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Glosario

e Cebador: Secuencia corta de nucledtidos, ya sean de Acido Desoxirribonucleico (ADN) o
Acido Ribonucleico (ARN), que inicia la replicacion del material genético. En PCR, los
cebadores marcan los extremos de la region a amplificar. Son disefiados para hibridar a su
secuencia complementaria.

e HA: Hemaglutinina, proteina de la superficie del virus de influenza A HIN1. Facilita la
unién del virus a células humanas por su receptor. Es el principal antigeno para la
generacion de vacunas contra el virus.

e HPC: Computacion de Alto Rendimiento (High-Performance Computing)
Uso de supercomputadoras o clister de computadoras para resolver problemas complejos
que requieren gran capacidad de célculo. Aplicado en simulaciones fisicas, modelado
climatico, bioinformatica y analisis de grandes volimenes de datos.

e |UPAC: Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry, por sus siglas en inglés), organizacion que establece estandares
globales en quimica, al incluir nomenclatura de compuestos, simbolos de elementos y
codigos para secuencias genéticas y proteicas.

e MAFFT: Herramienta de Alineamiento Rapido basado en Transformada de Fourier,
programa informéatico que alinea multiples secuencias de ADN, ARN o proteinas. Destaca
por su precision y velocidad, mediante algoritmos matematicos avanzados. Esencial en
estudios evolutivos y comparacion de secuencias de acidos nucleicos y/o genomas.

e ORF (Open Reading Farme) Marco Abierto de lectura: region del ARN mensajero que
contiene los codones que codifican para la respectiva proteina. Se caracteriza para células
eucariontes en iniciar con el codén AUG que codifica para metionina y finalizar con tres
opciones de codones de paro, a saber: UAG, UGA o0 UAA.

e MIT: Licencia del Instituto Tecnoldgico de Massachusetts, es una licencia de programa de
codigo abierto (open source) permisiva. Permite uso, modificacion y redistribucion
comercial sin restricciones, Unicamente se exige incluir el o los derechos de autor
(copyright) original.

e NP: Nucleoproteina, proteina que se une al material genético en forma de ARN del virus
de influenza AH1N1, al empaquetarlo y estabilizarlo. Es crucial para la replicacion viral.

e Cddigo Abierto (open source): modelo de desarrollo de programa donde el codigo fuente
es publico, gratuito y modificable. Fomenta la colaboracion, transparencia y adaptabilidad
de cualquier codigo.

e RT-PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa,
esuna técnica de laboratorio que detecta y amplifica el material genético en forma de ARN.
Primero convierte ARN en ADN complementario (ADNCc) con una transcriptasa inversa,
posteriormente se amplifica la region de interés o todo el ADNc con PCR de punto final.
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e RT-gPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa en Tiempo
Real. Técnica de laboratorio que amplifica, detectay cuantifica material genético en forma
de ARN por medio de la generacion de una sefial luminosa generada por una sonda o por
un reactivo fluorescente en cada ciclo de amplificacién de la region nucleotidica
seleccionada en la PCR de punto final.

e RT-gPCR de dos pasos: proceso de RT-gPCR primero se sintetiza y purifica el ADNc para
después amplificar y cuantificar la region blanco por PCR de punto final.

e RT-gPCR de un paso: proceso de RT-qgPCR en donde no se requiere la purificacion del
ADNC ya que después de su sintesis, inicia de inmediato la PCR de punto final.

e Sonda: oligonucle6tido para reacciones de polimerizacion en tiempo real de acidos
nucleicos que contiene un fluoréforo unido covalentemente a uno de sus nucledtidos, con
el fin de generar la luminiscencia que seré cuantificada en cada ciclo de polimerizacién.

e UGENE: Herramienta de Analisis Gendmico, es un programa de Codigo Abierto para
analizar secuencias de ADN, ARN o proteinas. Incluye herramientas para alineamiento,
anotacion genomica, filogenia y visualizacion de datos.

e Pb: abreviatura para indicar pares de bases en ADN o0 ARN.

e NCBI: abreviatura para National Center for Biotechnology Information.
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Resumen

Titulo: Implementacién de un procedimiento computacional para establecer la eficiencia de
cebadores y sondas para RT-PCR enlos genes: Hemaglutinina (HA), Proteina Nuclear (NP) y Gen
de Matriz (M1-M2) de Influenza A HIN1"

Autor: lver Leandro Daza Sandoval™

Palabras Clave: PCR, HPC, Python, Bioinformatica, Cebador

Descripcién: Esta pasantia desarrolldé un protocolo computacional en Python para evaluar la
eficiencia de cebadores y sondas de RT-PCR en los genes HA, NPy M1-M2 del virus Influenza A
H1IN1 mediante el uso de secuencias consenso. Mediante herramientas bioinformaticas (MAFFT,
UGENE) y Computacion de Alto Rendimiento (HPC), se realiza el analisis de polimorfis mos
genomicos que afectan la sensibilidad diagnostica, identificando regiones criticas para el disefio
de oligonucledtidos. El flujo de trabajo se organizd en 3 médulos dentro del programa: Filtrado y
alineamiento de secuencias (1-Filtracion.py), generacion de consenso (2-Alineamiento.py) y
evaluacion de cebadores con visualizacion en PDF (3-Reporte.py). El resultado de este flujo es
una herramienta open source para andlisis rapido de grandes voliumenes de datos para la deteccion
de discrepancias en cebadores reportados, proponiendo ajustes para reducir falsos negativos. Este
trabajo aporta una solucion reproducible para mejorar diagnosticos del virus de influenza A HIN1,
alinedndose con estrategias globales de la Organizacion Mundial de la salud (OMS). Los resultados
se publicaron en un repositorio GitHub bajo licencia MIT, lo que facilita que sea adoptado por la

comunidad cientifica.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Francisco José Martinez Perez. Doctor en Ciencias. Codirector.
Carlos Jaime Barrios Hernandez. Doctor en Informatica.
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Abstract
Title: Implementation of a computational procedure to establish the efficiency of primers and
probes for RT-PCR in the genes: Hemagglutinin (HA), Nuclear Protein (NP), and Matrix Gene
(M1-M2) of Influenza AHIN1**
Author: Iver Leandro Daza Sandoval
KeyWords: PCR, HPC, Python, Bioinformatic, Primer
Description: This internship developed a computational protocol in Python to evaluate the
efficiency of RT-PCR primers and probes in the HA, NP, and M1-M2 genes of the Influenza A
HIN1 virus using consensus sequences. Using bioinformatics tools (MAFFT, UGENE) and High
Performance Computing (HPC), genomic polymorphisms affecting diagnostic sensitivity are
analyzed, identifying critical regions for oligonucleotide design. The workflow was organized into
three modules within the program: sequence filtering and alignment (1-Filtration.py), consensus
generation (2-Alignment.py), and primer evaluation with PDF visualization (3-Report.py). The
result of this workflow is an open-source tool for rapid analysis of large volumes of data to detect
discrepancies in reported primers, proposing adjustments to reduce false negatives. This work
provides a reproducible solution to improve influenza A H1N1 virus diagnostics, aligning with
global strategies of the World Health Organization (WHO). The results were published in a GitHub

repository under an MIT license, facilitating its adoption by the scientific community.

“ Degree Work
SFaculty of Sciences. School of Biology. Director: Francisco José Martinez Perez. Doctor of Science. Co-director:
Carlos Jaime Barrios Hernadndez. Doctor of Computer Science.
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Introduccion

La pandemia ocurrida en el afio 2009 por el virus de influenza A HIN1 causé la muerte de
una parte de la poblacion humana y por esto se ha estudiado, para prevenir nuevos brotes y mejorar
las herramientas de su diagnéstico para combatir posibles sus nuevas variantes (Neumann, Noda,
y Kawaoka 2009). Antes de la mencionada pandemia, han surgido otras, como la pandemia
espafiola en 1918, y aun asi, el virus de influenza AH1N1 continda su circulacion enla poblacién
humana a pesar de que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré el fin de la pandemia
en el afio 2010 (Monamele etal. 2019). Sin embargo, el virus de influenza A HIN1 persiste y ha

generado nuevos brotes sin llegar a producir una pandemia.

El virus de influenza A HIN1 es un virus zoonético, es decir, posee la facilidad de
propagacion entre poblaciones humanas y animales debido a la modificacion de sus constituyentes
antigénicos generados por una continua deriva genética, lo que le permite evadir la respuesta
inmune del hospedero (Ravina et al. 2022, Wahigren 2011). Ademas, pertenece a la familia
Orthomyxoviridae y su genoma esta compuesto por 8 hebras individuales de ARN, que codifican
para 10 proteinas. Entre ellas se encuentran la nucleoproteina (NP), gen hemaglutinina (HA) y

genes de matriz 1 (M1) y 2 (M2). En la cubierta viral HA'y NP son mayoritarias respectoa M1y

M2 (Blanco-Lobo et al. 2019; Kumar, Broor, y Rajala 2016).

La proteina HA es fundamental en el proceso invasivo al sistema inmune puesto que el gen
que la codifica esmas susceptible amutacién (Chen et al. 2024; Wang et al. 2024). Dado que estos
cambios son pequefios, se acumulan a lo largo de los afios y pueden llegar a ser impedimentos
significativos para tener un diagnostico asertivo en el paciente y, por lo tanto, ha sido necesario
actualizar el esquema de vacunacion acorde a estos cambios empleando en esta proteina para

nuevas vacunas (Sharma et al. 2019; Zhao et al 2025.).
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Se ha propuesto que el origen de las pandemias generadas por el virus de influenza AH1IN1
se deben a cambios novedosos en el virus, por ejemplo, la pandemia del afio 2009 que se ha
postulado que fue causada por una variacién del virus de Influenza aviar; mientras que la pandemia
espafiola pudo ser generada por una variacion en la proteina NP originada en dos variantes del
virus proveniente de cerdos (Ménz et al. 2013). De las proteinas del virus de influenza AHIN1 se
destacan la HA'y NP, que estan envueltas en una proteina de matriz envolviendo la membrana viral
(Blanco-Lobo etal. 2019). A pesar de los procesos antigénicos de HA antes mencionados, se ha
utilizado también ala proteina M2 del virus, ya que posee un ectodominio conservado que puede

ser usado para una vacuna de enfoque mas universal (Neumann, Noda, y Kawaoka 2009).

Como se indico anteriormente, mas alld de su abundancia, las proteinas HA'y NP pasan por
presiones de mutagénesis, seleccion y adaptaciones con cada brote viral (Jones et al. 2019). En
este sentido, la liberacion de la NP ocurre con la ayuda de la proteina M2, que funciona como canal
ibnico, después de la fusion con la membrana endosomal (Garcia y Aris-Brosou 2014). Estas
caracteristicas se utilizan para la clasificacion de los virus de influenza A, en donde la H hace
referencia a la hemaglutinina con 19 subtipos y la N corresponde a la neuraminidasa que participa

en la liberacion del virus en las células infectadas con 11 subtipos (Rahman et al. 2017; Wahlgren

2011; Er 2025).

Para la deteccion de virus en la pandemia de 2009 se tuvo una alta demanda de pruebas
moleculares, lo que causo una escasez tanto en reactivos y enzimas para procesos de RT-gPCR de
un paso, ademas de personal disponible para dichas tareas (Shu et al. 2021). En este sentido, la
OMS ha solicitado a los cientificos mejorar estos protocolos para prevencion y contencion de
futuras posibles pandemias en su marco de trabajo del plan 2019 — 2030, respecto al mejoramiento
de herramientas de diagnostico y tratamiento como lo son vacunas, antivirales y de deteccion como

la RT-gPCR en tiempo real de un paso (World Health Organization 2019). Con relacion a lo
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anterior, la OMS e instituciones de salud de sus paises aliados y con la colaboracion de laboratorios
académicos y comerciales, se han generado protocolos para la estandarizacion de técnicas de

diagndstico en el control de enfermedades entre las que se encuentran los virus de Influenza (Tahan

et al. 2021; World Health Organization 2019).

En este sentido, existen kits comerciales para una deteccién mas rapida del virus, basados
en el reconocimiento antigénico de sus proteinas, como lo podria ser el kit EZ Flu o TRU FLU,
pero su potencial de identificacion no es optimo, lo que en ocasiones lleva a imprecisiones en el
diagndstico (Apte y Daniel 2009). Es decir, debido a las nuevas mutaciones en la regién de
identificacion viral se pueden provocar resultados falsos negativos (Hasan et al. 2021), ademas de
crear resistencia a fArmacos en uso de los pacientes (Garcia y Aris-Brosou 2014). Lo anterior ha
sido verificado con kits comerciales para el diagnostico del virus de SARS-CoV-2 (Leeetal. 2021)

o ciencia basica (Sajal etal. 2024) eincluso la carga viral de la muestra, transporte y procesamiento

generan resultados falsos negativos por RT-gPCR (Landry 2011).

Entre los otros métodos para la deteccion del virus de Influenza A HINI se destaca la RT-
PCRy/o RT-gPCR de uno o dos pasos, que puede usar muestras tanto nasofaringeales como orales,
ademas de ser un método de deteccion mas preciso respecto a otros (Majeed y Lee 2021). Cabe
resaltar que la RT-gPCR posee una eficiente capacidad de deteccion, economiza tiempo en la
obtencion del resultado, incluso en muestras con baja carga viral puede identificar al agente
patogeno ya que la sefial de fluorescencia podra serdeterminada por eltermociclador que se acopla
al area objetivo (National Institute of Hygiene and Epidemiology, Hanoi, Viet Nam et al. 2019).
Otra ventaja es que en una RT-gPCR se puede emplear mas de un gen viral por lo tanto su
capacidad de deteccion es de alto espectro, con un bajo costo de implementacion y practicidad

(Kudo et al. 2020). Es por ello que la RT-gPCR ha sido considerada esencial en el control de
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enfermedades (Harada etal. 2012; National Institute of Hygiene and Epidemiology, Hanoi, Viet

Nam etal. 2019; Tahan etal. 2021; Zhu et al. 2020).

Uno de los elementos fundamentales para tener un 6ptimo proceso de PCR, RT-PCR o RT-
gPCR de uno o dos pasos, son los disefios de cebadores y/o sondas, ya que el correcto disefio de
ambas moléculas incrementa la sensibilidad, especificidad y precision en los sitios de hibridacion
de los cebadores y/o sonda (Nolan 2013). Es de resaltar que el uso de una sonda con un fluoréforo
en el ensayo de RT-qgPCR permitird observar y cuantificar su fluorescencia con el equipo
pertinente, la cual es consecuencia de la actividad de la polimerizacién de la enzima ADN
polimerasa termoestable y, por lo tanto, se determina de forma indirecta la hibridacion de la sonda
y cebadores con su secuencia complementaria y es por ello que es vital que el disefio de la sonda
y cebadores sean homologos a la secuencia blanco para evitar resultados falsos negativos (Nolan

2013, Meuer et al. 2004).

En ese sentido, se ha establecido que el tamafio de los cebadores para PCR o RT-PCR en
cualquiera de sus modalidades deben tener un rango de 18 a 30 pb (Meuer et al. 2004). Si los
cebadores tienen una mayor cantidad de nucleétidos se aumenta su especificidad y por lo tanto su
eficiencia de hibridacion es mayor, lo que generard que el producto de amplificacion tenga una
concentracién similar ala de su regién blanco. Sin embargo, si el cebador tiene una menor cantidad
de nucledtidos, se puede presentar hibridacion con otras regiones aun cuando se tenga una mayor
eficiencia, por lo que se considera que el cebador presenta una especificidad reducida. Lo anterior
conlleva a amplificaciones en &reas que no son de interés lo que causa amplicones adicionales y

posiblemente diferentes al esperado (Meuer et al. 2004, Harada et al. 2012).

Diversos autores, como Meuer et al. 2004 y Nolan 2013, indican que en el disefio de

cebadores y sondas debe ser altamente riguroso, en especial en lo referente a la generacion de
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respuestas rapidas en pandemias, donde la deteccion exacta del virus u otro agente patogeno

contribuird a las politicas de salud publica y tratamientos virales. Es por ello que para garantizar

resultados dptimos en un analisis de PCR, RT-PCR y/o RT-gPCR, los cebadores deben cumplir

con las siguientes caracteristicas clave acordes a los autores antes citados:

Especificidad estricta. Secuencias de 18-30 pb con contenido GC del 40-60% con una
distribucién equilibrada de bases, es decir, evitar que el mismo nucleétido esté de manera

continua 4 veces o mas. Ademas de impedir la complementariedad en extremos 3’ con un AG

> -2.0 kcal para prevenir dimeros inespecificos.

Para la amplificacion de las secuencias de ARN mensajero eucarionte maduro, los cebadores

deben disefiarse para reconocer las uniones exén-exon con el fin de evitar la amplificacion de

variantes de procesamiento alternativo ARN, segun sea el caso.

La Temperatura de alineamiento de los cebadores y/o sonda deben tener un rango de 55-65°C,
con diferencia <2°C entre ellos, para tener hibridacién precisa entre las tres moléculas, lo que
maximizara la sensibilidad del proceso en muestras con baja concentracion de la regién

blanco.

Se debe tener una correcta seleccién del fluoréforo de la sonda, la cual estara en funcién de la

capacidad de medicién del termociclador seleccionado.

La validacion bioinformatica de las condiciones termodindmicas de los cebadores y sonda puede

realizarse con programas comerciales como son Primer3, OligoArchitect u otros del dominio

publico e incluso por inteligencia artificial; pero no es recomendable ya que por regla, se debe de

considerar literatura cientifica especializada, que muestre la validacion del modelo matematico

utilizado para el disefio del programa con resultados experimentales para la determinacion de
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dimeros entre cebadores y/o sonda, sus estructuras secundarias y homologia con otras secuencias

nucleotidicas reportadas en bases de datos internacionales.

Debido a la gran cantidad de datos que genera el uso de la reaccion de RT-PCR a nivel
mundial, los posibles costos incurridos en el uso de cebadores y la necesidad de resultados mas
precisos, se requiere implementar HPC para complementar y/o mejorar las herramientas de
diagndstico como lo es RT-gPCR para la deteccion de virus de influenza A HINL1. Lo anterior
presentard beneficios significativos en los disefios de identificacion viral al reducir el tiempo
necesario para la implementacion experimental con el fin de obtener resultados, aumentara la
cantidad de datos que se pueden usar en los disefios moleculares y por ende la presion del ensayo

con cualquier tipo de muestra.

Para contribuir a la generacion de soluciones a la problematica antes indicada, en esta
pasantia se desarrollé con el Grupo de Investigacion en Cémputo Avanzado y a Gran Escala de la
Universidad Industrial de Santander una alternativa bioinforméatica de acceso abierto, que facilitd
la implementacion de las herramientas bioinformaticas para el anlisis evolutivo de secuencias de
los genes del virus de influenza A HIN1, con el fin de generar sus secuencias consenso obtenidas
con dos umbrales de frecuencia para que, en ellas, se identifiquen las regiones homologas con

cebadores y sondas para el analisis in silico de su patrén de hibridacién para RT-qPCR.

Lo anterior se realizd con el desarrollo de nuevo codigo Python que ejecutd algoritmos de
alineamiento y consenso de los genes de HA, NP y M1-M2 del virus de influenza AH1N1, conel
fin de establecer la precision de cebadores y/o sondas reportados en la literatura respecto a su
region consenso complementaria. El resultado permite al usuario evidenciar cebadores éptimos,
que amplifican por RT-gPCR regiones de los genes de nuevas cepas virales empleadas para el

diagndstico, ya que esta nueva herramienta bioinformatica muestra la probabilidad de obtener
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resultados falsos negativos y de esta forma se contribuird a economizar los costos y tiempo de la
aplicacion de la RT-gPCR en laboratorios de ciencia basica y clinicos para la identificacion del

virus en muestras de pacientes o animales contagiado.
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Objetivos
1.1 Objetivo General

e Crearun codigo con un lenguaje de programacion que determine y muestre las diferencias
entre los cebadores y sondas de RT-PCR reportadas en la literatura respecto al

polimorfismo de su regién blanco en los genes HA, NP y M1-M2 del virus de influenza A

HINI.

1.2 Objetivos Especificos

e Disefiar un nuevo prototipo computacional que permita la visualizacion y analisis de
resultados RT-PCR para identificar la homologia de los genes HA, NP y M1-M2 del virus
de influenza A HIN1 respecto a sus cebadores y sondas para RT-PCR reportados en la
literatura.

e Proponer una solucién computacional open source para Influenza A HIN1 que permita el
andlisis y visualizacién de problemas asociados en la RT-PCR, soportado en computacion
de alto rendimiento.

e Establecer lineamientos generales para el desarrollo de herramientas bioinformaticas
aplicadas al analisis de resultados de RT-PCR para los genes HA, NP y M1-M2 del virus

de influenza AHIN1.
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Competencias adquiridas

e Comprende conceptos esenciales del lenguaje de programacion seleccionado para el
andlisis de acidos nucleicos del virus de influenza.

e Disefa cddigo de programacion, con documentacion robusta, mediante pautas Optimas para
el lenguaje de programacion para su uso en el analisis de los genes del virus de influenza
AHINL

e Estructura y ejecuta el analisis de datos con HPC para hacer bisquedas con los parametros
de programacion relacionados al genoma del virus de influenza.

e Expone los puntos clave de los resultados del andlisis de PCR a partir del codigo escrito

proponiendo optimizaciones para futuros desarrollos del virus AH1IN1 u otros organismos.
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3. Metodologia
Para la comparacion de las sondas y/o cebador de RT-PCR o RT-qPCR, respecto a una
secuencia consenso de los genes HA, NP y M1-M2 del virus de influenza A H1IN1 generada en un
intervalo de tiempo y determinar la probabilidad de resultados exitosos o falsos negativos, se
generd un programa denominado ‘“Protocolo para Filtrar, Alinear y Reportar Cebadores” version
1.0 (PROT.FAR.Ceb v-1.0), el cual esta disefiado en tres mddulos, cuya ejecucion sigue un patron
de logica matematica explicado por el diagrama de flujo que se muestra en la figura 1.

Figura 1. Diagrama de flujo de ejecucion del programa “Protocolo para Filtrar, Alinear y
Reportar Cebadores” version 1.0 (PROT.FAR.Ceb v-1.0).

Documento con

Secuencias en formato FASTA Archivo JSON

| P

Médulo 1 MGFS-v1.0
Filtrado

Conjunto de datos de
Secuencias nucleotidicas

Médulo 2 MASN-v1.0
Alineamiento

Secuencias consenso

\

Médulo 3 MECS-v1.0
Cebadores / Sondas

S

Reporte en formato POF Visuallzacién UGENE

Nota: El disefio del sistema cumple con estandares FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable)
mediante elarchivo JSON que documenta todos los parametros analiticos.

Los detalles de los algoritmos computacionales desarrollados para su funcionamiento, se

encuentran publicados para el uso de la comunidad nacional e internacional en el repositorio
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GitHub del Laboratorio de Gendémica Celular Aplicada del Grupo de Investigacion en Célculo
Cientifico 'y a Gran Escala de la UIS, en la direccion electronica
https://github.com/GenomicU1S/Influenza-A-H1IN1-python-script, ademas de un manual que
explica los procesos metodologicos de cada médulo (Apéndice A).
3.1. Modulo 1: Generacion de Formatos de Secuencias (MGFS-v1.0) para los genes HA, NP
y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1.

Se identificaron las secuencias de los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A
HIN1 en la base de datos del GenBank “NCBI Virus” del NCBI (Sayers et al., 2025) por medio
de los filtros indicados de la pagina de la base de datos, estos filtros son: Virus/Taxonomy,
Genotype, Segment y Assembly Completeness, tipo de hospedero, fecha de coleccion (Figura 2).
Posteriormente se descargaron en formato FASTA con los siguientes filtros: nucleétidos, descarga
de todos los registros, y seleccion de los parametros FASTA; entre los parametros se selecciond
Numero de Acceso, titulo en el GenBank y fecha de coleccion de la muestra) (Figura 1, Apéndice
A). Las secuencias descargadas fueron filtradas automaticamente por el modulo de alineamiento
y se generaron dos archivos FASTA: uno con el total de secuencias y el segundo, con las secuencias
sin regiones indeterminadas, el cual fue empleado en los siguientes analisis del algoritmo.
3.2. Mddulo 2: Andlisis de Secuencias Nucleotidicas (MASN-v1.0)

Las secuencias fueron alineadas a partir del programa MAFFT V.7. (Katoh y Standley
2013), implementado en el médulo MASN-v1.0 del programa, con los parametros por defecto.
Debido a que la mayoria de conjuntos de cebadores/sondas estan disefiadas para reconocer
regiones expresadas de los genes del virus de influenza A HIN1, se realizaron recortes en los
alineamientos bajo los parametros de las “Reglas de corte” (Figura 3), el cual reconoce el codon
eucarionte de inicio de la transcripcion “AUG” y los codones de parada UAG, UGA y UAA

(Apéndice D).
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Figura 2. Diagrama de flujo del Médulo 1 para el uso de la aplicacion MGFS-v1.0. a partir de la

base de datos “NCBI Virus”
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Una vez realizada la edicién de las secuencias, se generd la secuencia consenso con el umbral del

70% de identidad, con los parametros de UGENE vy Levitsky (Rose et al. 2019) (Apéndice F). Los
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alineamientos ya editados son procesados por el médulo “MGFS-v1.0.”.
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Figura 3. Concepcion de los fundamentos de las Reglas de Corte.
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Nota:En la primera Regla de Corte el programa cortara en el segundo codén con mejor promedio como seindica con
las tijeras. Pero en la segunda Regla de Corte el Usuario realiza el corte donde lo considere. La regla permite
seleccionar codones de paro en extremos 3’ UTR de alto namero de nucledtidos. En letras Rojas se muestran los
posibles codones de inicio y paro de la traduccién presentes en un alineamiento hipotético

3.3. Mddulo 3: Evaluacion de Cebadoresy Sondas (MECS-v1.0)

Para validar la efectividad de los cebadores y sondas, se emple6 una lista generada por el
Laboratorio de Genomica Celular Aplicada, del Grupo de Investigacion Computo Avanzado y a
Gran Escala, que reporté los conjuntos hasta el afio 2018. Esta lista se actualiz hasta el afio 2024,
mediante la bisqueda de literatura en la base de datos el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica NCBI (Sayers et al., 2025), a partir de las palabras clave “Influenza A HIN1 RT-
PCR Human Diagnosis” y “Influenza A HIN1 RT-gPCR Human Diagnosis”. Se utilizaron
cebadores y sondas con nucleétidos canonicos, es decir: A, T, G y C, y con nuclettidos
degenerados, es decir, con mas de dos opciones de nucledtido en la misma posicion; y se

almacenaron en un archivo de texto plano en formato FASTA, con direccion 5° — 3’ (Apéndice C).
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A partir de las secuencias consenso generadas en el mddulo anterior, se realizd la
comparacion de los conjuntos identificados para cada uno de los genes y se seleccionaron aquellos
que presentaron mayor homologia respecto a las secuencias consenso, lo cual se corrobord
mediante el valor porcentual obtenido por el analisis del programa (Apéndice H). El cebador
sentido, la sonda y el cebador antisentido, se identificaron dentro del alineamiento por los colores
rojo, azul y verde, respectivamente. Los analisis de cada gen, se almacenaron en archivos PDF,
con los valores obtenidos para cada conjunto. Ademas, la eficiencia del programa se comparé con
los programas Primer 3, PrimerQuest y Primer BLAST al utilizar la secuencia consenso y los

cebadores y/o sondas resultantes del programa.
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4. Resultados
4.1. Secuencias obtenidas con el Mddulo Generacion de Formatos de Secuencias (MGFS-
v1.0) para los genes HA, NPy M1-M2 del virus de Influenza A HINL1.

Para la validacion de la aplicacién del Médulo MGFS-v1.0 se utilizaron las secuencias de
los genes HA, NP y M1-M2 del Virus de Influenza A HIN1, reportados en la base de datos “NCBI
Virus” del afio 2009 al 2024. Hasta el 24 de agosto de 2025, se reportaron un total de 23,949
secuencias para el gen HA, mientras que para los genes NP y M1-M2 el total de secuencias fue de
23,946. Por lo tanto, el Médulo MGFS-v1.0 descargd un total 71,841 secuencias en tres
documentos independientes en formato FASTA para cada gen (Figura 4, Apéendice C).

Figura 4. Secuencias descargadas de la base de datos NCBI Virus del Virus de influenza A HIN1

Segment I -

Name or number representing

a genome segment

segment name is provided Dy
submitter.

Learn more in Help
documentation

1(23,945)
2 (23,946)
3 (23,946)

4(23,949)

5(23,946)

6 (23,946)

| € 7(23,946)

8(23,946)

Nota: Los genes HA, NPy M1-M2 delvirus de Influenza AH1IN1 en la base de daosse indicancon numeracion, es
decir4, 5y 7 respectivamente. En la paginase indicanen la casilla de verificacion que al ser seleccionada se colorea
en azul. La seleccién seindica conrectangulos rojos.
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La validacion del filtro con los archivos antes indicados, se evidencio con las secuencias
reportadas en el afio 2018 para los tres genes, de las cuales se recupero el 7% del total de secuencias
(Tabla 1). Ademas, el archivo con las secuencias de genes sin nucleGtidos y/o regiones
indeterminadas, report6 un mayor nimero respecto a las que si presentaron indeterminaciones. Es
de resaltar que la depuracion por defecto de los 12 meses del afio seleccionado que realizd el
Modulo, presentd el mismo patron de resultados (Tabla 1).

4.2 Alineamientos de los genes HA, NPy M1-M2 delvirus de Influenza AH1N1 conel Modulo
2. Andlisis de Secuencias Nucleotidicas (MASN-v1.0).

El Médulo MASN-v1.0 genero correctamente los alineamientos esperados con el programa
MAFFT V.7 a partir de cada archivo de los genes HA, NPy M1-M2 delvirus de Influenza AH1IN1
del afio 2018 obtenidos en el modulo MGFS-v1.0. No se determinaron inconsistencias o regiones
indeterminadas en los alineamientos de cada uno de los genes. Los alineamientos se visualizaron
con otro programa publico de edicion y andlisis de alineamientos de acidos nucleicos: Bioedit
(Figura 5).

A partir de estos alineamientos, se aplico la primera regla de corte y se evidencidé que todas
las secuencias de los 3 genes reportados para el afio 2018, presentaron uno o dos codones de inicio
de la traduccion AUG; asi como un corte en el coddn de paro identificado de acuerdo con la moda
establecida para el total de secuencias, independientemente de si correspondia o no al codén de
paro canonico. El resultado visualizado con el programa UGENE, corrobor6 la eliminacion de las
regiones no deseadas de los extremos 5’ y 3’ de las secuencias de los tres alineamientos, de acuerdo
con la primera regla de corte (Figura 6, Apéndice D).

Ademas, los alineamientos generados con el modulo MASN-v1.0 se emplearon para
validar la Segunda Regla de Corte, al eliminar regiones especificas seleccionadas por el usuario,

la cual se validé mediante la visualizacion en UGENE (Figura 7).
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Tabla 1

Ejemplo de la cantidad de secuencias de los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A
H1N1 del afio 2018.

Secuencias Secuencjas reportadas Secuencjas reportadas | Total de_:
Gen de Influenza AH1IN1 reportadasde ene!qno 2018 con enella.n02018 con SeCUEFICIaS
2009 a 2024 nucledtidosy regiones | nucledtidosy regiones delafio
determinadas indeterminadas 2018
Hemaglutinina 22,722 1,674 6 1680
Nucleoproteina 23,946 1674 3 1677
Proteinade Matriz M1-M2 23,946 1675 2 1677

Figura 5
Ejemplo de utilizacion de archivos de texto plano generados por el médulo MASN-v1.0
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Validacion de la primera Regla Corte con los archivos que contienen las secuencias obtenidas

con el Médulo MASN-v1.0.

Figura 6
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Las imagenes corresponden a visualizacion de una parte de los alineamientos del gen HA del virus de Influenza A

H1N1 con el programa UGENE.
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Validacion de la Segunda Regla Corte con el archivo con

Figura 7
MASN-

seleccionadas porelusuario, lo que produce el documento deseado. Las imagenes correspondena la visualizacidn de

Nota: Alaplicar la segunda regla de corte, el modulo elimina los nucleétidos rio arribay rio abajo de las posiciones
una parte de los alineamientos delgen HA del virus de Influenza AH1N1 con el programa UGENE.
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4.3. Mdédulo 3. Evaluacion de Cebadores y Sondas (MECS-v1.0)

La base de datos de cebadores y sondas generada por el grupo de investigacion CAGE,
reportd 23 juegos de cebadores y/o sondas para RT-PCR o RT-gPCR hasta el afio 2018. Mientras
que la busqueda en la base de datos PubMed del afio 2019 al 2024 con los criterios de busqueda,
generd un total de 94 publicaciones; de estas, 2 mostraron las secuencias de cebadores y sondas
validados de forma experimental y los demas utilizaron kits comerciales u otros previamente
reportados. No obstante, se incluyd un tercer juego para RT-PCR del gen HA de un articulo
utilizado por el grupo CAGE del afio 2020 (Apéndice E).

La informacion anterior se incluy6 en el documento de texto plano requerido por el médulo
MECS-v1.0 para identificar al mejor juego de cebadores y sondas, respecto a las secuencias
consenso generadas con con el médulo MASN-v1.0, para los umbrales de frecuencia del 70 y 90%
de los tres genes, desde el afio 2009 al 2024. La aplicacion de esta fase del protocolo para el gen
HA para el afio 2018, indicé el juego de cebadores reportados por Sharma et al., (2018), como los
mejores de acuerdo con los consensos con el 70 y 97% de umbral, con un puntaje de identidad del

0.99 y 0.97 respectivamente (Figura 8).
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Figura 8
Comparacion de resultados mediante conjuntos de cebadores con sonda y sin sonda.
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Nota: Se compararon los resultados, con la evaluacion del mismo segmentoy mes, diferenciados solamente por el
conjunto de cebadores usados. En el resultado (A), se aprecia que el conjunto con mayor idoneidad es el usado por
Sharmaetal., (2018). El resultado (B), sdlo usaconjuntos de cebadores consonday suresultado mas idoneo es el de
van der Mies et al., (2010) y Cut et al., (2016).

Puesto que el texto plano con cebadores y sondas estan en el mismo documento, y el
mddulo determina los juegos Optimos tanto para RT-PCR como RT-qPCR; al eliminar la base de
datos de los cebadores para RT-PCR, se establecié que el mejor juego de cebadores y sonda para
el gen HA con los criterios antes mencionados, correspondio a los reportados por van der Vries et
al., (2010) y Cut et al., (2016). Asi mismo, el mayor porcentaje de identidad se obtuvo para la
secuencia consenso con un umbral del 70%, que correspondid a nucle6tidos mayoritarios respecto
a la secuencia consenso del 97 %, cuyas posiciones corresponden a nucleétidos con dos o0 mas

opciones que se indican con el codigo IUPAC (Figura 9).
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Los resultados anteriores fueron similares para las secuencias consenso de los genes NPy
M1-M2 del afio 2018, con un umbral del 70%: el modulo MECS-v1.0 indic6 que los mejores
cebadores para el gen NP son los propuestos por Gonzalez- Barrios et al., (2017) para RT-PCR,
con un puntaje de identidad de 0.96; mientras que los indicados para el gen M1-M2, fueron los
propuestos por Shin etal., (2011), con un puntaje de 0.78.

Sin embargo, a diferencia del anterior resultado, la secuencia consenso generada con el
umbral de frecuencia del 70 y 97%, indicd que los cebadores y sondas ideales para el disefio de
RT-gPCR para los genes NP y M1-M2, correspondieron a los propuestos por Gonzalez-Barrios et
al en 2017, pero con un puntaje de 0.77 para ambos. Lo anterior se debié a la escasa homologia
entre el cebador sentido respectoa la secuencia consenso (Apéndice Fy G). Los resultados de los
afios 2009 al 2024 para los genes HA, NPy M1-M2 se encuentran en el Apéndice H.

El formato de salida de los resultados presentd la siguiente estructura: se indicé el juego de
cebadores y/o sonda seleccionado, el autor y el DOI de la publicacion donde se reporta la RT-PCR
0 RT-gPCR; el nimero de pares de bases entre el ultimo nucledtido del cebador sentido respecto
al primer nucle6tido del cebador antisentido; asi como la secuencia del cebador, la posicion de la
molécula en la secuencia consenso, el porcentaje de identidad y el Puntaje de similitud. La
siguiente informacion que se mostrd, fue la comparacion de nucleotidos respecto a la secuencia
consenso, en donde, las posiciones idénticas se indicaron con una linea vertical; las posiciones con
dos opciones del cadigo ITUPAC, se indicaron con dos puntos; y las posiciones donde el caracter
del cddigo indica tres opciones, se mostré con un punto en la parte superior del nucleétido de la
sonda. Este formato fue el mismo para el cebador sentido, la sonda y el antisentido, los cuales se
representaron con letras rojas, azules y verdes, respectivamente. En la parte inferior se mostro la
secuencia consenso y la posicién de cada molécula enuna caja con los colores antes mencionados

(Figura 8).
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Figura 9
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Nota: Los resultados en (A), corresponden a la evaluacion realizada por el médulo MECS-v1.0 para el gen HA del
virus de influenza A H1N1 con la secuencia consenso anual de 2018 con los umbrales de frecuencia del 70% y 97%
y correlacionando la base de datos de los cebadores de RT-PCR y RT-qPCR. Los resultados en (B), corresponden a
los parametros de las secuencias consenso indicados en (A), pero la base de datos correspondio a cebadores y sondas
para RT-qPCR.

Ademas, al utilizar este resultado, pero con los programas Primer 3, PrimerQuest y Primer

BLAST no se generaron resultados en ninguno de los casos.



35
ANALISIS COMPUTACIONAL DE CEBADORES PARA INFLUENZA

5. Discusion

El virus de la influenza A HIN1 representa una problematica de salud a nivel mundial
(Neumann, Noda, y Kawaoka 2009), por lo cual se requiere la mejora e implementacion de nuevas
tecnologias para su identificacion (World Health Organization 2019). Para esto, se han
implementado diversas técnicas entre las que destacanla RT-PCR Yy la RT-gPCR. Sin embargo, la
alta tasa de mutacion del virus ha dificultado su identificacion debido a los constantes cambios en
los genes de referencia (Méanz et al. 2013), al igual que en otros virus como la variante Delta de
SARS-CoV-2 (Rajib etal., 2022) o el virus de la rabia (Gigante et al., 2025). Para contrarrestar
esto, en la comunidad cientifica se han reportado diversos conjuntos de cebadores y sondas para
RT-PCR y RT-gPCR, los cuales hibridan sobre diferentes regiones del genoma del virus (Shu et al.
2021). A pesar de la variedad de conjuntos que se han reportado, no se ha investigado sobre la
eficiencia de estos para identificar el virus en diferentes periodos de tiempo y de acuerdo con las
mutaciones que se presentan.

La implementacion del protocolo disefiado en esta pasantia permite realizar los analisis
requeridos para determinar cebadoresy sondas Optimos para la identificacion del virus de influenza
A HIN1. Mediante el primer mddulo, es decir MGFS-v1.0, se pudieron filtrar las secuencias
correspondientes al segmento 4 para el afio 2018, asi como en los intervalos de los afios 2000 a
2008 y abril de 2009 a 2024. Anudado a lo anterior, se obtuvieron secuencias con regiones
indeterminadas y secuencias sin estas regiones, lo cual es importante para la comparacion de los
cebadores y sondas, ya que esto asegura la integridad de las secuencias a emplear y optimiza la
comparacion de los conjuntos. Asi mismo, la caracterizacion en un periodo de tiempo permite
identificar variantes especificas, lo cual tiene aplicacion no sélo en el virus de Influenza A HIN1
sino enotros de importancia médica como el virus del dengue o el SARS-CoV-2, y de igual forma

en analisis de genética de poblaciones.
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Dada la naturaleza del genoma del virus de la Influenza A HIN1, se debe caracterizar
correctamente la region a identificar y las variaciones que alli se encuentren. Mediante la
implementacion del modulo 2, MASN-v1.0, las secuencias alineadas con los parametros de
MAFFT V.7 son recortadas para reconocer los sitios de inicio y parada de la traduccion, a partir
del reconocimiento de los codones universales de inicio y parada. El poder realizar esta
delimitacion permite comparar los juegos de cebadores y sondas Unicamente con las regiones
codificantes del genoma viral. Sin embargo, los codones de inicio y parada pueden variar entre las
secuencias, ya sea por efectos de la secuenciacion o por las caracteristicas mismas del virus, es
decir, posibles variantes (Ménz etal. 2013). Este tipo de analisis se puede realizar a partir del
alineamiento obtenido en el médulo 2, lo cual permite al usuario delimitar de manera manual las
regiones a comparar. Este procedimiento optimiza la busqueda de cebadores y sondas especificos
ya que se pueden descartar regiones con mucha variacion nucleotidica, lo cual genera
inconvenientes en el disefio de las moléculas.

Es de resaltar que el protocolo realiza el recorte de secuencias de manera automatica, esto
con el fin de evitar las regiones 5° UTR y 3’ UTR, ya que pueden generar ruido en el andlisis y
aumentar los requerimientos de computo. Aungue este procedimiento también se puede hacer
manualmente, es importante tener un conocimiento previo de las moléculas a estudiar para evitar
un recorte arbitrario que pueda generar resultados biolégicamente incongruentes.

El disefio de cebadores y sondas para la identificacion de &cidos nucleicos, ya sea por RT-
PCR, RT-gPCR o cualquiera de las variaciones de la cadena en reaccion de la polimerasa, requiere
de un procedimiento sumamente cuidadoso para asegurar el éxito de la reaccion, lo cual puede
representar disminucion en los costos economicos y de tiempo (Nolan 2013; Chen et al., 2025). Es
por esto por lo que se debe asegurar que las secuencias de referencia sean de la mayor calidad
posible, para que el disefio de cebadores y sondas esté acorde a lo requerido por el investigador.

En este sentido, la fase final de la implementacion del modulo permitid identificar correctamente
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el mejor conjunto de cebadores y sonda para la identificacion del segmento 4 del virus de la
Influenza A H1N1, los cuales correspondieron a los reportados por Poddar etal., (2002), desde el
afio 2000 hasta marzo de 2009.

Sin embargo, a partir de abril del afio 2009 y hasta el 2024, el mejor conjunto fue el
reportado por Sharma et al.,, (2018). Estos resultados sugieren que el genoma del virus pudo
cambiar entre marzo y abril de 2009 como ha sido reportado para el patron evolutivo de los genes
HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A HIN1 (Gonzalez-Barrios etal., 2022), y del gen de la
proteina no estructural (NS) del virus de la Influenza A enhumanos (Nielsen et al., 2024); e incluso
con el patrén mutacional del gen HA del virus de influenza A HIN1 que afectd la estructura
cuaternaria de la proteina del afio 2009 respecto a la del afio 2018 (Pushan et al 2025). Por lo
tanto, el nuevo juego de cebadores reportados por Sharma etal., (2018) que selecciond el modulo
es el optimo para la identificacion viral. Este resultado demuestra la correcta ejecucion de los
modulos y la efectividad del programa, al distinguir cambios en las secuencias en un periodo
determinado de tiempo, lo cual representa una ventaja en la identificacion del virus y su
escalabilidad en otros tipos de andlisis genéticos y moleculares.

Algunas limitaciones en cuanto al uso del sistema operativo son aparentes con las
herramientas MAFFT V7 y UGENE. El primero sélo puede ejecutar sus funciones siempre vy
cuando su versién correspondiente, disponible en linea y diseflada para Sistema Operativo
Windows 10/11, se encuentre junto al codigo a ejecutar. En distribuciones Linux no es tan
restrictivo, dado que existe una version especialmente disefiada para instalarse en este tipo de
distribuciones. Sin embargo, en estas distribuciones es necesario compilar e instalar el paquete de
UGENE para ejecutar mediante linea de comandos de algoritmo requerido (explicacion detallada
del proceso en el Apéndice A). Estas funciones, aungue limitadas, pueden ser ejecutadas desde

equipos de baja capacidad y es posible escalar esta solucion computacional para analisis mayores
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en HPC. Si este fuese el objetivo, en los parametros se pueden configurar el nimero de nlcleos a
usar para el analisis.

Este cddigo modular puede ser ejecutado con secuencias de otros organismos.
Dependiendo de su tamafio, se puede usar un algoritmo especifico a través de su edicién en los
pardmetros. Por defecto, selecciona el algoritmo mas adecuado de acuerdo a la cantidad de
secuencias a alinear. Por otro lado, la lista de cebadores es determinante para el analisis por lo que
se recomienda seguir el formato de cebadores implementado en este analisis antes de ejecutar las
funciones del mddulo. Es de resaltar que este protocolo, a diferencia de otros programas como
Primer3 (Koressaar et al., 2018) 0 PrimerQuest (IDT,
https//www.idtdna.com/pages/tools/primerquest) que sugieren posibles cebadores y sondas,
identifica el mejor conjunto para amplificar una molécula, por lo cual se puede implementar como
una herramienta de apoyo durante la generacién de nuevos cebadores y sondas, no solo para el
virus de la influenza, sino que también en otras moléculas.

La aplicacion de cada modulo de manera independiente y los archivos obtenidos en cada
paso, permiten que la implementacion de este protocolo no se limite Unicamente a la bisqueda de
cebadores y sondas, sino que también permita al usuario la manipulacion de secuencias para
estudios de sistematica o0 genética de poblaciones. De igual forma, la flexibilidad al utilizar
secuencias consenso mayoritarias 0 con nucleétidos degenerados, permite la identificacion de
secuencias especificas o, su uso en el disefio de oligonucledtidos degenerados con aplicacion en

metagenomica.
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6. Conclusiones

El porcentaje de identidad proporcionado en este cédigo muestra una idea mas clara de los
cebadores adecuados a usar al determinar si existe una alta probabilidad de obtener resultados
falsos negativos. Dado que el codigo es modular, se pueden reestructurar de acuerdo a las
necesidades o incluso reemplazarlos por procesos mas oOptimos. EIl disefio es flexible vy
operativamente es funcional en varios sistemas, por lo que escalarlo para anélisis de muchas mas
secuencias, e incluso en paralelo, podria ser determinante para reducir tiempos de diagndstico y
costos prediciendo cual puede ser la mejor opcion para diagnésticos RT-PCR.

Debido a sudisefio en mddulos, se podria reemplazar o ignorar el uso de uno cualquiera de
los aqui presentados, mientras se conserve el formato de resultado para los modulos restantes. Su
flexibilidad para operar en distintos sistemas operativos facilita que esta herramienta pueda ser
usada por cualquier usuario, incluso si no se usa a gran escala en HPC, pudiendo aprovechar el
uso de varios nicleos para el analisis. Puesto que las comparaciones de los cebadores con la
secuencia consenso usan el codigo IUPAC, esta herramienta también podria operar con secuencias
nucleotidicas degeneradas o de mayoria, acorde a las necesidades del usuario. En este trabajo se
uso como base secuencias de influenza A HIN1 y cebadores para su amplificacion reportados en
la literatura, sin embargo estos algoritmos usados podrian ayudar no solo a reducir el nimero de
falsos negativos que ocurren, sino a la elaboracién de nuevos cebadores que eviten dichos falsos
negativos tanto en el virus de influenza Ay sus variantes como lo seria para otros organismos asi
como para facilitar la elaboracion de nuevos cebadores para enfrentar nuevos desafios para las

técnicas de diagnostico actuales.
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