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Glosario 

 Cebador: Secuencia corta de nucleótidos, ya sean de Ácido Desoxirribonucleico (ADN) o 

Ácido Ribonucleico (ARN), que inicia la replicación del material genético. En PCR, los 

cebadores marcan los extremos de la región a amplificar. Son diseñados para hibridar a su 

secuencia complementaria. 

 HA: Hemaglutinina, proteína de la superficie del virus de influenza A H1N1. Facilita la 

unión del virus a células humanas por su receptor. Es el principal antígeno para la 

generación de vacunas contra el virus. 

 HPC: Computación de Alto Rendimiento (High-Performance Computing) 

Uso de supercomputadoras o clúster de computadoras para resolver problemas complejos 

que requieren gran capacidad de cálculo. Aplicado en simulaciones físicas, modelado 

climático, bioinformática y análisis de grandes volúmenes de datos. 

 IUPAC: Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (International Union of Pure 

and Applied Chemistry, por sus siglas en inglés), organización que establece estándares 

globales en química, al incluir nomenclatura de compuestos, símbolos de elementos y 

códigos para secuencias genéticas y proteicas. 

 MAFFT: Herramienta de Alineamiento Rápido basado en Transformada de Fourier, 

programa informático que alinea múltiples secuencias de ADN, ARN o proteínas. Destaca 

por su precisión y velocidad, mediante algoritmos matemáticos avanzados. Esencial en 

estudios evolutivos y comparación de secuencias de ácidos nucleicos y/o genomas. 

 ORF (Open Reading Farme) Marco Abierto de lectura: región del ARN mensajero que 

contiene los codones que codifican para la respectiva proteína. Se caracteriza para células 

eucariontes en iniciar con el codón AUG que codifica para metionina y finalizar con tres 

opciones de codones de paro, a saber: UAG, UGA o UAA. 

 MIT: Licencia del Instituto Tecnológico de Massachusetts, es una licencia de programa de 

código abierto (open source) permisiva. Permite uso, modificación y redistribución 

comercial sin restricciones, únicamente se exige incluir el o los derechos de autor 

(copyright) original. 

 NP: Nucleoproteína, proteína que se une al material genético en forma de ARN del virus 

de influenza A H1N1, al empaquetarlo y estabilizarlo. Es crucial para la replicación viral.  

 Código Abierto (open source): modelo de desarrollo de programa donde el código fuente 

es público, gratuito y modificable. Fomenta la colaboración, transparencia y adaptabilidad 

de cualquier código. 

 RT-PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa, 

es una técnica de laboratorio que detecta y amplifica el material genético en forma de ARN. 

Primero convierte ARN en ADN complementario (ADNc) con una transcriptasa inversa , 

posteriormente se amplifica la región de interés o todo el ADNc con PCR de punto final.  
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 RT-qPCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa en Tiempo 

Real. Técnica de laboratorio que amplifica, detecta y cuantifica material genético en forma 

de ARN por medio de la generación de una señal luminosa generada por una sonda o por 

un reactivo fluorescente en cada ciclo de amplificación de la región nucleotídica 

seleccionada en la PCR de punto final. 

 RT-qPCR de dos pasos: proceso de RT-qPCR primero se sintetiza y purifica el ADNc para 

después amplificar y cuantificar la región blanco por PCR de punto final. 

 RT-qPCR de un paso: proceso de RT-qPCR en donde no se requiere la purificación del 

ADNc ya que después de su síntesis, inicia de inmediato la PCR de punto final. 

 Sonda: oligonucleótido para reacciones de polimerización en tiempo real de ácidos 

nucleicos que contiene un fluoróforo unido covalentemente a uno de sus nucleótidos, con 

el fin de generar la luminiscencia que será cuantificada en cada ciclo de polimerización. 

 UGENE: Herramienta de Análisis Genómico, es un programa de Código Abierto para 

analizar secuencias de ADN, ARN o proteínas. Incluye herramientas para alineamiento, 

anotación genómica, filogenia y visualización de datos. 

 Pb: abreviatura para indicar pares de bases en ADN o ARN. 

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

Título: Implementación de un procedimiento computacional para establecer la eficiencia de 

cebadores y sondas para RT-PCR en los genes: Hemaglutinina (HA), Proteína Nuclear (NP) y Gen 

de Matriz (M1-M2) de Influenza A H1N1* 

Autor: Iver Leandro Daza Sandoval** 

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

Descripción: Esta pasantía desarrolló un protocolo computacional en Python para evaluar la 

eficiencia de cebadores y sondas de RT-PCR en los genes HA, NP y M1-M2 del virus Influenza A 

H1N1 mediante el uso de secuencias consenso. Mediante herramientas bioinformáticas (MAFFT, 

UGENE) y Computación de Alto Rendimiento (HPC), se realiza el análisis de polimorfis mos 

genómicos que afectan la sensibilidad diagnóstica, identificando regiones críticas para el diseño 

de oligonucleótidos. El flujo de trabajo se organizó en 3 módulos dentro del programa: Filtrado y 

alineamiento de secuencias (1-Filtración.py), generación de consenso (2-Alineamiento.py) y 

evaluación de cebadores con visualización en PDF (3-Reporte.py). El resultado de este flujo es 

una herramienta open source para análisis rápido de grandes volúmenes de datos para la detección 

de discrepancias en cebadores reportados, proponiendo ajustes para reducir falsos negativos. Este 

trabajo aporta una solución reproducible para mejorar diagnósticos del virus de influenza A H1N1, 

alineándose con estrategias globales de la Organización 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 científica. 

 

 

                                              
* Trabajo de Grado 
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biología. Director: Francisco José Martinez Perez. Doctor en Ciencias. Codirector: 
Carlos Jaime Barrios Hernández. Doctor en Informática. 
* 
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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 A H1N1** 

Author: Iver Leandro Daza Sandoval5 

Key Words: 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 

H1N1 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 
5Faculty of Sciences. School of Biology. Director: Francisco José Martinez Perez. Doctor of Science. Co-director: 

Carlos Jaime Barrios Hernández. Doctor of Computer Science. 
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Introducción 

La pandemia ocurrida en el año 2009 por el virus de influenza A H1N1 causó la muerte de 

una parte de la población humana y por esto se ha estudiado, para prevenir nuevos brotes y mejorar  

las herramientas de su diagnóstico para combatir posibles sus nuevas variantes (Neumann, Noda, 

y Kawaoka 2009). Antes de la mencionada pandemia, han surgido otras, como la pandemia 

española en 1918, y aun así, el virus de influenza A H1N1 continúa su circulación en la población 

humana a pesar de que la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró el fin de la pandemia 

en el año 2010 (Monamele et al. 2019). Sin embargo, el virus de influenza A H1N1 persiste y ha 

generado nuevos brotes sin llegar a producir una pandemia. 

El virus de influenza A H1N1 es un virus zoonótico, es decir, posee la facilidad de 

propagación entre poblaciones humanas y animales debido a la modificación de sus constituyentes 

antigénicos generados por una continua deriva genética, lo que le permite evadir la respuesta 

inmune del hospedero (Ravina et al. 2022, Wahlgren 2011). Además, pertenece a la familia 

Orthomyxoviridae y su genoma está compuesto por 8 hebras individuales de ARN, que codifican 

para 10 proteínas. Entre ellas se encuentran la nucleoproteína (NP), gen hemaglutinina (HA) y 

genes de matriz 1 (M1) y 2 (M2). En la cubierta viral HA y NP son mayoritarias respecto a M1 y 

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

La proteína HA es fundamental en el proceso invasivo al sistema inmune puesto que el gen 

que la codifica es más susceptible a mutación (Chen et al. 2024; Wang et al. 2024). Dado que estos 

cambios son pequeños, se acumulan a lo largo de los años 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 vacunación acorde a estos cambios empleando en esta proteína 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 A H1N1 

se deben a cambios novedosos en el virus, por ejemplo, la pandemia del año 2009 que se ha 

postulado que fue causada por una variación del virus de Influenza aviar; mientras que la pandemia 

española pudo ser generada por una variación en la proteína NP originada en dos variantes del 

virus proveniente de cerdos (Mänz et al. 2013). De las proteínas del virus de influenza A H1N1 se 

destacan la HA y NP, que están envueltas en una proteína de matriz envolviendo la membrana viral 

(Blanco-Lobo et al. 2019). A pesar de los procesos antigénicos de HA antes mencionados, se ha 

utilizado también a la proteína M2 del virus, ya que posee un ectodominio conservado que puede 

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

Como se indicó anteriormente, más allá de su abundancia, las proteínas HA y NP pasan por 

presiones de mutagénesis, selección y adaptaciones con cada brote viral (Jones et al. 2019). En 

este sentido, la liberación de la NP ocurre con la ayuda de la proteína M2, que funciona como canal 

iónico, después de la fusión con la membrana endosomal (Garcia y Aris-Brosou 2014). Estas 

características se utilizan para la clasificación 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 liberación del virus en las células infectadas con 11 subtipos (Rahman et al. 2017; Wahlgren 

2011; Er 2025). 

Para la detección de virus en la pandemia de 2009 se tuvo una alta demanda de pruebas 

moleculares, lo que causó una escasez tanto en reactivos y enzimas para procesos de RT-qPCR de 

un paso, además de personal disponible para dichas tareas (Shu et al. 2021). En este sentido, la 

OMS ha solicitado a los científicos mejorar estos protocolos para prevención y contención de 

futuras posibles pandemias en su marco de trabajo del plan 2019 – 2030, respecto al mejoramiento 

de herramientas de diagnóstico y tratamiento como lo son vacunas, antivirales y de detección como 

la RT-qPCR en tiempo real de un paso (World Health Organization 2019). Con relación a lo 
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anterior, la OMS e instituciones de salud de sus países aliados y con la colaboración de laboratorios 

académicos y comerciales, se han generado protocolos para la estandarización de técnicas de 

diagnóstico 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 detección más rápida del virus, basados 

en el reconocimiento antigénico de sus proteínas, como lo podría ser el kit EZ Flu o TRU FLU, 

pero su potencial de identificación no es óptimo, lo que en ocasiones lleva a imprecisiones en el 

diagnóstico (Apte y Daniel 2009). Es decir, debido a las nuevas mutaciones en la región de 

identificación viral se pueden provocar resultados falsos negativos (Hasan et al. 2021), además de 

crear resistencia a fármacos en uso de los pacientes (Garcia y Aris-Brosou 2014). Lo anterior ha 

sido verificado con kits comerciales para el diagnóstico del virus de SARS-CoV-2 (Lee et al. 2021) 

o ciencia básica (Sajal et al. 2024) e incluso la carga viral de la muestra, transporte y procesamiento 

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

Entre los otros métodos para la detección del virus de Influenza A HINI se destaca la RT-

PCR y/o RT-qPCR de uno o dos pasos, que puede usar muestras tanto nasofaringeales como orales, 

además de ser un método de detección más preciso respecto a otros (Majeed y Lee 2021). Cabe 

resaltar que la RT-qPCR posee una eficiente capacidad de detección, economiza tiempo en la 

obtención del resultado, incluso en muestras con baja carga viral puede identificar al agente 

patógeno ya que la señal de fluorescencia podrá ser determinada por el termociclador que se acopla 

al área objetivo (National Institute of Hygiene and Epidemiology, Hanoi, Viet Nam et al. 2019). 

Otra ventaja es que en una RT-qPCR se puede emplear más de un gen viral por lo tanto su 

capacidad de detección es de alto espectro, con un bajo costo de implementación y practicidad 

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

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

Uno de los elementos fundamentales para tener un óptimo proceso de PCR, RT-PCR o RT-

qPCR de uno o dos pasos, son los diseños de cebadores y/o sondas, ya que el correcto diseño de 

ambas moléculas incrementa la sensibilidad, especificidad y precisión en los sitios de hibridación 

de los cebadores y/o sonda (Nolan 2013). Es de resaltar que el uso de una sonda con un fluoróforo 

en el ensayo de RT-qPCR permitirá observar y cuantificar su fluorescencia con el equipo 

pertinente, la cual es consecuencia de la actividad de la polimerización de la enzima ADN 

polimerasa termoestable y, por lo tanto, se determina de forma indirecta la hibridación de la sonda 

y cebadores con su secuencia complementaria y es por ello que es vital que el diseño de la sonda 

y cebadores sean homólogos a la secuencia blanco para evitar resultados falsos negativos (Nolan 

2013, Meuer et al. 2004). 

En ese sentido, se ha establecido que el tamaño 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 nucleótidos se aumenta su especificidad y por lo tanto su 

eficiencia de hibridación es mayor, lo que generará que el producto de amplificación tenga una 

concentración similar a la de su región blanco. Sin embargo, si el cebador tiene una menor cantidad 

de nucleótidos, se puede presentar hibridación 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 áreas 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 diseño de 

cebadores y sondas debe ser altamente riguroso, en especial en lo referente a la generación de 
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respuestas rápidas en pandemias, donde la detección exacta del virus u otro agente patógeno 

contribuirá a las políticas de salud pública y tratamientos virales. Es por ello que para garantizar 

resultados óptimos en un análisis de PCR, RT-PCR y/o RT-qPCR, los cebadores deben cumplir 

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

 Especificidad estricta. Secuencias de 18-30 pb con contenido GC del 40-60% con una 

distribución equilibrada de bases, es decir, evitar que el mismo nucleótido esté de manera 

continua 4 veces o más. Además de impedir la complementariedad en extremos 3’ con un ΔG 

≥ -2.0 kcal para prevenir dímeros inespecíficos. 

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

deben diseñarse para reconocer las uniones exón-exón con el fin de evitar la amplificación de 

variantes de procesamiento alternativo ARN, según 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 hibridación precisa entre las tres moléculas, lo que 

maximizará la sensibilidad del proceso en muestras con baja concentración de la región 

blanco. 

 Se debe tener una correcta selección del fluoróforo de la sonda, la cual estará en función de la 

capacidad de medición del termociclador seleccionado. 

La validación bioinformática de las condiciones termodinámicas de los cebadores y sonda puede 

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

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

considerar literatura científica especializada, que muestre la validación del modelo matemático 

utilizado para el diseño del programa con resultados experimentales para la determinación de 
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dímeros entre cebadores y/o sonda, sus estructuras secundarias y homología con otras secuencias 

nucleotídicas reportadas en bases de datos internacionales. 

Debido a la gran cantidad de datos que genera el uso de la reacción de RT-PCR a nivel 

mundial, los posibles costos incurridos en el uso de cebadores y la necesidad de resultados más 

precisos, se requiere implementar HPC para complementar y/o mejorar las herramientas de 

diagnóstico como lo es RT-qPCR para la detección de virus de influenza A H1N1. Lo anterior 

presentará beneficios significativos en los diseños de identificación viral al reducir el tiempo 

necesario para la implementación experimental con el fin de obtener resultados, aumentará la 

cantidad de datos que se pueden usar en los diseños moleculares y por ende la presión del ensayo 

con cualquier tipo de muestra. 

Para contribuir a la generación de soluciones a la problemática antes indicada, en esta 

pasantía se desarrolló con el Grupo de Investigación en Cómputo Avanzado y a Gran Escala de la 

Universidad Industrial de Santander una alternativa bioinformática de acceso abierto, que facilitó 

la implementación de las herramientas bioinformáticas para el análisis evolutivo de secuencias de 

los genes del virus de influenza A H1N1, con el fin de generar sus secuencias consenso obtenidas 

con dos umbrales de frecuencia para que, en ellas, se identifiquen las regiones homólogas con 

cebadores y sondas para el análisis in silico de su patrón de hibridación para RT-qPCR. 

Lo anterior se realizó con el desarrollo de nuevo código Python que ejecutó algoritmos de 

alineamiento y consenso de los genes de HA, NP y M1-M2 del virus de influenza A H1N1, con el 

fin de establecer la precisión de cebadores y/o sondas reportados en la literatura respecto a su 

región consenso complementaria. El resultado permite al usuario evidenciar cebadores óptimos, 

que amplifican por RT-qPCR regiones de los genes de nuevas cepas virales empleadas para el 

diagnóstico, ya que esta nueva herramienta bioinformática muestra la probabilidad de obtener 
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resultados falsos negativos y de esta forma se contribuirá a economizar los costos y tiempo de la 

aplicación de la RT-qPCR en laboratorios de ciencia básica y clínicos para la identificación del 

virus en muestras de pacientes o animales contagiado. 
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  Objetivos 

1.1    Objetivo General 

 Crear un código con un lenguaje de programación que determine y muestre las diferencias 

entre los cebadores y sondas de RT-PCR reportadas en la literatura respecto al 

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

H1N1. 

1.2 Objetivos Específicos 

 Diseñar un nuevo prototipo computacional que permita la visualización y análisis de 

resultados RT-PCR para identificar la homología de los genes HA, NP y M1-M2 del virus 

de influenza A H1N1 respecto a sus cebadores y sondas para RT-PCR reportados en la 

literatura. 

 Proponer una solución computacional open source para Influenza A H1N1 que permita el 

análisis y visualización de problemas asociados en la RT-PCR, soportado en computación 

de alto rendimiento. 

 Establecer lineamientos generales para el desarrollo de herramientas bioinformáticas 

aplicadas al análisis de resultados de RT-PCR para los genes HA, NP y M1-M2 del virus 

de influenza A H1N1. 

 

 

 

 

 

19



ANÁLISIS COMPUTACIONAL DE CEBADORES PARA INFLUENZA 

Competencias adquiridas 

 Comprende conceptos esenciales del lenguaje de programación seleccionado para el 

análisis de ácidos nucleicos del virus de influenza. 

 Diseña código de programación, con documentación robusta, mediante pautas óptimas para 

el lenguaje de programación para su uso en el análisis de los genes del virus de influenza 

A H1N1. 

 Estructura y ejecuta el análisis de datos con HPC para hacer búsquedas con los parámetros 

de programación relacionados al genoma del virus de influenza. 

 Expone los puntos clave de los resultados del análisis de PCR a partir del código escrito 

proponiendo optimizaciones para futuros desarrollos del virus A H1N1 u otros organismos.  
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3. Metodología 

Para la comparación 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 H1N1 generada en un 

intervalo de tiempo y determinar la probabilidad de resultados exitosos o falsos negativos, se 

generó un programa denominado “Protocolo para Filtrar, Alinear y Reportar Cebadores” versión 

1.0 (PROT.FAR.Ceb v-1.0), el cual está diseñado en tres módulos, cuya ejecución sigue un patrón 

de lógica matemática explicado por el diagrama de flujo que se muestra en la figura 1. 

Figura 1. Diagrama de flujo de ejecución del programa “Protocolo para Filtrar, Alinear y 

Reportar Cebadores” versión 1.0 (PROT.FAR.Ceb v-1.0). 

 
Nota: El diseño del sistema cumple con estándares FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable) 

mediante el archivo JSON que documenta todos los parámetros analíticos. 
 
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 Genómica Celular Aplicada del Grupo de Investigación en Cálculo 

Científico y a Gran Escala de la UIS, en la dirección electrónica 

https://github.com/GenomicUIS/Influenza-A-H1N1-python-script, además de un manual que 

explica los procesos metodológicos de cada módulo (Apéndice A). 

3.1. Módulo 1: Generación 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 

H1N1 en la base de datos del GenBank “NCBI Virus” del NCBI (Sayers et al., 2025) por medio 

de los filtros indicados de la página de la base de datos, estos filtros son: Virus/Taxonomy, 

Genotype, Segment y Assembly Completeness, tipo de hospedero, fecha de colección (Figura 2). 

Posteriormente se descargaron en formato FASTA con los siguientes filtros: nucleótidos, descarga 

de todos los registros, y selección de los parámetros FASTA; entre los parámetros se seleccionó 

Número de Acceso, título en el GenBank y fecha de colección de la muestra) (Figura 1, Apéndice 

A). Las secuencias descargadas fueron filtradas automáticamente por el módulo 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 análisis del algoritmo. 

3.2. Módulo 2: Análisis de Secuencias Nucleotídicas (MASN-v1.0) 

Las secuencias fueron alineadas a partir del programa MAFFT V.7. (Katoh y Standley 

2013), implementado en el módulo MASN-v1.0 del programa, con los parámetros por defecto. 

Debido a que la mayoría de conjuntos de cebadores/sondas están diseñadas para reconocer 

regiones expresadas de los genes del virus de influenza A H1N1, se realizaron recortes en los 

alineamientos bajo los parámetros de las “Reglas de corte” (Figura 3), el cual reconoce el codón 

eucarionte de inicio de la transcripción “AUG” y los codones de parada UAG, UGA y UAA 

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

base de datos “NCBI Virus” 

 

Nota: En el paso 1 se indica la taxonomía y tipo del virus. En el paso dos, se seleccionan genomas completos; y en el 
3, el segmento genómico deseado. Para esta representación se utilizó el segmento 4 del Virus de Influenza A H1N1 
que corresponde a HA. 
 

Una vez realizada la edición de las secuencias, se generó la secuencia consenso con el umbral del 

70% de identidad, con los parámetros de UGENE y Levitsky (Rose et al. 2019) (Apéndice F). Los 

alineamientos ya editados son procesados por el módulo “MGFS-v1.0.”. 
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Figura 3. Concepción de los fundamentos de las Reglas de Corte. 

 

Nota: En la primera Regla de Corte el programa cortará en el segundo codón con mejor promedio como se indica 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 número de nucleótidos. En letras Rojas se muestran los 
posibles codones de inicio y paro de la traducción presentes en un alineamiento hipotético 
   

3.3. Módulo 3: Evaluación de Cebadores y Sondas (MECS-v1.0) 

Para validar la efectividad de los cebadores y sondas, se empleó una lista generada por el 

Laboratorio de Genómica Celular Aplicada, del Grupo de Investigación Cómputo Avanzado y a 

Gran Escala, que reportó los conjuntos hasta el año 2018. Esta lista se actualizó hasta el año 2024, 

mediante la búsqueda de literatura en la base de datos el Centro Nacional para la Información 

Biotecnológica NCBI (Sayers et al., 2025), a partir de las palabras clave “Influenza A H1N1 RT-

PCR Human Diagnosis” y “Influenza A H1N1 RT-qPCR Human Diagnosis”. Se utilizaron 

cebadores y sondas con nucleótidos canónicos, es decir: A, T, G y C, y con nucleótidos 

degenerados, es decir, con más de dos opciones de nucleótido en la misma posición; y se 

almacenaron en un archivo de texto plano en formato FASTA, con dirección 5’ – 3’ (Apéndice C). 
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A partir de las secuencias consenso generadas en el módulo anterior, se realizó la 

comparación de los conjuntos identificados para cada uno de los genes y se seleccionaron aquellos 

que presentaron mayor homología respecto a las secuencias consenso, lo cual se corroboró 

mediante el valor porcentual obtenido por el análisis 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 análisis de cada gen, se almacenaron en archivos PDF, 

con los valores obtenidos para cada conjunto. Además, la eficiencia del programa se comparó 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 Módulo Generación de Formatos de Secuencias (MGFS-

v1.0) para los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1. 

Para la validación de la aplicación del Módulo MGFS-v1.0 se utilizaron las secuencias de 

los genes HA, NP y M1-M2 del Virus de Influenza A H1N1, reportados en la base de datos “NCBI 

Virus” del año 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 Módulo MGFS-v1.0 descargó un total 71,841 secuencias en tres 

documentos independientes en formato FASTA para cada gen (Figura 4, Apéndice C). 

Figura 4. Secuencias descargadas de la base de datos NCBI Virus del Virus de influenza A H1N1 

Nota: Los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1 en la base de daos se indican con numeración, es 

decir 4, 5 y 7 respectivamente. En la página se indican en la casilla de verificación que al ser seleccionada se colorea 
en azul. La selección se indica con rectángulos rojos. 
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La validación del filtro con los archivos antes indicados, se evidenció con las secuencias 

reportadas en el año 2018 para los tres genes, de las cuales se recuperó el 7% del total de secuencias 

(Tabla 1). Además, el archivo con las secuencias de genes sin nucleótidos y/o regiones 

indeterminadas, reportó un mayor número respecto a las que sí presentaron indeterminaciones. Es 

de resaltar que la depuración por defecto de los 12 meses del año seleccionado que realizó el 

Módulo, presentó el mismo patrón de resultados (Tabla 1). 

4.2 Alineamientos de los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1 con el Módulo 

2. Análisis de Secuencias Nucleotídicas (MASN-v1.0). 

El Módulo MASN-v1.0 generó correctamente los alineamientos esperados con el programa 

MAFFT V.7 a partir de cada archivo de los genes HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1 

del año 2018 obtenidos en el módulo 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 público de edición y análisis de alineamientos de ácidos nucleicos: Bioedit 

(Figura 5). 

A partir de estos alineamientos, se aplicó la primera regla de corte y se evidenció que todas 

las secuencias de los 3 genes reportados para el año 2018, presentaron uno o dos codones de inicio 

de la traducción AUG; así como un corte en el codón de paro identificado de acuerdo con la moda 

establecida para el total de secuencias, independientemente de si correspondía o no al codón de 

paro canónico. El resultado visualizado con el programa UGENE, corroboró la eliminación 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). 

Además, los alineamientos generados con el módulo MASN-v1.0 se emplearon para 

validar la Segunda Regla de Corte, al eliminar regiones específicas seleccionadas por el usuario, 

la cual se validó mediante la visualización 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 año 2018. 
 

Gen de Influenza A H1N1 
Secuencias 

reportadas de 

2009 a 2024 

Secuencias reportadas 
en el año 2018 con 

nucleótidos y regiones 
determinadas 

Secuencias reportadas 
en el año 2018 con 

nucleótidos y regiones 
indeterminadas 

Total de 
Secuencias 

del año 
2018 

Hemaglutinina 22,722 1,674 6 1680 

Nucleoproteína 23,946 1674 3 1677 

Proteína de Matriz M1-M2 23,946 1675 2 1677 

 

Figura 5 

Ejemplo de utilización de archivos de texto plano generados por el módulo MASN-v1.0 

 
Nota: En la parte superior de la imagen se muestra la correcta ejecución del programa al colocar todas las secuencias 
seleccionadas de la base de datos NCBI Virus. En la parte inferior, el resultado es el mismo al utilizar el programa 
publico Bioedit. En cajas rojas se muestran los codones de inicio y paro de la traducción del ARNm del segmento 4 

del virus de influenza reportadas para el año 2018. 
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Figura 6 
 
Validación de la primera Regla Corte con los archivos que contienen las secuencias obtenidas 

con el Módulo MASN-v1.0. 

 

Nota: Al aplicar la primera regla de corte el modulo elimina los nucleótidos rio arriba y rio abajo de los codones de 
inicio y paro de la traducción (indicados en rectángulos rojos), lo que produce el documento deseado. El corte de la 
región 3´no necesariamente puede corresponder al reconocido por el ribosoma para detener la síntesis de la proteína. 

Las imágenes corresponden a visualización de una parte de los alineamientos del gen HA del virus de Influenza A 
H1N1 con el programa UGENE.   
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Figura 7 
 
Validación de la Segunda Regla Corte con el archivo con las secuencias alineadas con el Módulo 
MASN-v1.0. 

 
Nota: Al aplicar la segunda regla de corte, el modulo elimina los nucleótidos rio arriba y rio abajo de las posiciones 
seleccionadas por el usuario, lo que produce el documento deseado. Las imágenes corresponden a la visualización de 

una parte de los alineamientos del gen HA del virus de Influenza A H1N1 con el programa UGENE.   
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4.3. Módulo 3. Evaluación de Cebadores y Sondas  (MECS-v1.0) 

La base de datos de cebadores y sondas generada por el grupo de investigación CAGE, 

reportó 23 juegos de cebadores y/o sondas para RT-PCR o RT-qPCR hasta el año 2018. Mientras 

que la búsqueda en la base de datos PubMed del año 2019 al 2024 con los criterios de búsqueda, 

generó un total de 94 publicaciones; de estas, 2 mostraron las secuencias de cebadores y sondas 

validados de forma experimental y los demás utilizaron kits comerciales u otros previamente 

reportados. No obstante, se incluyó un tercer juego para RT-PCR del gen HA de un artículo 

utilizado por el grupo CAGE del año 2020 (Apéndice E). 

La información anterior se incluyó en el documento de texto plano requerido por el módulo 

MECS-v1.0 para identificar al mejor juego de cebadores y sondas, respecto a las secuencias 

consenso generadas con con el módulo MASN-v1.0, para los umbrales de frecuencia del 70 y 90% 

de los tres genes, desde el año 2009 al 2024. La aplicación de esta fase del protocolo para el gen 

HA para el año 2018, indicó 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 

Comparación de resultados mediante conjuntos de cebadores con sonda y sin sonda. 

Nota: Se compararon los resultados, con la evaluación del mismo segmento y 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 
Sharma et al., (2018). El resultado (B), sólo usa conjuntos de cebadores con sonda y su resultado mas idóneo es el de 

van der Vries et al., (2010) y Cut et al., (2016). 

Puesto que el texto plano con cebadores y sondas están en el mismo documento, y el 

módulo determina los juegos óptimos tanto para RT-PCR como RT-qPCR; al eliminar la base de 

datos de los cebadores para RT-PCR, se estableció que el mejor juego de cebadores y sonda para 

el gen HA con los criterios antes mencionados, correspondió a los reportados por van der Vries et 

al., (2010) y Cut et al., (2016). Así mismo, el mayor porcentaje de identidad se obtuvo para la 

secuencia consenso con un umbral del 70%, que correspondió a nucleótidos mayoritarios respecto 

a la secuencia consenso del 97 %, cuyas posiciones corresponden a nucleótidos con dos o más 

opciones que se indican con el código IUPAC (Figura 9). 
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 Los resultados anteriores fueron similares para las secuencias consenso de los genes NP y 

M1-M2 del año 2018, con un umbral del 70%:  el módulo MECS-v1.0 indicó que los mejores 

cebadores para el gen NP son los propuestos por González- 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 et al., (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%, indicó que los cebadores y sondas ideales para el diseño de 

RT-qPCR 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 debió a la escasa homología 

entre el cebador sentido respecto a la secuencia consenso (Apéndice F y G). Los resultados de los 

años 2009 al 2024 para los genes HA, NP y M1-M2  se encuentran en el Apéndice H. 

El formato de salida de los resultados presentó la siguiente estructura: se indicó el juego de 

cebadores y/o sonda seleccionado, el autor y el DOI de la publicación donde se reporta la RT-PCR 

o RT-qPCR; el número de pares de bases entre el último nucleótido del cebador sentido respecto 

al primer nucleótido del cebador antisentido; así como la secuencia del cebador, la posición de la 

molécula en la secuencia consenso, el porcentaje de identidad y el Puntaje de similitud. La 

siguiente información que se mostró, fue la comparación de nucleótidos respecto a la secuencia 

consenso, en donde, las posiciones idénticas se indicaron con una línea vertical; las posiciones con 

dos opciones del código IUPAC, se indicaron con dos puntos; y las posiciones donde el carácter 

del código indica tres opciones, se mostró con un punto en la parte superior del nucleótido 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 mostró la 

secuencia consenso y la posición de cada molécula en una caja con los colores antes mencionados 

(Figura 8). 
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Figura 9 

Comparación de resultados usando umbrales de consenso diferentes para segmento 4, usando solo 

conjuntos con sonda y usando todos los cebadores. 

 

Nota: Los resultados en (A), corresponden a la evaluación realizada por el módulo 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 parámetros de las secuencias consenso indicados en (A), pero la base de datos correspondió a cebadores y sondas 

para RT-qPCR. 
 

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

BLAST no se generaron resultados en ninguno de los casos.  
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5. Discusión 

El virus de la influenza A H1N1 representa una problemática de salud a nivel mundial 

(Neumann, Noda, y Kawaoka 2009), por lo cual se requiere la mejora e implementación de nuevas 

tecnologías para su identificación (World Health Organization 2019). Para esto, se han 

implementado diversas técnicas entre las que destacan la RT-PCR y la RT-qPCR. Sin embargo, la 

alta tasa de mutación del virus ha dificultado su identificación debido a los constantes cambios en 

los genes de referencia (Mänz et al. 2013), al igual que en otros virus como la variante Delta de 

SARS-CoV-2 (Rajib et al., 2022) o el virus de la rabia (Gigante et al., 2025). Para contrarrestar 

esto, en la comunidad científica se han reportado diversos conjuntos de cebadores y sondas para 

RT-PCR y RT-qPCR, 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 períodos de tiempo y de acuerdo con las 

mutaciones que se presentan.   

La implementación del protocolo diseñado en esta pasantía permite realizar los análisis 

requeridos para determinar cebadores y sondas óptimos para la identificación del virus de influenza 

A H1N1.  Mediante el primer módulo, es decir MGFS-v1.0, se pudieron filtrar las secuencias 

correspondientes al segmento 4 para el año 2018, así como en los intervalos de los años 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 comparación de los 

cebadores y sondas, ya que esto asegura la integridad de las secuencias a emplear y optimiza la 

comparación de los conjuntos. Así mismo, la caracterización en un período de tiempo permite 

identificar variantes específicas, lo cual tiene aplicación no sólo en el virus de Influenza A H1N1 

sino en otros de importancia médica como el virus del dengue o el SARS-CoV-2, y de igual forma 

en análisis de genética de poblaciones.   
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Dada la naturaleza del genoma del virus de la Influenza A H1N1, se debe caracterizar 

correctamente la región a identificar y las variaciones que allí se encuentren. Mediante la 

implementación del módulo 2, MASN-v1.0, las secuencias alineadas con los parámetros de 

MAFFT V.7 son recortadas para reconocer los sitios de inicio y parada de la traducción, a partir 

del reconocimiento de los codones universales de inicio y parada. El poder realizar esta 

delimitación permite comparar los juegos de cebadores y sondas únicamente 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 secuenciación o por las características mismas del virus, es 

decir, posibles variantes (Mänz et al. 2013). Este tipo de análisis se puede realizar a partir del 

alineamiento obtenido en el módulo 2, lo cual permite al usuario delimitar de manera manual las 

regiones a comparar. Este procedimiento optimiza la búsqueda de cebadores y sondas específicos 

ya que se pueden descartar regiones con mucha variación nucleotídica, lo cual genera 

inconvenientes en el diseño de las moléculas. 

Es de resaltar que el protocolo realiza el recorte de secuencias de manera automática, esto 

con el fin de evitar las regiones 5’ UTR y 3’ UTR, ya que pueden generar ruido en el análisis y 

aumentar los requerimientos de cómputo. Aunque 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 biológicamente incongruentes. 

El diseño de cebadores y sondas para la identificación de ácidos nucleicos, ya sea por RT-

PCR, RT-qPCR o cualquiera de las variaciones de la cadena en reacción de la polimerasa, requiere 

de un procedimiento sumamente cuidadoso para asegurar el éxito de la reacción, lo cual puede 

representar disminución en los costos económicos 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 diseño de cebadores y sondas esté acorde a lo requerido por el investigador. 

En este sentido, la fase final de la implementación del módulo permitió identificar correctamente 
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el mejor conjunto de cebadores y sonda para la identificación del segmento 4 del virus de la 

Influenza A H1N1, los cuales correspondieron a los reportados por Poddar et al., (2002), desde el 

año 2000 hasta marzo de 2009. 

Sin embargo, a partir de abril del año 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 patrón evolutivo de los genes 

HA, NP y M1-M2 del virus de Influenza A H1N1  (González-Barrios et al., 2022), y del gen de la 

proteína no estructural (NS) del virus de la Influenza A en humanos (Nielsen et al., 2024); e incluso 

con el patrón mutacional del gen HA del virus de influenza A H1N1 que afectó la estructura 

cuaternaria de la proteína del año 2009 respecto a la del año 2018  (Pushan et al 2025). Por lo 

tanto, el nuevo juego de cebadores reportados por Sharma et al., (2018) que seleccionó el modulo 

es el óptimo para la identificación viral. Este resultado demuestra la correcta ejecución de los 

módulos y la efectividad del programa, al distinguir cambios en las secuencias en un período 

determinado de tiempo, lo cual representa una ventaja en la identificación del virus y su 

escalabilidad en otros tipos de análisis genéticos y moleculares. 

Algunas limitaciones en cuanto al uso del sistema operativo son aparentes con las 

herramientas MAFFT V7 y UGENE. El primero sólo puede ejecutar sus funciones siempre y 

cuando su versión correspondiente, disponible en línea y diseñada para Sistema Operativo 

Windows 10/11, se encuentre junto al código a ejecutar. En distribuciones Linux no es tan 

restrictivo, dado que existe una versión especialmente diseñada para instalarse en este tipo de 

distribuciones. Sin embargo, en estas distribuciones es necesario compilar e instalar el paquete de 

UGENE para ejecutar mediante línea de comandos de algoritmo requerido (explicación detallada 

del proceso en el Apéndice A). Estas funciones, aunque limitadas, pueden ser ejecutadas desde 

equipos de baja capacidad y es posible escalar esta solución computacional para análisis mayores 
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en HPC. Si este fuese el objetivo, en los parámetros se pueden configurar el número de núcleos a 

usar para el análisis. 

Este código modular puede ser ejecutado con secuencias de otros organismos. 

Dependiendo de su tamaño, se puede usar un algoritmo específico a través de su edición en los 

parámetros. Por defecto, selecciona el algoritmo más adecuado de acuerdo a la cantidad de 

secuencias a alinear. Por otro lado, la lista de cebadores es determinante para el análisis por lo que 

se recomienda seguir el formato de cebadores implementado en este análisis antes de ejecutar las 

funciones del módulo. Es de resaltar que este protocolo, a diferencia de otros programas como 

Primer3 (Kõressaar et al., 2018) o 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 generación de nuevos cebadores y sondas, no sólo para el 

virus de la influenza, sino que también en otras moléculas. 

La aplicación de cada módulo de manera independiente y los archivos obtenidos en cada 

paso, permiten que la implementación de este protocolo no se limite únicamente a la búsqueda de 

cebadores y sondas, sino que también permita al usuario la manipulación de secuencias para 

estudios de sistemática o genética de poblaciones. De igual forma, la flexibilidad al utilizar 

secuencias consenso mayoritarias o con nucleótidos degenerados, permite la identificación de 

secuencias específicas o, su uso en el diseño de oligonucleótidos degenerados con aplicación en 

metagenómica. 
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6. Conclusiones 

El porcentaje de identidad proporcionado en este código muestra una idea más clara de los 

cebadores adecuados a usar al determinar si existe una alta probabilidad de obtener resultados 

falsos negativos. Dado que el código es modular, se pueden reestructurar de acuerdo a las 

necesidades o incluso reemplazarlos por procesos más óptimos. El diseño es flexible y 

operativamente es funcional en varios sistemas, por lo que escalarlo para análisis de muchas más 

secuencias, e incluso en paralelo, podría ser determinante para reducir tiempos de diagnóstico y 

costos prediciendo cual puede ser la mejor opción para diagnósticos RT-PCR. 

Debido a su diseño en módulos, se podría reemplazar o ignorar el uso de uno cualquiera de 

los aquí presentados, mientras se conserve el formato de resultado para los módulos 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 núcleos para el análisis. Puesto que las comparaciones de los cebadores con la 

secuencia consenso usan el código IUPAC, esta herramienta también podría operar con secuencias 

nucleotídicas degeneradas o de mayoría, acorde a las necesidades del usuario. En este trabajo se 

uso como base secuencias de influenza A H1N1 y cebadores para su amplificación reportados en 

la literatura, sin embargo estos algoritmos usados podrían ayudar no solo a reducir el número de 

falsos negativos que ocurren, sino a la elaboración de nuevos cebadores que eviten dichos falsos 

negativos tanto en el virus de influenza A y sus variantes como lo sería para otros organismos así 

como para facilitar la elaboración de nuevos cebadores para enfrentar nuevos desafíos para las 

técnicas de diagnóstico actuales. 
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