punciono esta cámara, abriendo un pequeño orificio. En 
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este orificio se introdujo la aguja para inocular  la muestra viral en la cavidad 

amniótica y otros 100 µl en la cavidad alantoidea. Los orificios se sellaron con 

pintura de uñas y se incubaron los huevos embrionados a una temperatura 

entre 33 a 37ºC por 48 horas en atmósfera húmeda, para la multiplicación de 

subtipos virales A (Savón-Valdés et al., 2003) (Fig. 3). 

VIII.2.4. Cosecha del virus de influenza 

Después de las 48 horas los huevos embrionados se colocaron a 4ºC por 4 ó 5 

horas. Se abrió la cámara de aire con tijeras estériles, se rompió la membrana 

alantoidea con pinzas estériles y con una pipeta de 5 a 10 ml se colectó el 

líquido alantoideo y amniótico, este líquido se colocó en tubos eppendorf, 

previamente rotulados. Estos tubos se guardaron a 4ºC para realizar la prueba 

de hemaglutinación para saber si la infección fue positiva o negativa (Savón-

Valdés et al., 2003) (Fig. 3). 

VIII.2.5. Prueba de la hemaglutinación 

En una placa de fondo V, se colocaron 100 µl de cada una de las muestras 

(AH1N1pdm, H3N2 y AH1N1estacional), en los primeros pozos de la placa. Se 

colocaron 50 µl de PBS (0.01M)  (25X) (Na2HPO4 y NaH2PO4.H2O, NaCl pH 

7.2) en las columnas 2 hasta 12. Se realizaron diluciones seriadas y se 

agregaron 50 µl de eritrocitos de pavo al 0.5% (Solución Alsever, eritrocitos de 

pavo 1:100 en PBS). La placa tapada se incubo por 30 minutos a temperatura 

ambiente y se leyeron las placas a un ángulo de 45ºC de inclinación (Manual 

IPK, 2003) (Fig. 1). 
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Mediante la extracción de RNA, síntesis de cDNA y PCR, se llevó a cabo la 

caracterización de la muestras de pacientes infectados con el virus de Influenza 

en Tijuana y Mexicali durante enero a abril del 2014. 

VIII.2.6. Extracción de RNA, síntesis de cDNA y PCR 

La extracción de RNA, se llevó a cabo del medio de transporte (Solución Hanks) 

del exudado faríngeo de cada paciente, con el método del TRIZOL (Tri,Sigma-

Aldrich), La cuantificación del RNA se realizó con el Nanodrop (3300 

Fluorospectrometer). El RT-PCR se realizó mezclando de 9 µl de RNA (5 µg), 1 

µl oligos dT (5 µM), 1 µl dNTP (10 µM), La muestra se incubó a 85ªC y se 

colocó en hielo. A esta mezcla se le adicionó  2 µl de RT buffer (10X), MgCl2 (25 

mM), DTT (0.1 M), 1 µl RNaseOUT (40 U/ µl), 1 µl enzima SuperScript III (200 

U/µl). Las temperaturas de gradiente fueron 50 minutos a 50ºC, 10 minutos a 

25ºC y finalmente 50 minutos a 50ºC.El PCR se llevó a cabo de la siguiente 

manera 1 µl de dNTP’s (200 µl/cada uno), oligonucleótidos 2 µl pdm H1-F (5’ 

GTGCTATAAACACCAGCCTCCCATT3’) y 2 µl pdm H1-R 

(5’AGACGGGAYATTCCTCAATCCTG3’) (5 µM), 2 µl cDNA, 5 µl Buffer 10X, 1 

µl Taq DNA Polimerasa (1U/ µl).  
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VIII.3. Resultados 

1.- Se obtuvieron muestras de influenza A (H1N1) de individuos con síntomas 

clínicos de esta enfermedad. Estas muestras se congelaron a -70ºC, para 

posteriormente caracterizarlas. 

2.- Uno de los pacientes salió positivo al subtipo viral A (H1N1)pdm (Fig. 1 ).  

3.- La cosecha del virus de influenza A (H1N1) en embriones de pollo fue 

positiva, el titulo fue bajo 1:8 (Fig. 1), estas muestras se congelaron a -70ºC. 

Para obtener un título más alto, se debe volver a repetir todo el procedimiento 

hasta conseguir el título deseado 1:512. 

4.- Se logró la amplificación de la línea celular P3X63Ag8.653 (Murine 

Myeloma), se obtuvieron treinta crioviales, que están almacenados a -70ºC. 
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VIII.4. Dificultades para lograr este objetivo específico 
VIII.4.1 Burocracia de las instituciones 

Los acuerdos, clausulas y trámites para realizar un convenio de colaboración 

entre el Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (InDRE) y la 

Facultad de Medicina y Psicología (FMP) de la Universidad Autonoma de Baja 

California (UABC), campus Tijuana, fueron una odisea. Los trámites fueron muy 

complicados, tardaron aproximadamente ocho meses en concretarse. El 

convenio no se llevó a cabo del todo. Estos trámites se realizaron para poder 

obtener muestras de cada uno de los diferentes subtipos de las variantes de 

influenza que circulaban en México durante el 2013, A (H1N1pdm, H3N2, 

H7N3, H1N1 estacional, influenza B Yamagata y Victoria) ya caracterizadas,  un 

vial de células del epitelio del riñon canino Madin-Darby (MDCK), para propagar 

y mantener viables a los virus, Transferencia de metodología de biología 

molecular, microneutralización y cultivo celular a estudiantes de maestría y 

doctorado de la UABC y el análisis filogenético de las secuencias obtenidas. 

Los estudiantes de posgrado de la UABC, nos trasladamos a la Ciudad de 

México para recibir la capacitación en biología molecular, microneutralización, 

cultivo celular y bioseguridad. 

VIII.4.2. Amplificación del virus de influenza A (H1N1) en embriones de pollo 

Tuvimos problemas para conseguir más embriones de pollos fértiles y 

certificados como libres de patógenos. El tiempo de espera para obtener estos 

embriones, fue de uno a dos meses. 
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Por falta de tiempo en mí doctorado ya no continúe en este proyecto, pero todo 

el trabajo realizado servirá para futuras generaciones de estudiantes de 

posgrado, que quieran trabajar en la realización de anticuerpos monoclonales.  

 

Figura 1. Diagnóstico del virus de influenza por la prueba de hemaglutinación y 

RT-PCR. 
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Figura 2. Amplificación y criopreservación de la línea celular P3X63Ag8.653 

(Murine myeloma). 
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Figura 3. Inoculación y cosecha del virus de influenza A (H1N1) en embriones de 

pollo. 
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Tabla I.- Vacunas recomendadas para los subtipos de influenza A (H1N1)pdm, 

A (H3N2) y subtipo B durante el 2014 – 2016 (WHO ,2014-2016). 

 

Subtipo viral 
Vacunas 

recomendadas 

Hemisferio 

norte 

Hemisferio 

sur 
     Año 

A (H1N1)pdm A/California/7/2009 X X 2014-2016 

A (H3N2) A/Texas/50/2012 X X 2014-2015 

A (H3N2) A/Switzerland/9715

293/2013 

X X 2015-2016 

Subtipo B B/Massachusetts/2/

2012 

X X 2014-15 

Subtipo B B/Phuket/3073/2013 X X 2015-2016 
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VIII.6. Puntos clave del capítulo V 

1.- Se lograron congelar a -70ºC, aproximadamente 30 viales de la línea celular 

Sp2/0-Ag14 (hibridoma). 

2.- El subtipo viral de influenza AH1N1, se propagó en huevos embrionados de 

pollo y mediante el método de hemaglutinación, se obtuvo el título 1:8. 

3.- En muestras colectadas en Tijuana y Mexicali durante enero a abril del 2014 

se detectó el subtipo viral A (H1N1)pdm 

4.- La burocracia de las instituciones gubernamentales, limita la investigación 

sobre la influenza en México.  
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Anexo I. Secuencias de nucleótidos del virus de la influenza A (H1N1) del gen 

completo de HA del GenBank. 

Código  

GenBank 

Nombre del 

gen 
Huésped 

Origen de  

la variante Referencia  

CY020293.1 
 Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano Brazil, 1978 

Ghedin,E. et al. 2007 

AY289927.1 
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano 

Estados Unidos, 

1991 Lee,M.S. et al. 2003 

AY289928.1 
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano China,  1995 

Lee,M.S. et al. 2003 

CY125068.1 
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano Sudáfrica, 1997 

Wentworth,D.E. et al. 2012 

CY125663.1  
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano Inglaterra, 2000 

Wentworth,D.E. et al. 2012 

DQ397950.1 
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano Japon, 2001 

Uda,T. et al.  2006 

EU516329.1 
Influenza A virus 

(H1N1) 
Humano China,  2002 

 Ngai,K.L.K. et al. 2008 

EU199348.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2006  Garten,R. 2008 

EU100708.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2007  Garten,R. 2008 

FJ445073.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Inglaterra, 2006 Galiano,M. 2008 

 FJ445044.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Inglaterra, 2007 Galiano,M. 2009 

EU199354.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2007 Garten,R. 2008 

EU199286.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2007 Garten,R. 2009 

FJ743471.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Camboya,  2007 Hurt,A.C. et al 2007 

FJ532076.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2008 Garten,R. 2008 

AB501383.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Tailandia, 2008 Bai,G.R. et al. 2009 

HQ291893.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano China, 2008 Yang,J.R et al. 2011 

FJ743464.1 

Influenza A 

virus(H1N1) Humano Africa, 2008 Hurt,A.C. et al. 2009 

FJ445028.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Inglaterra, 2008 Galiano,M.2008 

CY073960.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2008 

Contreras-Trevino,H.I. et al. 

2011 

CY073953.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2008 

Contreras-Trevino,H.I. et al. 

2011 

CY073935.1 Influenza A virus Humano México, 2008 Contreras-Trevino,H.I. et al. 
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(H1N1) 2011 

CY147811.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

CY147955.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

CY147691.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

CY147603.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

CY147587.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

CY147542.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2013 

GQ379822.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 

Alpuche-Aranda,C.M. et al. 

2009 

GQ303340.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 

Alpuche-Aranda,C.M. et al. 

2009+G64 

GQ339881.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R. 2009 

GQ162202.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R.J. et al.  2009 

GQ162200.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R.J. et al.  2009 

 GQ162195.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R.J. et al.  2009 

GQ162194.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R.J. et al.  2009 

GQ162183.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2008 Garten,R.J. et al.  2009 

GQ162172.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Garten,R.J. et al.  2009 

KC261318.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009  Vazquez-Perez,J.A. et al 2013 

CY100488.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Isa,P.  Et al. 2012 

 CY100472.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Isa,P.  Et al. 2013 

CY147923.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147907.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147899.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

 CY147883.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147875.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147867.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 
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CY147859.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147851.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY106568.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2012 

CY147947.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147939.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147843.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147803.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147787.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147779.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147739.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147731.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147699.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

CY147675.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Wentworth,D.E.et al. 2013 

GQ402189.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009  Bastien,N. et al. 2009 

CY097876.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Houng,H.-S.H. et al. 2011 

CY083487.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Houng,H.-S.H. et al. 2011 

CY083447.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Houng,H.-S.H. et al. 2011 

CY054296.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Zepeda-Lopez,H.M. et al 2010 

CY064708.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY062635.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY050887.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY050871.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY050254.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY050246.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 

CY050198.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2009 Spiro,D. et al. 2012 
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GQ457517.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2009 Shu,B. et al. 2009 

AB558308.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Japon, 2009 Furuse,Y. et al. 2010 

CY083805.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano España, 2009 Spiro,D. et al. 2011 

GQ166661.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Inglaterra, 2009 Baillie,G.J. et al. 2011 

CY120763.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Brasil, 2009 Wentworth,D.E. et al. 2012 

HM569659.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Argentina, 2009 Fedorova,N. et al. 2012 

CY120024.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Ortiz-Alcantara,J. et al. 2012 

KC261320.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Vazquez-Perez,J.A. et al. 2013 

CY073126.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Houng,H.-S. et al. 2010 

KC261321.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010  Vazquez-Perez,J.A. et al. 2012 

CY100514.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Isa,P. et al.2011 

CY100530.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Isa,P. et al.2011 

CY083535.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Houng,H.-S.H. et al. 2011 

CY097964.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2010 Houng,H.-S.H. et al. 2011 

KC882117.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2010  Klimov,A. et al. 2013 

KF918703.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano China, 2010 Sun,Y. et al. 2013 

KF860846.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano España, 2010 Garcia-Barreno,B. et al. 2013 

JX625630.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Inglaterra, 2010 Galiano,M.C. et al. 2012 

HQ595297.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Brasil, 2010  Ferreira,J.L. et al. 2011 

AB551883.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Japón, 2010 Kawano,H. et al. 2010 

CY116642.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2011 Gonzalez Duran,E. et al. 2012 

CY089856.2 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2011 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2011 

CY089854.2 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2011 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2011 

CY089391.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2011 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2011 

CY089389.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2011 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2011 
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KC891414.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados unidos, 

2011 Klimov,A. et al. 2013 

AB745408.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Japón, 2011 Tsuneki,A. et al. 2013 

JN561789.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano China, 2011 Yu,X.2011 

CY129734.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano España, 2011  Wentworth,D.E. et al. 2012 

CY120755.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Brasil, 2011  Wentworth,D.E. et al. 2012 

CY110745.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

CY110743.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

CY120058.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

CY120054.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

CY120052.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

CY120056.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

Ramirez-Gonzalez,J.E. et al. 

2012 

JQ714074.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

 de la Rosa-Zamboni,D. et al. 

2012 

JQ714073.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano México, 2012 

 de la Rosa-Zamboni,D. et al. 

2012 

KC891516.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2012  Klimov,A. et al. 2013 

CY135172.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano China, 2012 Liang,L. et al. 2013 

KC291184.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Brasil, 2012  Borborema,S.E.T. et al. 2012 

KF648198.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2013 Barnes,J. et al. 2013 

CY163415.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Japón, 2013 Connors,B.C. et al. 2013 

KF648272.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2013 Barnes,J. et al. 2013 

KJ138418.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano China,2013 Wan,Y. 2014 

KF151219.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano Brasil, 2013  Paiva,T.M. et al. 2013 

CY187215.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Esrados Unidos, 

2014 Connors,B.C. et al. 2014 

FJ966974.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Estados Unidos, 

2009 Garten,R.J. et al. 2009 

EU798784.1 

Influenza A virus 

(H1N2) Cerdo  Corea, 2006 Pascua,P.N. et al. 2008 

CY027155.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  

Estados Unidos, 

1991  Spiro,D.et al. 2007 
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EU798779.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  Corea, 2005 Choi,Y.-K. et al. 2008 

CY038023.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  Dinamarca, 1993 Dunham,E.J. et al. 2009 

FJ415610.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  China,2007 Zhang,P.C. et al. 2008 

EU100724.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Humano 

Islas Salomón, 

2006 Garten,R. et al. 2007 

EU026102.2 

Influenza A virus 

(H1N1) Pato 

Estados Unidos, 

1994 Kim,L.M. et al. 2007 

HQ840327.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  

Estados Unidos, 

2009 Garten,R. et al. 2011 

CY122357.2 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  México, 2010 

Sanchez-Betancourt,J.-I. et al. 

2013 

CY160244.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  México, 2011 Wentworth,D.E. et al. 2013 

KJ801511.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Cerdo  

Estados Unidos, 

2014 Culhane,M. 2014 

FN386464.1 

Influenza A virus 

(H1N1) Anas crecca España, 2007 Busquets,N. et al. 2009 

 


