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Detección del virus influenza pandémica A (H1N1) 
en Paraguay 2009, y amplificación de genes 

hemaglutinina y neuraminidasa

Detection of pandemic influenza A (H1N1) virus in Paraguay in 
2009, and amplification of the hemagglutinin and neuraminidase 
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RESUMEN

Introducción: El virus de influenza pandémica A (H1N1), cuya 
circulación se inició en abril del año 2009 en México y Estados 
Unidos, se constituyó en el último virus pandémico desde los 
casos detectados en Hong Kong en 1968. El genoma del virus de 
influenza A está formado por 8 segmentos ARN de cadena 
simple (polaridad negativa), que codifican para 10 proteínas. 
Los genes hemaglutinina y neuraminidasa codifican para dos 
proteínas de superficie y son los utilizados en los análisis de 
variabilidad genética. Objetivos: a) Detectar la circulación del 
virus pandémico en pacientes con sospecha clínica de infección 
por influenza, y b) Diseñar una estrategia para amplificar de 
forma completa los genes hemaglutinina y neuraminidasa. 
Materiales y Métodos: Fueron analizados por Real-Time RT-
PCR (transcripción reversa y reacción en cadena de la 
polimerasa en tiempo real) un total de 181 muestras de hisopado 
faríngeo, colectadas o remitidas al Hospital de Clínicas, del 6 de 
agosto al 11 de octubre de 2009. Para el diseño de amplificación 
de los genes hemaglutinina y neuraminidasa, se han utilizado 
herramientas bioinformáticas y reacción en cadena de la 
polimerasa. Resultados: Del total de muestras analizadas, 27 
(14.9 %) dieron resultado positivo para el nuevo virus 
pandémico. Por otra parte,  la amplificación completa de ambos 
genes proporcionó los resultados esperados: 1678-pares de 
bases (pb) para la hemaglutinina, y 1427-pb para la 
neuraminidasa. Conclusiones: La implementación de esta 
tecnología de amplificación permitirá posteriormente la 
secuenciación de estos genes a fin de determinar las variaciones 
genéticas del virus que podrían tener un impacto en la salud 
humana.

Palabras claves: Influenza A (H1N1), gen hemaglutinina, gen 
neuraminidasa.

ABSTRACT

Introduction: The pandemic influenza A (H1N1) virus, whose 
circulation was detected in April 2009 in Mexico and the United 
States, is the latest pandemic virus since the cases reported in 
Hong Kong in 1968. The genome of the influenza A virus 
consists of 8 segments of single-stranded RNA of negative 
polarity, coding for 10 proteins. The hemagglutinin and 
neuraminidase genes encode for two surface proteins and are 
used in the analysis of genetic variability. Objectives: a) to 
detect circulation of the pandemic virus in patients with clinical 
suspicion of influenza infection and b) design a strategy to fully 
amplify the hemagglutinin and neuraminidase genes. Materials 
and Methods: A total of 181 pharyngeal swabs were collected 
and sent to the Hospital de Clínicas for analysis using Real-Time 
RT-PCR (reverse transcription and polymerase chain reaction in 
real time) between 6 August and 11 October 2009. To design the 
amplification of hemagglutinin and neuraminidase genes, we 
used bioinformatic tools and polimerase chain reaction. Results: 
Of the samples analyzed, 27 (14.9%) were positive for the new 
pandemic virus. Moreover, the complete amplification of both 
genes provided the expected results: 1678-base pairs (bp) for the 
hemagglutinin, and 1427-bp for neuraminidase. Conclusions: 
The use of this technology for amplification will eventually 
allow sequencing to identify genetic variations of the virus that 
could have an impact on human health.

Keywords: Influenza A (H1N1) hemagglutinin gene, 
neuraminidase gene
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Tabla 1: Cebadores de amplificación para los genes 

hemaglutinina y neuraminidasa del virus influenza 

pandémica A (H1N1). 

1 6   251 6   25

-13  1 9-13  1 9

A. Gen hemaglutina

B. Gen neuraminidasa

1664 1683 1701

1390 1410 1414

1 6  25  

-13  1 9  

Figura 1: Posición de los cebadores diseñados (flechas) para el gen 

hemaglutinina (A), y neuraminidasa (B). 

La numeración corresponde a secuencias de referencia depositadas en el 

GenBank (números de acceso CY054630 para la hemaglutinina, y 

CY060688 para la neuraminidasa). Los números subrayados simbolizan 

los nucleótidos de inicio y término de cada gen.

El uso de estos cebadores nos permitió amplificar 

satisfactoriamente los genes hemaglutinina y 

neuraminidasa de este virus (Figura 2). Se obtuvo el 

tamaño deseado de los productos de amplificación para 

ambos genes, con 1678-pb para hemaglutinina y 1427-pb 

para neuraminidasa. El análisis de gradiente de 

temperaturas para optimizar el apareamiento de los 

cebadores  permitió establecer las temperaturas más 

adecuadas. Hemos determinado que las temperaturas más 

adecuadas fueron de 60°C para los cebadores de la 

hemaglutinina, y de 52.4°C para los cebadores de la 

neuraminidasa (Figura 2).

Hemos aplicado esta misma metodología a una muestra de 

hisopado faríngeo, denominada 20HBO, aislada en 

Paraguay en el periodo de estudio descrito previamente, y 

logramos amplificar estos genes de forma satisfactoria 

(Figura 3).

Figura 2: Gel de agarosa 2% con productos de PCR para los genes 

hemaglutinina y neuraminidasa (indicados con flechas), en gradiente de 

temperaturas de apareamiento de cebadores para cada grupo. Los carriles 

están marcados, de izquierda a derecha, como sigue: 1, marcador de peso 

molecular de ADN (longitud de nucleótidos); carriles 2-9, ensayo para el 

g e n  h e m a g l u t i n i n a ,  c o n  t e m p e r a t u r a s  d e  

60/59.1/57.6/55.3/52.4/50.3/48.8/48°C; carriles 10-17, ensayo para el 

gen neuraminidasa, con las mismas temperaturas de apareamiento que 

las anteriores.

Figura 3: Gel de agarosa 2%, mostrando los productos de PCR (flechas) 

para los genes hemaglutinina (A) y neuraminidasa (B), de la muestra 

20HBO aislada en Paraguay (2009) a partir del hisopado faríngeo 

previamente caracterizado por la presencia de influenza pandémica A 

(H1N1). 

DISCUSIÓN

Según datos reportados de casos de infección por 

influenza A (H1N1) en los países limítrofes de Paraguay, 

el porcentaje de detección en el año 2009 varió 
(19-21).aproximadamente del 12 al 40 %  Con respecto a los 
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porcentajes, en Argentina se reportó 34 % de casos entre 
( 1 9 )junio/ jul io ,  Brasi l  40 % de casos entre  

(21)junio/septiembre , y Bolivia 12.7 % de casos entre 
(20).mayo/agosto  Según datos de la DGVS de Paraguay, el 

predominio de la circulación del virus influenza 

pandémica A (H1N1) en 2009 se registró en el periodo 

comprendido entre las semanas epidemiológicas 20 a 34 

(17 de mayo a 29 de agosto), con un porcentaje del 75% de 

detección con respecto al total de los virus respiratorios 
(22).reportados en ese periodo  Por lo tanto, esto estaría en 

concordancia con la idea  que las muestras incluidas en 

este estudio (6 de agosto al 11 de octubre) se situaron en la 

etapa de disminución de los casos reportados.

El segundo objetivo de este trabajo fue desarrollar una 

estrategia para amplificar los genes hemaglutinina y 

neuraminidasa del virus influenza pandémica A (H1N1). 

Estos genes son utilizados corrientemente en los análisis 

de evolución molecular y epidemiología, a fin de 

establecer la circulación de variantes virales en 
(23).poblaciones humanas  Los cebadores diseñados en este 

trabajo permitieron amplificar de forma correcta a ambos 

genes, lo cual demostró que el diseño teórico adoptado fue 

correcto. Sin embargo, hemos observado la presencia de 

amplificaciones inespecíficas para el gen hemaglutinina. 

Esto podría deberse a apareamientos no específicos de 

uno de sus cebadores en regiones internas, lo cual 

produciría productos más pequeños. 

En próximos trabajos, pretendemos utilizar el método de 

(24)Sanger  para secuenciar completamente los genes 

hemaglutinina y neuraminidasa de muestras de influenza 

A (H1N1) determinadas en este estudio. El equipo a ser 

utilizado para la realización de esta parte del trabajo 

obtiene electroferogramas de alta resolución de hasta 500 

nucleótidos. Debido a que el tamaño de los genes de 

interés se encuentra en el rango de 1400 a 1700 

nucleótidos, ya hemos diseñado nuevos cebadores 

internos (datos no mostrados), a fin de cubrir la longitud 

completa de los genes previamente amplificados.

La información obtenida en este estudio es de relevancia, 

debido a la necesidad de a) monitorear las variantes 

genéticas del virus en nuestro país y compararlas con las 

de la  región, b) determinar la circulación de nuevas 

variantes virales en la población, y c) estar preparados a 

nivel nacional para hacer frente a un posible nuevo brote 

del virus.
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