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1. RESUMEN 
 

 
 
La epidemia de influenza A H1N1 vivida en México y en el mundo en 2009, fue un 
problema de salud bastante serio, los primeros casos reportados pusieron al mundo en 
alerta por tres razones importantes: su curso agudo y en ocasiones  letal; su origen, de 
acuerdo a estudios filogenéticos actuales se trataba de un nuevo subtipo del virus de la 
influenza, desconocido hasta ese entonces, y su alta transmisibilidad en un periodo de 
tiempo relativamente corto, aunado a esto, no se contaba con una prueba rápida y 
certera que permitiera la confirmación del diagnóstico clínico.  
 
En el presente estudio se propone  la implementación de un ELISA para determinar 
anticuerpos IgG contra el virus A H1N1 utilizando los péptidos sintéticos NA15-FM y HA15-
FM. El ELISA desarrollado se aplicó en una muestra poblacional del Distrito Federal, para 
buscar factores de riesgo relacionados con la presencia de anticuerpos anti A H1N1.  
 
Los resultados arrojaron que 8.8% de la población contaba con anticuerpos contra NA15-
FM y 9.5% contra HA15-FM. Los factores de riesgo relacionados con el péptido NA15-FM 
fueron: personas mayores de 70 años (OR≈2.00), asma (OR=2.81), individuos que 
presentaron síntomas característicos de influenza (OR=2.68), personas con sobrepeso y 
obesidad (OR=1.72), y los individuos que dijeron haber convivido con personas con 
síntomas de influenza (OR= 1.40), con una significancia estadística de p<0.05. Los 
resultados obtenidos sugieren que parte de la población estudiada (mayores a 50 años) 
contaba con protección inmunológica al momento de la pandemia, lo que evitó una 
transmisión mayor entre la población, disminuyendo el número de enfermos y casos 
fatales reportados. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 
 

2.1 INFLUENZA 
 
La influenza es una infección contagiosa de origen viral considerada una de las causas más 
importantes de infecciones de las vías respiratorias. Los síntomas son parecidos a los del 
catarro común o resfriado, sin embargo, son más severos y su inicio es generalmente 
abrupto. Las epidemias de influenza han sido responsables de un promedio de 36 000 
muertes por año en países como EUA durante la década de los noventas, afectando a la 
población en general pero principalmente a niños menores de 2 años y adultos mayores 
de 65 años (1). 
 
 
 

2.2 HISTORIA DE LA INFLUENZA 
 

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda que ha afectado a los humanos desde 
tiempos antiguos(2). El término influenza fue introducido en el siglo XV durante la edad 
media y se le atribuye al papa Benedicto XIV para describir epidemias que eran atribuidas 
a las influencias astrales, derivado de la palabra latina ‘influentia’, aunque también se 
sostiene que otro posible origen es la expresión ‘influenza di freddo’ o sea por la 
influencia del frio. Sin embargo, existen registros en escritos médicos griegos que datan de 
400 a.C. en los que existen descripciones hechas por Hipócrates de lo que podría ser una 
enfermedad similar a la influenza humana. La primera pandemia claramente registrada se 
originó en Asia en el año 1580. En los siguientes siglos, se reportaron importantes 
pandemias de influenza en los años 1729, 1789, 1830 y 1898 (3). 
 
En 1892, Richard Pfeiffer identificó el Haemophilus influenzae, él y otros microbiólogos 
erróneamente llegaron a la conclusión de que esta bacteria Gram negativa era la causante 
de la gripe. Así, la etiología de la influenza permanecería desconocida hasta 1930-1933, 
cuando se logró aislar por primera vez a nivel de laboratorio el agente etiológico de esta 
enfermedad, primero en cerdos por Richard Schope y luego en humanos por un grupo de 
investigación dirigido por Patrick Laidlaw del Medical Research Council del Reino Unido (3).  
 
En el siglo XX, emergieron tres virus de influenza causando las mayores pandemias en 
humanos: el virus de influenza española (H1N1) de 1918, el virus de la influenza Asiática 
(H2N2) de 1957, y el virus de la influenza de Hong Kong (H3N2) en 1968. 
El virus de la influenza Española de 1918 circuló entre la población mundial durante 40 
años y se estima que murieron entre 40 a 100 millones de personas alrededor del mundo, 
mientras los virus de 1957 y 1968 cobraron de  1 a 4 millones de vidas humanas (4) (Cuadro 
1).  
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Cuadro 1. Características de las últimas cuatro pandemias de influenza comparadas contra 
la influenza estacional (5).  

 
PANDEMIA 
(FECHA Y 
NOMBRE 
COMÚN) 

ÁREA DE 
EMERGENCIA 

SUBTIPO DE 
VIRUS DE 

INFLUENZA 
A 

TASA DE 
MORTALIDAD 

ESTIMADA 

ESTIMADO DE 
MORTALIDAD 

A NIVEL 
MUNDIAL 

GRUPOS DE 
EDAD MÁS 
AFECTADOS 

1918-1919 
Influenza 
española 

Desconocida H1N1 2-3% 40-100 
millones 

Adultos 
jóvenes 

1957-1958 
Influenza 
Asiática 

Sur de China H2N2 <0.2% 1-4 millones Niños 

1968-1969 
Influenza de 
Hong Kong 

Sur de China H3N2 <0.2% 1-4 millones Todos los 
grupos de 

edad 

2009-2010 
Influenza A 

(H1N1) 
2009 o 

Influenza 
Porcina 

EUA y México H1N1 0.01-0.06% 14,286 
(confirmadas 

CDC) 
≥8,768 

(confirmadas;
OMS) 

Adultos 
jóvenes 

Influenza 
estacional 

Todo el 
mundo 

A(H1N1), 
A(H3N2), 

 B 

<0.1% 300,000-
500,000 al año 

Niños y 
adultos 
mayores 

 

 
 

2.3 PANDEMIA DE INFLUENZA A H1N1  2009 
 

En 2009, el virus de la influenza A H1N1 emergió causando la primera pandemia de 
influenza del siglo veintiuno. La detección del nuevo virus en Estados Unidos y México en 
abril de 2009 seguido por la infección generalizada en todos los continentes en tan sólo 
nueve semanas, generó que la OMS declarara el estado de alerta. 
A continuación se enumeran los eventos más relevantes relacionados con el brote de 
influenza de 2009 (Cuadro 2). 
 
 
En México, la influenza A H1N1 (2009) a diferencia de la influenza estacional, afectó 
principalmente a la población joven, la mayoría de los cuales se recuperó sin 
consecuencias; hasta julio de 2010, la pandemia causó la muerte de 1,316 personas y se 
confirmaron por pruebas moleculares 72,548 casos. Estas cifras sólo representan los casos 
en los que se realizó una prueba diagnóstica por parte de los sistemas de salud. Sin 
embargo, se desconoce la proporción general de la población que fue infectada por el 
virus debido a que la mayoría de las personas no requirió atención médica (ya que 
sufrieron infecciones leves o incluso asintomáticas) y en otros casos, simplemente no 
fueron registrados (7).  

 



 
8 

 
 
 

Cuadro 2. Secuencia de eventos importantes relacionados al brote de influenza A H1N1 
del 2009(6). 

 

Fecha Evento  

Febrero 2009 Epidemia de enfermedades respiratorias en La Gloria, Veracruz, 
México 

12 de abril 2009 Autoridades Mexicanas de salud reportan epidemia a la PAHO 
15 de abril 2009 CDC aísla A/2009/H1N1 en un niño de San Diego, California. 
17 de abril de 2009 CDC aísla A/2009/H1N1 en una niña de Imperial, California 
19 de abril de 2009 México declara alerta nacional 
21 de abril de 2009 CDC alerta a médicos de una nueva cepa de virus de influenza A 

H1N1 
24 de abril de 2009 OMS emite alerta de epidemia 
27 de abril de 2009 OMS eleva la alerta de pandemia de nivel 3 a 4 
29 de abril de 2009 OMS eleva la alerta de pandemia de nivel 4 a 5 
11 de junio de 2009 OMS eleva la alerta de pandemia de nivel 5 a 6 
08 de julio de 2009 Se identifica que el virus es resistente a oseltamivir 
13 de julio de 2009 OMS recomienda vacunación en la pandemia H1N1 2009 
2 de diciembre de 2009 
 
29 de junio de 2010 

Virus resistente a oseltamivir es identificado en pacientes 
hospitalizados e inmunosuprimidos  
México declara el fin de la emergencia sanitaria 

10 de agosto de 2010 OMS emite recomendaciones para el periodo de postpandemia 
Nivel 3: Se notifican casos de infección humana por un nuevo subtipo del virus de influenza. No hay casos de 
transmisión de persona a persona 
Nivel 4: Transmisión comprobada de persona a persona de un virus animal o un virus reagrupado humano-
animal capaz de causar “brotes a nivel    comunitario” 
Nivel 5: Propagación del virus de persona a persona al menos en dos países de una región de la OMS 
Nivel 6: Propagación del virus de persona a persona al menos en tres países de distintas regiones 

 
 
 
Los pacientes que presentaron los cuadros clínicos más severos se vieron asociados a 
factores de riesgo tales como la obesidad, pues fue un factor predisponente, además de 
los extremos de la edad, embarazo y enfermedades médicas subyacentes (8). Sin embargo, 
el 70% de las defunciones ocurridas durante la nueva pandemia se presentaron en 
personas de entre 20 y 55 años, de las cuales el 40% eran personas sanas (9).  
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2.4 VIRUS DE INFLUENZA A H1N1 
 

2.4.1 Taxonomía, nomenclatura y generalidades 
 

El virus de la Influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, que se divide en 5 
géneros, de los cuales el género influenza tiene tres grupos antigénicos: A, B y C, éstos se 
definen por la antigenicidad de la nucleocápside y proteínas de matriz en el core viral. 
Estas proteínas son los antígenos usados en la prueba de fijación de complemento para 
anticuerpos específicos.  
 
El virus de la influenza A se subdivide según las glicoproteínas de su superficie: 
hemaglutinina (HA), que une el virión a la célula del hospedero para su penetración y 
replicación; y neuramidasa (NA), que facilita la propagación de la progenie del virus 
mediante la escisión del ácido siálico de los receptores celulares, diseminándolos así por 
todo el organismo. En total tiene 16 subtipos  HA (H1 a H16) y 9 subtipos NA (N1 a N9). Sin 
embargo sólo tres subtipos HA y dos NA se han visto implicados en epidemias humanas: 
HA 1,2 y 3; y NA 1 y 2 (10). 
 
 
Las partículas virales pleomórficas observadas en cultivos celulares o muestras clínicas 
pueden variar de forma esférica a filamentosa, con un diámetro de 120nm. El virus de la 
influenza tipo A es un virus RNA de una sola cadena simple y lineal de polaridad negativa, 
dividida en 8 segmentos que codifican para 11 o 12 proteínas.  Estos están envueltos en 
una capa de contenido lipoprotéico de la cual emergen las glicoproteínas HA y NA  (11) 
(Figura 1).   

 

 
Figura 1. Esquema de un virus de influenza tipo A. (12)  
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Debido a la naturaleza segmentada del genoma del virus de la influenza A, estos virus son 
capaces de someterse a una reagrupación, causando cambios en la antigenicidad, se 
conocen dos tipos de variaciones antigénicas:  
 
- Variaciones menores o deriva antigénica (drift). Son causadas por mutaciones en los 
nucleótidos del vRNA, que ocurren como resultado de los errores de copiado de la RNA 
polimerasa del virus.   
 
- Variaciones mayores o cambio antigénico (shift). Cuando dos virus con diferentes 
subtipos de HA y NA infectan a un mismo animal, ambos genes pueden mezclarse y 
producirse nuevos virus, conocidos como rearreglantes por haber experimentado un 
“rearreglo de genes” con combinaciones de HA y NA diferentes a las de los virus 
originales; por ejemplo, los dos virus más recientes de la pandemia de la influenza 
humana fueron creados a través de la redistribución de virus humanos y aviares (13). 
 
El reservorio natural del virus de la influenza son las aves acuáticas pero tiene la capacidad 
de infectar a un número mayor de especies hospederas, incluyendo los cerdos y seres 
humanos. Los virus de influenza se limitan generalmente a infectar hospederos específicos 
pues el tropismo tisular y la especificidad de receptores celulares son factores de 
restricción importantes; sin embargo en algunas ocasiones, en los cerdos ocurre un 
cambio en el tropismo debido a que en su tráquea contienen ambos  receptores de ácido 
siálico: α-2,3-SA y α-2,6-SA (Figura 2).  El análisis filogenético del virus A/2009/H1N1 
sugiere que los antepasados de los 8 segmentos de genes son diferentes y pueden ser de 
origen aviar, humano y porcino (13).  α-2,3-SA/ α-2,6-SA 

 
Figura 2.  Rearreglo del virus de la influenza A H1N1 a partir de otros virus de influenza 

humana y animal (13). 
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Los 8 segmentos de genes del virus de influenza A codifican para 11 o 12 proteínas virales 
con diferentes funciones en el ciclo de vida y a menudo sirven como objetivos de fármacos 
y para diagnóstico (Fig. 3).  A continuación se mencionan las proteínas conocidas y su 
principal función en el ciclo de vida viral (14) (Cuadro 3).  
 

 

 

Cuadro 3.  Proteínas estructurales del virus de influenza A H1N1. 
 

PROTEÍNA FUNCIÓN  

HA Responsable de la endocitosis del virus. Es el objetivo de anticuerpos 
neutralizantes, su precursor es HA0 

HA0 Sufre escisión proteolítica en los componentes HA1 y HA2 
HA1 Une el virus con el receptor de ácido siálico en la membrana celular 
HA2 Responsable de la fusión de membranas  
M1 Es una proteína estructural. Estimula el ensamblaje. Facilita la salida de 

vRNA  del núcleo 
M2 Canal iónico para la acidificación del núcleo viral durante la formación de 

endosomas. Facilita la pérdida de envoltura y la producción de HA 
NA Sirve como una sialidasa que se requiere para liberar la progenie del virus 
N40 Función desconocida, es expresada a partir del fragmento PB1 
NP Nucleoproteínas. Componente estructural de ribonucleoproteínas (RNP). 

Para replicación 
NS1 Inhibe la traducción del ARNm celular. Antagonista de INF que también 

pueden estimular citocinas proinflamatorias en células infectadas 
NS2 Sirve para la liberación de material nuclear al citoplasma.  
PA Funciona como subunidad de polimerasas RNA y proteólisis 
PB1 Componente de la polimerasa.  
PB1-F2 Toxina mitocondrial que causa apoptosis celular e inhibe la inducción de 

INF- I 
PB2 Componente de la polimerasa necesaria para unión y actividad de 

endonucleasas, también puede inhibir la inducción de INF I 
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 Figura 3. Objetivos de antivirales y diagnóstico potencial en el ciclo de vida de los virus de 

influenza (13). 
 
 
 

2.4.2 Patogenia 
 
Las vías de transmisión se resumen de la siguiente forma. 

- Por vía respiratoria. El virus ingresa a partir de los estornudos o de la tos de los 
pacientes infectados. Como las partículas no permanecen suspendidas en el aire, 
es necesario el contacto cercano de las personas. 
Las gotas de tos o estornudos tienen más de 5 nm de diámetro. Se ha calculado 
que 0.1µL de secreción nasal en forma de aerosol contienen alrededor de 100 
partículas virales. La dosis infectiva del virus de la influenza en el humano es de 
alrededor de 100 a 1000 partículas virales (15). 
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- Por contacto con los virus que hubieran quedado en picaportes, dinero u otras 
superficies que impregnarían las manos. Al llevarse las manos a la boca, la nariz o 
los ojos se produce el contagio.  
 

Con la influenza estacional, los estudios han demostrado que el periodo infeccioso se 
define como un día antes de la aparición de los síntomas en la persona y hasta siete días 
después de que pase la enfermedad (16).  
 
 
 
 

2.4.3 Inmunopatología (17) 
 
El organismo humano posee mecanismos de protección que le permite identificar y 
eliminar al virus: la inmunidad innata (mecanismos inespecíficos de defensa)  y la 
inmunidad adaptativa (mecanismos específicos de defensa). 
 
 
1. Inmunidad Innata (Barrera mecánica, física y química): 

 

 Capa mucociliar, pH del estómago, enzimas como colagenasa, hialuronidasa y 
tripsina. 

 Activación de células de la inmunidad innata en el pulmón por moléculas virales 
que son reconocidas a través de “Toll Like Receptors” 8 (TLR8) presentes en las 
mismas. 

 Destrucción del virus por macrófagos y células dendríticas por el efecto del pH y 
de productos derivados del oxígeno (anión superóxido, peróxido de hidrógeno, 
radicales hidroxi y óxido nítrico). 

 Secreción de citocinas: liberación de IL-1, TNF-α, IL-6, IFN-1 y 2, IL-8, proteína 
inflamatoria de los macrófagos (MIP-1) y proteínas de fase aguda en el pulmón. 
Las células hospederas envían señales a los linfocitos CD4+ y otros leucocitos a 
través de la producción de citocinas para su reclutamiento en el tejido 
pulmonar. 

 Producción de prostaglandinas, en especial la 2. 

 Las partículas virales HA y NA desencadenan el proceso febril.  

 Hiperreactividad del sistema bronquial y obstrucción de las vías aéreas debida a 
la secreción de moco inducida por citocinas.  

 Infiltrado de leucocitos, destrucción células infectadas. 
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2. Inmunidad adaptativa 
 

 Respuesta Inmune mediada por anticuerpos (neutralización viral). Los 
anticuerpos anti-HA tienen la función de neutralizar al virus impidiendo la unión 
de la HA al ácido siálico. Además, estos anticuerpos neutralizantes dejan 
marcado al virus para el proceso de opsonización. Los anticuerpos anti-NA, 
reducen la eficiencia de liberación del virus de las células infectadas, ya que el 
papel de la NA es la liberación de las partículas virales del ácido siálico. 

 

 Respuesta inmune celular: La inmunidad adaptativa celular es más compleja que 
la humoral, pues para que el virus sea reconocido por los linfocitos T es 
necesario que sea digerido por las células presentadoras de antígenos 
(macrófagos, células dendríticas); el virus es desintegrado en el interior de estas 
células hasta formar ciertos péptidos que se unen a las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) las cuales los llevarán a la superficie 
celular donde serán reconocidos por el linfocito T específico para esos péptidos. 
En la respuesta celular participan tanto los T CD4+ y los T CD8+; se liberan 
citocinas inflamatorias, se induce una respuesta Th1, por lo que las células T 
antígeno específicas activadas favorecen la inflamación y el daño tisular. 

 
 

2.4.4 Manifestaciones clínicas 
 
Los signos que presentan los pacientes infectados por virus de la influenza son variables y 
cambian según la edad del paciente, como se muestra en el cuadro 4. La duración del 
cuadro clínico generalmente se limita a unos pocos días en la mayoría de los casos, 
aunque la tos y la debilidad pueden persistir por dos semanas, la severidad del cuadro 
depende de la respuesta inmune que se haya desarrollado previamente con variantes 
antigénicamente relacionadas (1).  

Las personas con enfermedad pulmonar cardiaca crónica, o diabetes mellitus, están en 
alto riesgo de desarrollar complicaciones graves de la influenza, que pueden incluir 
bronquitis hemorrágica, neumonía (primaria viral o bacteriana secundaria) y la muerte. La 
bronquitis y neumonía hemorrágica pueden desarrollarse dentro de horas. De vez en 
cuando se produce neumonía viral mortal, disnea, cianosis, hemólisis, edema pulmonar y 
la muerte puede acontecer en tan sólo 48 horas después de la aparición de los síntomas 
(18). 
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Cuadro 4. Resumen de síntomas presentados en pacientes diagnosticados con influenza A 
H1N1 según su edad (19). 

 

Manifestación Porcentaje positivo OR (95% CI) 

 <6 m 6-23 m 24-59 
m 

>5 a Total  

 (n=116) (n=172) (n=135) (n=82) (n=505)  

Fiebre 92 93 96 89 93  

Tracto respiratorio 
Tos 72 85 88 77 81 0.47 (0.28-0.79) 
Rinorrea 64 54 53 38 53 1.77 (1.13-2.79) 
Dificultad 
respiratoria 

46 45 39 41 43  

Neumonía 17 39 39 29 32 0.36 (0.20-0.36) 
Sibilancias 10 25 16 16 18 2.03 (1.24-3.32) 
Otitis media 3 26 17 4 15 3.47 (2.02-5.99) 
Faringitis 3 3 9 24 8 6.18 (2.99-

12.76) 
Sinusitis 0 3 1 6 2 3.86 (1.02-

14.13) 
Otros       
Deshidratación 42 33 34 13 32 1.79 (1.13-2.82) 
Letargia 32 31 33 21 30  
Náuseas 16 30 39 24 28  
Diarrea 5 12 16 9 11  
Convulsiones 3 13 12 4 9 4.66 (1.83-

12.60) 
Exantema 4 4 7 6 5  
Conjuntivitis 3 1 4 1 2  

m=meses      a=años 
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2.4.5 Diagnóstico (20)  

Se cuenta con una amplia gama de técnicas de laboratorio que se pueden utilizar para 
establecer un  diagnóstico de la infección por virus de la influenza, las cuales comprenden 
técnicas virológicas clásicas y nuevas pruebas desarrolladas. 

 
 

2.4.5.1 Métodos de diagnóstico virológico tradicionales 
 
 

a) Cultivo viral 
El diagnóstico y diferenciación de la influenza en el laboratorio puede llevarse a cabo por 
el aislamiento del virus en muestras de exudado faríngeo o nasofaríngeo obtenido dentro 
de los primeros tres días del inicio de síntomas. 
 
El cultivo viral se realiza en líneas celulares o en embriones de pollo. Entre las líneas 
celulares empleadas para el aislamiento de Influenza A y B se encuentran las de riñón de 
canino de Madin-Darby (MDCK), células de riñón de mono verde (VERO), fibroblastos de 
embrión de pollo y células epiteliales humanas. Para el cultivo en huevos embrionados de 
gallina, se utilizan embriones de nueve a once días de edad, el aislamiento viral se realiza 
en la cavidad alantoidea y la proliferación viral se verifica por hemaglutinación.  

 
Figura 4. Esquema de un embrión de pollo(21). 

 
 
El aislamiento viral sigue siendo una técnica esencial e importante para mantener y validar 
en laboratorios de referencia la caracterización antigénica de nuevos virus de influenza 
circulantes.  
El cultivo viral también se requiere para pruebas de susceptibilidad a antivirales y para 
producción de vacunas. 
Las desventajas del cultivo viral incluyen resultados tardíos (3 a 14 días) y una significante 
baja sensibilidad, particularmente para muestras con bajas cargas virales; además de 
requerir instalaciones especializadas y técnicos expertos en cultivo y tinción viral.     
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b) Serología 
Los anticuerpos para el virus de la influenza aparecen después de dos semanas 
aproximadamente, presentando el título más alto de cuatro a siete semanas después de la 
infección. Existe una variedad de pruebas serológicos que incluyen a la inhibición de la 
hemaglutinación (IH), fijación de complemento e inmunoensayos. La serología puede 
ayudar a establecer un diagnóstico de las infecciones por nuevos virus de la influenza, y es 
una herramienta importante para llevar a cabo estudios seroepidemiológicos, que son 
esenciales para estimar la verdadera carga de infección con una nueva cepa.  
Los ensayos serológicos han sido y continuarán siendo usados para la caracterización 
antigénica de los virus de influenza circulantes, para determinar saltos o ‘shifts’ 
antigénicos,  formular vacunas y recomendaciones durante brotes pandémicos y 
epidemias anuales.  
 
 

c) Pruebas rápidas para determinación de antígeno 
Este tipo de ensayos jugaron un papel único en la pandemia de influenza de 2009. El 
primer caso de influenza pandémica en los Estados Unidos fue diagnosticado mediante 
una prueba rápida en investigación, siendo evaluado en un estudio clínico en San Diego, 
CA. 
Aunque las pruebas rápidas de diagnóstico están disponibles comercialmente, varía la 
sensibilidad reportada, tres estudios recientes evaluaron pruebas rápidas de antígeno 
durante la pandemia, reportando una inesperada tasa alta de falsos-positivos de 37.8% o 
bajas especificidades, de 48.1% y 50.7%.  
La mayor limitación de las pruebas rápidas es la baja y variable sensibilidad, la cual se ha 
reportado en un rango de 20% a 90%, variando ampliamente con las poblaciones 
estudiadas y los métodos de estudio (colección de muestras, almacenamiento y 
transporte, tipo de muestra, medio de transporte usado, entre otros). 
 
 
 

 
2.4.5.2 Diagnóstico molecular 

Los ensayos moleculares han sido cada vez más aceptados como el estándar de oro de 
diagnóstico para la detección de virus de influenza. Aunque distintos métodos de 
amplificación han sido descritos, la mayoría de los ensayos actuales se basan en el 
formato de amplificación por PCR. 
Las ventajas de los ensayos de PCR incluyen sensibilidades significativamente más altas, 
tiempos de respuesta cortos, la capacidad de realizar la prueba para distintos patógenos 
simultáneamente y de esta manera proporcionar información del tipo y subtipo, detectar 
otros virus respiratorios y detectar co-infecciones con el virus de la gripe estacional; la 
capacidad de ser implementado utilizando plataformas automatizadas y de alto 
rendimiento que tienen potencial para probar grandes números de muestras y requieren 
tiempo mínimo del técnico y la capacidad para ser adaptado rápidamente para la 
detección de nuevos  blancos.  
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La pandemia de 2009, sin embargo, también debe servir como una oportunidad para 
reexaminar las limitaciones de los ensayos de PCR y las plataformas actualmente 
existentes y volver a examinar los retos que quedan por abordar en la fabricación de este 
formato implementado por un número creciente de laboratorios.   
 
 
Para el diagnóstico de influenza se considera como el estándar de oro al cultivo viral en 
embrión de pollo seguido de confirmación por inhibición de la hemaglutinación. 
Recientemente se han utilizado técnicas moleculares como RT-PCR, sin embargo, para 
realizar las pruebas mencionadas es necesario trabajar directamente con el agente 
patógeno, lo que representa un riesgo biológico, por lo que es necesario contar con 
laboratorios de altos niveles de seguridad, lo que eleva su complejidad y costo.  

 
 
2.4.5.3 ELISA 

 
Durante las últimas décadas, ha ocurrido un incremento en el número y variedad de 
ensayos de inmunodiagnóstico, una de las razones de esto es el desarrollo y el 
perfeccionamiento de los métodos que utilizan antígenos o anticuerpos marcados, 
resultando pruebas con altos niveles de sensibilidad y especificidad (22).   
  
La necesidad de tener una prueba rápida, segura y confiable para el diagnóstico de 
influenza, donde no se emplee el virus completo si no péptidos recombinantes nos lleva al 
planteamiento de desarrollar un ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay),(22) que 
pueda realizarse en laboratorios de diagnóstico que no posean una alta infraestructura y 
que sea de utilidad  para determinar los anticuerpos presentes en el suero humano 
específicos contra A H1N1. 
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3. JUSTIFICACION 
 
 

Desde abril del 2009, una nueva cepa del virus de Influenza A (H1N1) (S-OIA) se identificó 
en México, Estados Unidos y Canadá principalmente. El 11 de junio la Organización 
Mundial de la Salud elevó el nivel de alerta a Fase 6 debido a la pandemia mundial en 
respuesta a la diseminación global de la nueva cepa (1). El número total de personas 
infectadas alrededor del mundo era difícil de estimar. Para el año 2009, la OMS declaró 
que 120,000 personas habían muerto por influenza A H1N1, la mitad de ellos en 
Norteamérica (México, Canadá y EUA) (23). 
 
 
Debido a la alta densidad de población presente en el Distrito Federal, al hacinamiento, 
sus formas de traslado y hábitos diarios para el consumo de alimentos y convivencia, se 
estimó que la probabilidad de contagio con el virus de la influenza pudo ser mayor, 
situación que se evitó al acatar las acciones implementadas por las autoridades de salud 
de nuestro país. 
Por tal motivo, el interés del presente trabajo es determinar el nivel de anticuerpos IgG 
anti influenza A H1N1 presentes en la población general, para conocer si estuvieron 
expuestos o no al virus y si desarrollaron una respuesta humoral. 
 
 
La amplia propagación del virus refleja la importancia de tener métodos de diagnóstico 
certeros, rápidos y sencillos. Actualmente RT-PCR es el pilar para el diagnóstico específico 
de virus A H1N1 en la clínica,  pero es cuestionable porque requiere largos periodos de 
tiempo y equipo especializado. También se han empleado pruebas rápidas de diagnóstico, 
sin embargo se ha visto que no diferencian eficientemente las cepas de los virus A H1N1 y 
estacional(24). Por lo que se requiere contar con pruebas sensibles que evidencien la 
infección con el virus de influenza A H1N1 en humanos.   
 
En la actualidad, existe un sistema de ELISA comercial que detecta anticuerpos anti 
influenza AH1N1 en cerdos(25) pero no se cuenta con un sistema de ELISA aplicable a 
humanos, de ahí el planteamiento del presente trabajo de desarrollarlo y validarlo. Con 
esta técnica sería posible realizar un método de detección rápido, confiable y accesible en 
laboratorios que no cuenten con infraestructura necesaria para realizar ensayos 
moleculares.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1  OBJETIVO GENERAL 

 

Desarrollar un ELISA con péptidos recombinantes de las proteínas hemaglutinina y 

neuraminidasa del virus de influenza A H1N1 para la detección de anticuerpos IgG en 

sueros de una muestra poblacional de tres delegaciones políticas del Distrito Federal. 

 

 

 

 

4.2  OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Identificar péptidos inmunogénicos del virus de influenza A H1N1 para utilizarse en 

el ELISA para determinación de anticuerpos 

 

 Evaluar distintos conjugados comerciales anti IgG humana para seleccionar el que 

presente mejor respuesta y la dilución de trabajo a emplear  

 

 Estandarizar y validar  un ELISA para determinación de anticuerpos contra el virus 

A H1N1 en sueros humanos. 

 

 Aplicar el ELISA a un grupo de sueros representativo de la población del Distrito 

Federal para conocer la prevalencia de anticuerpos IgG.  

 

 Analizar los resultados encontrados e identificar los principales factores biológicos 

y/o sociales asociados con la presencia de anticuerpos. 
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5. HIPÓTESIS 

 
 
 

Si los péptidos recombinantes de las proteínas hemaglutinina y neuraminidasa del virus 

de influenza A H1N1 pueden utilizarse como fuente antigénica en un ELISA para la 

detección de anticuerpos IgG contra el virus, entonces podrá utilizarse el ensayo en la 

población general para  determinar si estuvieron expuestos al virus y desarrollaron una 

respuesta humoral. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

6.1 Estandarización de ELISA 
 
Se realizó la estandarización de un ELISA usando muestras de referencia negativas y 
positivas a la infección con virus AH1N1.  

 
- MUESTRAS NEGATIVAS (Ms): Sueros  donados por el INDRE (Instituto de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológica), organismo de la Secretaría de Salud en 
México; que fueron colectados durante 2008, (antes del brote epidemiológico) y se 
les realizaron pruebas de inhibición de la  hemaglutinación y microneutralización 
para comprobar que no estuvieron expuestos al virus. 
 

- MUESTRAS POST-BROTE: Sueros pertenecientes a pacientes que fueron 
diagnosticados positivos clínicamente a la infección con el virus A H1N1, estas 
muestras se colectaron 6 meses después que se presentó el cuadro infeccioso. A 
este grupo de sueros se les realizó pruebas de inhibición de la hemaglutinación, 
microneutralización y RT-PCR, resultando positivas al contagio con influenza A 
H1N1. 
 

- MUESTRAS DE INDIVIDUOS SIN SÍNTOMAS: Grupo de muestras de habitantes del 
D.F. que participaron en el estudio donando suero y mediante un cuestionario 
manifestaron no haber presentado ningún síntoma típico del contagio con 
Influenza A H1N1. 
 

- MUESTRAS DE INDIVIDUOS CON SÍNTOMAS: Grupo de muestras de habitantes del 
D.F. que participaron en el estudio donando suero y mediante un cuestionario 
manifestaron presentar todos los síntomas típicos del contagio con Influenza A 
H1N1. 

 
 

6.2 Selección de los péptidos inmunogénicos del virus de influenza A H1N1  
 
Se usó el programa “Batch Entrez” para accesar a las secuencias reportadas de 
aminoácidos de los péptidos HA y NA del virus A H1N1 (Anexos 1 y 2); la predicción de 
antigenicidad se hizo con el método de Kolaskar y Tongaonkar, encontrando veinticuatro 
para HA y diecinueve para NA (Anexos 3 y 4). 
Los péptidos secuenciados fueron sintetizados por Invitrogen (Anexo 5), los cuales fueron 
enfrentados a grupos de sueros de individuos negativos y positivos al contagio con virus 
de influenza, encontrando que los péptidos sintéticos HA15-FM y NA15-FM presentaron 
una mejor respuesta y diferencia estadística entre los grupos comparados. 
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6.3 Metodología del ELISA 
 

 
a. Activar de la placa de ELISA. Se utilizaron placas Pierce® de 96 pozos con Ácido 

Meleíco de Thermo Scientific.  Se realiza una serie de tres lavados con buffer de 
fosfatos salino pH 7.2 con Tween  diluido al 1% (PBS-tw 0.1%) durante cinco 
minutos en agitación.  

b. Sensibilizar la placa. Se forran los pozos con una dilución del péptido a una 
concentración 10µg/mL, se incuban durante toda la noche en refrigeración a 4°C. 
Se utilizaron péptidos recombinantes HA15-FM y NA15-FM.  

c. Bloquear de la placa. Se utiliza una solución de bloqueo SuperBlock Blocking® 
Buffer en PBS de Thermo scientific, incubando durante una hora a temperatura 
ambiente. Se realiza nuevamente la serie de  tres lavados con PBS-tw 0.1% 
durante cinco minutos en agitación. 

d. Adicionar los sueros problema, los cuales previamente fueron titulados a 
diferentes diluciones en PBS-tw 0.3% para determinar la dilución óptima de 
trabajo, la cual es 1:100. Se incuba durante dos horas a temperatura ambiente.  

e. Realizar el lavado de placas: dos lavados rápidos con PBS-tw 0.3%, dos lavados 
más con PBS-tw 0.3% de cinco minutos en agitación y uno más con PBS-tw 0.1% 
en agitación por cinco minutos. 

f. Adicionar del conjugado anti IgG humano acoplado a peroxidasa. Se evaluaron 
conjugados comerciales de diferentes marcas y lotes, éstos fueron diluidos a 
diferentes concentraciones en PBS-tw 0.1% para seleccionar el conjugado y 
dilución que serán empleados en el ensayo. 
Se trabajaron tres conjugados de anticuerpos de cabra IgG  acoplada a peroxidasa 
de rábano, anti IgG humana (HRP- Goat Anti-Human) de Zymed® y  dos lotes 
distintos de la marca Invitrogen®. Para el conjugado de Zymed®, se trabajó a una 
dilución 1:4000  con ambos péptidos. El primer lote de conjugado de Invitrogen® 
se trabajó a una dilución óptima  encontrada para ambos péptidos de 1:30000. 
Para el segundo lote se encontró que el mejor comportamiento y diferenciación 
entre los grupos de trabajo se presenta con el conjugado diluido 1:6000 en el 
caso de NA15-FM; y 1:8000 en el caso de HA15-FM. Siendo este conjugado y 
diluciones los empleados en el estudio epidemiológico. 

g. Incubar durante dos horas a temperatura ambiente. Realizar los lavados del paso 
a. 

h. Agregar el sustrato o-fenilendiamina de Sigma®, se incuba en la oscuridad 
durante cinco minutos, se observa el desarrollo de un color amarillo-naranja.  

i. Detener la reacción mediante la adición de ácido sulfúrico 2 N. Leer absorbencia 
en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 490 nm.  
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6.4 Detección de anticuerpos IgG contra el virus de la influenza en la población 
 

 
a. Se aplicó la prueba desarrollada para realizar la determinación de anticuerpos IgG 

en una muestra poblacional del Distrito Federal. Las muestras corresponden al 
banco de sueros que se tienen en el laboratorio de Inmunomodulación y agentes 
patógenos, en el Departamento de Microbiología y Parasitología de la Facultad de 
Medicina, CU, UNAM y forman parte del “Estudio seroepidemiológico de la nueva 
influenza humana en la Ciudad de México”, aprobado por las Comisiones de 
Investigación y Ética de la Facultad de Medicina, según oficio 
FMED/CI/GRD/025/2009 y financiado por el Instituto de Ciencia y Tecnología del 
Distrito Federal como proyecto No. PICDS 109-249. Para el estudio se utilizó un 
diseño epidemiológico transversal analítico. El universo de estudios son los 
habitantes de las delegaciones Coyoacán, Gustavo A. Madero, y Magdalena 
Contreras del Distrito Federal, en el estudio se excluyeron a los individuos menores 
de 14 años, así como mujeres embarazadas. Para definir el tamaño de muestra se 
consideró la proporción más alta del comportamiento de una influenza 
estacional(26) que va del 10 al 20%, con una precisión del 0.02 a un nivel de 
confianza de 0.95; en total, el tamaño de la muestra fue de 1537 individuos, más 
una tasa de no respuesta del 10% (153 individuos).  
 

b. Los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente y correlacionados 
con el cuestionario que se desarrolló y aplicó a los voluntarios para obtener 
información epidemiológica, datos demográficos, hábitos higiénicos y alimenticios 
y nivel socio-económico, para definir la existencia de factores de riesgo asociados a 
la influenza; el programa utilizado fué IBM®SPSS® Statistics 21. 
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7. RESULTADOS 
 

 
7.1 Estandarización del ELISA 

 
En el presente trabajo se desarrolló un ELISA para la determinación de anticuerpos contra 
el  virus de influenza A H1N1 causante de la pandemia de 2009. El inmunoensayo se basó 
en el uso de péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia maestra de aminoácidos 
circulante y reportada en México.  
 
En la figura 5 se observa un diagrama de cajas en el cual se puede notar la diferencia de 
lecturas entre las medianas de cada grupo de muestras usando el péptido NA15-FM a una 
concentración de 10µg/ml y diluyendo el conjugado 1:6000. Se espera que el grupo de 
población sin síntomas sea el que presente mayores densidades ópticas y por esta razón 
no se enfermaron.  
 

 
Figura 5. Valores de absorbencia obtenidos en el ELISA para determinación de anticuerpos 

IgG contra el virus de influenza en muestras de suero. (Péptido utilizado: NA15-FM y 
conjugado IgG de cabra anti IgG humana de Invitrogen®  diluido 1:6000) 
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Se realizó el análisis estadístico de los resultados anteriores mediante ANOVA y t de 
Dunnett, para verificar la diferencia significativa entre cada uno de los grupos. Los 
resultados de los análisis estadísticos se pueden observar en los cuadros 5 y 6, donde se 
encontraron diferencias significativas con el conjugado diluido 1:6000 con una 
significancia menor a 0.05. 
 
 
 

Cuadro 5. Resultados del análisis estadístico por ANOVA inter e intra grupos cuando se 
utilizó el péptido NA15-FM y el conjugado diluido 1:6000.  

 

       
 
 
 
 
 

Cuadro 6. Resultados del análisis estadístico t de Dunnett entre los grupos, cuando se 
utilizó el péptido NA15-FM y el conjugado diluido 1:6000. 

 

 
 

 
 
 
La figura 6 muestra el diagrama de cajas que se realizó al correr los distintos grupos de 
muestras enfrentando el péptido HA15-FM a una concentración de 10µg/ml y el 
conjugado a una dilución 1:8000. Nuevamente se espera que la mediana del grupo sin 
síntomas sea mayor a los demás grupos. 
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Figura 6. Valores de absorbencia obtenidos en el ELISA para determinación de anticuerpos 

IgG contra el virus de influenza en muestras de suero. (Péptido utilizado: HA15-FM. 
Conjugado IgG de cabra anti IgG humana de Invitrogen®  diluido 1:8000) 

 
 

El cuadro 7 muestra el análisis ANOVA para el péptido HA15-FM, donde se observa una 
diferencia significativa usando el conjugado a una dilución 1:8000; el nivel de significancia 
a un nivel de confianza del 95% es <0.001, lo cual nos indica que existe una diferencia 
estadísticamente significativa entre los grupos en general. 
 
 
Para verificar la significancia anterior se hizo un análisis t de Dunnett de comparaciones 
múltiples, el resultado puede observarse en el cuadro 8, en el cual nuevamente se observa 
que hay diferencias estadísticamente significativas entre cada uno de los grupos 
comparados con las muestras negativas (Ms), pues las significancias son <0.05.  
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Cuadro 7. Resultados del análisis estadístico por ANOVA inter e intra grupos cuando se 
utilizó el péptido HA15-FM y el conjugado diluido 1:8000. 

               
        
 
 

Cuadro 8. Resultados del análisis estadístico t de Dunnett entre los grupos, cuando se 
utilizó el péptido HA15-FM y el conjugado diluido 1:8000. 

 
 

 
Con base en los resultados anteriores se estandarizó el uso del conjugado, se concluyó 
que bajo estas condiciones se trabajarían las muestras del estudio epidemiológico.  
Los análisis estadísticos con el conjugado de Zymed y el primer lote de IgG de cabra anti 
IgG humana de Invitrogen® no fueron estadísticamente significativos.   

 
 
 
 

7.2 Resultados epidemiológicos. 
 
Se analizaron 1537 muestras de suero tomadas al azar del total de muestras obtenidas de 
la población de habitantes del Distrito Federal, de las cuales se descartaron 11 debido a 
que no presentaban información completa en el cuestionario realizado, resultando un 
total de 1526 muestras analizadas.  
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7.2.1 Datos poblacionales 
 

De los 1526 voluntarios, el 38.1% eran hombres y el resto mujeres (61.9%). La edad 
promedio del grupo es de 46 años con una desviación estándar de 16 años.  
 
De acuerdo al Índice de Masa Corporal(27) (IMC) calculado, se observó que gran parte de la 
población estudiada tenía problemas asociados con su peso: el 42% tenía sobrepeso y el 
28% obesidad. Sólo 40% de los encuestados dijeron realizar alguna actividad física 
regularmente. El 30.1% de los voluntarios eran  fumadores. 
 
El 33.5% dijo tener alguna enfermedad como asma (1.2%), diabetes (10%), hipertensión 
(16.5%), cáncer (0.5%), enfisema (0.1%) o alergias (3.4%).  El 21.5% se vacunó contra la 
influenza en el periodo 2008-2009. 
 
El 57% de los encuestados dijeron no tener ningún síntoma relacionado con la influenza 
mientras que 4.1% mencionó que sí presentó los seis síntomas característicos (tos, dolor 
muscular, escurrimiento nasal, dificultad para respirar, dolor en garganta y temperatura 
mayor a 38°C).  
El 27.8% de los individuos refirió haber estado cerca de una persona con síntomas 
característicos de influenza, en el 2009.  
 
En cuanto a los datos socioeconómicos, la mayoría de los voluntarios se dedicaban al 
trabajo en casa (40.2%), seguido por obreros (11.7%), empleados (10.5%) y comerciantes 
(10.1%).  El medio de transporte más usado por los encuestados fue el transporte público 
(77.5%). Respecto a otros factores que indican el nivel socioeconómico, el 99.9% de los 
encuestados coincidieron en el mismo estatus.  
 
La frecuencia de voluntarios positivos al péptido NA15-FM fue de 9.5%, es decir 
presentaron un valor de anticuerpos IgG mayor al Punto de Corte (PC) calculado; mientras 
que para HA15-FM fue 8.8%. El punto de corte (PC) se calculó con la media de las 
muestras negativas más dos desviaciones estándar, siendo de 2.23 para NA15-FM y 2.18 
para HA15-FM. (Cuadro 9). 
 

Cuadro 9. Resultados de positividad en la muestra de población analizada del Distrito 
Federal. (n= 1526) 

 
 

Péptido PC No. Muestras positivas % positividad 

NA15-FM 2.23 146 9.5 

HA15-FM 2.18 135 8.8 
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7.2.2 Factores de Riesgo asociados a A H1N1 
 
Para calcular los factores de riesgo asociados a la positividad a los péptidos, se empleó el 
método estadístico Razón de Momios con una significancia estadística de p<0.05, los 
factores de riesgo asociados al grupo de personas positivas al péptido NA15-FM son 
individuos enfermos de asma (RM=2.81), personas que manifestaron los seis síntomas 
característicos de influenza (RM=2.68), población con problemas de sobrepeso y obesidad  
(RM=1.72) y voluntarios que dijeron estar cerca de personas con síntomas de influenza en 
2009 (RM=1.40); además de que la presencia de anticuerpos se encontró estrechamente 
relacionada con la edad (Cuadros  10 y 11).  
 
En cuanto al péptido HA15-FM, se llevó a cabo el mismo análisis estadístico utilizando la 
Razón de Momios con una significancia estadística de p<0.05, no se encontraron 
asociaciones significativamente estadísticas con ninguno de los factores estudiados.  
 
 

Cuadro 10. Factores de riesgo (RM) asociados a personas positivas al péptido NA15-FM. 
 

Factor RM p* 
Asma 2.81 0.01 

Síntomas de influenza 2.68 <0.01 

Sobrepeso y obesidad 1.72 0.02 

Cerca de personas con síntomas 1.40 0.04 
*Cuando p<0.05 existe significancia estadística 

 
 

 
Cuadro 11. Comparación de individuos positivos a anticuerpos IgG en suero contra A H1N1 

por grupos de edad. 
Edad (años) Cantidad de 

positivos 
(n positivos/n grupo 

de edad) 

% de positivos RM 
(vs. Grupo >71 

años) 

14 a 20 6/81 7.40 2.06 

21 a 30 13/206 6.31 2.42 

31 a 40 27/309 8.73 1.75 
41 a 50 25/306 8.16 1.87 

51 a 60 32/274 11.67 1.31* 

61 a 70 22/211 10.42 1.47* 
Mayores a 71 21/137 15.32  

*RM no significativo estadísticamente. 

 
El RM es la Razón de Momios y se interpreta de la siguiente manera: RM=2.06 significa 
que existe dos veces más riesgo de tener anticuerpos IgG contra NA15-FM cuando son 
individuos mayores a 71 años comparado con personas entre 14 a 20 años de edad.  
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8. DISCUSIÓN 
 
 

8.1 Selección de péptidos 
 
En la actualidad, existen distintas herramientas que nos permiten predecir la antigenicidad 
de péptidos secuenciados; a pesar de que no hay método infalible para dicha predicción, 
existen algunas reglas generales que se pueden seguir para determinar cuáles son los 
fragmentos peptídicos de una proteína que es probable que sean antigénicos. Estas reglas 
también se aplican para aumentar las probabilidades de que un anticuerpo reconozca una 
proteína nativa:  
 

1. Los péptidos antigénicos deben estar situados en regiones accesibles al 
disolvente y contener tanto los residuos hidrófobos e hidrófilos. 
2. Preferiblemente seleccionar péptidos localizados en estructuras secundarias con 
formas de largos bucles, evitando péptidos localizados en regiones helicoidales. 
Esto aumentará las probabilidades de que el anticuerpo reconozca la proteína 
nativa. 
3. Cuando sea posible, elegir péptidos que se encuentran en la región N- y C-  de la 
proteína, debido a que estas regiones suelen ser accesibles al disolvente  
4. Para las glicoproteínas de superficie celular, eliminar los péptidos iniciales que 
contienen sitios de N-glicosilación. (27) 

 
Existen varios métodos basados en diversas propiedades físico-químicas (flexibilidad, 
hidroficidad, accesibilidad) de epítopos determinados experimentalmente para la 
predicción de los determinantes antigénicos. Tal vez el método más simple para la 
predicción de los determinantes antigénicos que es de Kolaskar y Tongaonkar (1990)(28). 
Éste método utiliza una serie de algoritmos que relaciona la hidroficidad, accesibilidad y 
flexibilidad de los sitios con C- y N- terminal en los residuos de aminóacidos de los 
péptidos determinados experimentalmente. Bajo dicha predicción, fue posible conocer los 
péptidos a sintetizar y su potencial de antigenicidad. 
 
Una vez sintetizados, los péptidos se enfrentaron a muestras de suero positivas y 
negativas al virus de influenza, encontrando que HA15-FM y NA15-FM presentaban una 
mejor diferenciación entre los grupos poblacionales. 
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8.2 Datos poblacionales 
 

Para la realización de este trabajo, se aplicó un cuestionario a los 1526 voluntarios que 
participaron en el estudio, mediante el cual fue posible conocer las  características y 
frecuencias de la muestra de habitantes del Distrito Federal, a continuación sólo se 
mencionarán los datos más relevantes para el presente estudio. 
 
Como primer dato encontramos que la mayoría de los voluntarios son mujeres (61.9%), 
según el reporte de INEGI para el D.F. en 2010,(29) más de la mitad de la población son 
mujeres, (52.2% mujeres, y 47.8% hombres) recordemos que los voluntarios fueron 
encuestados en sus hogares, por lo que es más probable que, debido a cuestiones sociales 
y costumbres, la persona que se encuentre en casa sea de sexo femenino. 
 
En cuanto a la edad, los participantes se encontraban en un rango de 14 a 89 años de 
edad, como se observa en el cuadro 9. La mayoría de nuestra población en estudio se 
encuentra en edad laboral productiva, es decir entre 31 a 50 años. 
 

Cuadro 12. Frecuencia de edades de la población en estudio. 
 

Edad (años) % de la población 

14 a 20 5.3 

21 a 30 13.5 

31 a 40 20.3 

41 a 50 20.1 

51 a 60 18.0 

61 a 70 13.8 

71 a 89 9.0 

 
 
En cuanto al estado de salud de los participantes, como primer dato encontramos que el 
70% de los encuestados, tiene problemas relacionados con el peso: 42% se encontró con 
sobrepeso y 28% con obesidad, estos datos se obtuvieron calculando el IMC (26) de acuerdo 
a las cifras de peso y estatura proporcionadas por los encuestados. Nuevamente nuestros 
resultados correlacionan con los reportados en la bibliografía (39.9% sobrepeso y 33.9% 
obesidad).(30)  

 
En cuanto a la fracción de población que reportó tener alguna enfermedad, (33.5%) se 
encontró que las enfermedades más frecuentes son hipertensión (16.5%) y diabetes 
(10%), nuevamente enfermedades altamente relacionadas al sobrepeso, recordemos que 
en la población existe renuencia a realizarse chequeos médicos y por lo tanto a contar con 
un diagnóstico veraz y oportuno, por lo que los datos referidos pueden ser menores a los 
que realmente prevalecen en nuestra entidad.  
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Lo descrito anteriormente, significa una alerta a la población en general y a las 
autoridades sanitarias, pues el problema ha ido creciendo con el paso del tiempo, 
significando un bajo nivel de salud en la población en general y su consecuente derrama 
económica por parte de la población y sistemas de salud en nuestro país.  
Aunado a este dato, se encontró que sólo el 40% de los encuestados dijeron realizar 
alguna actividad física regularmente, hecho que es bien sabido conlleva a agravar las cifras 
de obesidad reportadas en nuestra población.  
 
Respecto a otras enfermedades, 3.4% de los encuestados dijo sufrir alergias, 0.5% cáncer y 
0.1% enfisema, es esperado que no se haya encontrado algún factor de riesgo en estos 
grupos, pues, aunado a que son porcentajes muy pequeños estadísticamente hablando, se 
trata de personas que están realizando actividades diarias, en sus hogares, es decir, al 
momento de la encuesta se encuentran estables a su enfermedad. 
 
Los datos socioeconómicos arrojaron que 40.2% de los encuestados se dedicaban al 
trabajo en el hogar, recordemos nuevamente, que este estudio se realizó en las casas 
habitación, por lo que es más probable que una gran parte de los encuestados sean amas 
de casa. Es esperado que en cuanto a otros indicadores socioeconómicos cómo tipo de 
suelo de casa, si cuentan con drenaje, luz, agua, etc., el 99.9% de los encuestados 
coincidan, pues el estudio se realizó en calles y colonias vecinas del Distrito Federal.  

 
 

8.3 Factores de Riesgo asociados a A H1N1 
 
El método estadístico de Razón de Momios es una medida de asociación epidemiológica 
que es usada en los estudios de tipo transversal, ya que nos permite trabajar con las 
prevalencias dentro de la población estudiada para conocer la relación existente entre 
algún factor de riesgo y el daño o enfermedad en estudio. En términos formales, se define 
como la posibilidad de que una condición de salud o enfermedad se presente en un grupo 
de población frente al riesgo de que ocurra en otro. En epidemiología, la comparación 
suele realizarse entre grupos humanos que presentan condiciones de vida similares, con la 
diferencia de que uno se encuentra expuesto a un factor de riesgo, mientras que el otro 
carece de esta característica (32). Por lo descrito anteriormente se utilizó el método Razón 
de Momios, pues el presente estudio busca la prevalencia de anticuerpos IgG anti HA15-
FM y NA15-FM en una muestra de la población del Distrito Federal, durante un periodo de 
tiempo bien delimitado (6 meses después del brote epidemiológico), y se analizaron 
distintos factores de riesgo que estuvieran asociados a que los individuos cuenten con 
dichos anticuerpos. 
 
Como mencionamos anteriormente, en el virus de la influenza, las proteínas de superficie 
del virus, HA y NA, además de reconocer receptores específicos en las células respiratorias 
humanas, son los principales antígenos que desencadenan la respuesta inmune humoral.  
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En general, la inmunidad inducida por hemaglutinina aumenta la resistencia del 
hospedero a la influenza, reduciendo la probabilidad de infección; las glicoproteínas HA 
son las responsables de la penetración del virus al hospedero, por lo que el sistema 
inmune se ha visto constantemente expuesto a este tipo de proteínas, entonces es 
esperado que  los individuos cuenten con una amplia capacidad de respuesta de sus 
anticuerpos contra los virus de influenza. 
Las neuraminidasas son normalmente utilizadas como determinantes antigénicas 
encontradas en la superficie del virus de la influenza. Existe evidencia que los anticuerpos 
contra la neuraminidasa, si bien no prevén infección, podrían disminuir la severidad de la 
misma. 
Debido a esto, es esperado que la respuesta contra HA15-FM en nuestra población sea 
muy amplia. Además, como hemos visto puede existir la inmunidad cruzada contra 
variantes virales divergentes, lo que resulta en una respuesta inmune más robusta.  

 
 

8.3.1  Edad 
 
Recordemos que la influenza A H1N1 afecta por igual a hombres y mujeres y se ha 
presentado en todos los grupos de edad, sin embargo, más del 50% de los casos se 
encuentran entre los 10 a 50 años.  
 
De acuerdo al estudio de casos sospechosos en La Gloria (una población de Veracruz, 
México), que tuvo una epidemia temprana que afectó a la tercera parte de la población, la 
incidencia fue mayor en menores de un año (61% de la población afectada) y en niños de 
uno a cuatro años (48%). Curiosamente tanto la cantidad total de casos reportados 
independientemente de la gravedad del cuadro, como la tasa de ataque en mayores de 65 
años, es menor que en el resto de los grupos etarios. En este sector de la población, se 
encontraron anticuerpos contra influenza que cruzaban con A H1N1 en la tercera parte de 
las personas, probablemente por exposición al virus A H1N1 (similar al actual) en 
circulación antes de 1957 lo que pudiera explicar la pobre afectación en este grupo de 
edad (31). Estos resultados coinciden a los arrojados por el presente estudio, pues 
encontramos que la población mayor a 50 años contaba con un porcentaje de positividad 
a anticuerpos mayor al resto de la población. (Cuadro 11) 
 
El estudio de Lemaitre M.  y colaboradores (2011)(33) en Francia, encontraron que los 
títulos de anticuerpos elevados contra H1N1-2009 se asociaron con temporada de 
influenza  2007-2008, presentando una protección cruzada, de la misma manera reportan 
que la edad es un factor que puede haber contribuido de forma independiente a la 
inesperadamente baja morbilidad y mortalidad de la pandemia H1N1. 
 
Datos como los citados anteriormente sugieren que la población ya contaba con 
anticuerpos que “reconocían” al virus de la influenza, particularmente el grupo de adultos 
mayores, lo que correlaciona con que la mayoría de población infectada por el virus A 
H1N1 fueran niños o jóvenes. 
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Como podemos observar en el cuadro 11, la frecuencia de personas con anticuerpos 
contra AH1N1 aumenta con la edad, y es estadísticamente significativo  en personas de 50 
años o menos lo que corrobora datos publicados con anterioridad.  
 
Los virus de influenza se encuentran circulando constantemente entre la población 
mundial, recordemos que la pandemia de la “influenza española”  circuló cuarenta años a 
partir de 1918, periodo que coincide con la edad de nuestros grupos con mayor 
positividad.  
 
Respecto a la dispersión del virus A H1N1 (2009), se ha observado un comportamiento 
similar al descrito para la pandemia de 1918, particularmente en lo que concierne a los 
siguientes puntos: en ambas epidemias el rango de edad más afectado fue y ha sido la 
población joven (15 a 50 años de edad) y uno de los grupos con mayor riesgo de 
desarrollar formas graves de la enfermedad son las mujeres embarazadas. Con respecto al 
tiempo de diseminación, el virus de 1918 tardó aproximadamente un año en dar la vuelta 
al mundo,  comparado con la cepa actual la cual se dispersó en un periodo de cuatro 
meses; esta velocidad de propagación se explica entre otras razones por la gran eficiencia 
de nuestras comunicaciones y transportes, situación que no se vivía durante la segunda 
década del siglo XX (34). 
 
El grupo de trabajo del Dr. Kawaoka,(35) quien coordinó al equipo responsable de 
reconstruir el virus H1N1 causante de la pandemia de 1918, realizó el primer estudio 
sobre la patogenicidad del nuevo virus reportando que la nueva variante está 
antigénicamente relacionada con los virus circulantes en 1918, ya que el suero de 
individuos sobrevivientes a esta pandemia, presentan títulos altos de anticuerpos 
neutralizantes para ambos virus. 
 

Aunado a esto se reportó que en Norteamérica, el virus clásico porcino H1N1 circula 
cuando menos desde 1930, cuando se le detectó por primera vez. En 1998 se reportó en 
los Estados Unidos la presencia de virus rearreglados cuyo genoma tenía genes 
provenientes de tres diferentes orígenes: de cepas aviares que circulan en las aves 
acuáticas de ese país, del virus clásico H1N1 de porcinos y del virus estacional humano 
H3N2 (31). 

 
Si bien en esta época no se reportaba la infección en humanos, no descartamos la 
posibilidad de que los humanos nos enfrentáramos con este virus, siendo reconocido por 
nuestro sistema inmune pero sin ser capaz de desarrollar aun una infección en el 
organismo.  
 
De esta manera, podemos sugerir que los anticuerpos IgG cuantificados son anticuerpos 
de tipo protector, que se adquieren a lo largo de la vida del individuo y que infecciones o 
inmunizaciones previas promueven la presencia de estos anticuerpos. Este hecho podría 
ser una explicación más de porqué la mayor parte de la población infectada fueran 
personas jóvenes, en edad productiva y niños. 
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8.3.2 Asma 

 
La mayoría de los pacientes infectados por el virus A H1N1 presentaron síntomas leves y 
se recuperaron totalmente después de una semana, incluso si no recibieron tratamiento 
médico. En el caso de la pandemia de influenza de 2009, se identificaron diferentes grupos 
con riesgo de padecerla y sufrir complicaciones, destacando el grupo de las mujeres 
embarazadas, también pacientes con patologías concomitantes como diabetes, 
enfermedades pulmonares crónicas (principalmente asma), enfermos con 
inmunosupresión y personas con obesidad mórbida.  
Adicionalmente, un número de personas por lo demás sanas, generalmente menores de 
50 años, sufrieron una gripe que se agravó rápidamente y a menudo podía causar la 
muerte (31). 

En el presente estudio encontramos como primer grupo de riesgo a las personas que 
dijeron padecer asma, corroborando nuevamente datos descritos con anterioridad. El 
asma es una enfermedad inflamatoria crónica, en la que se produce una contracción 
excesiva del musculo liso de las vías aéreas, que resulta ser anormalmente reactivo a los 
estímulos externos. El hecho patológico que subyace en la mayoría de los casos de asma 
es la inflamación crónica de las paredes de la vía aérea. La causa mejor definida y más 
frecuente de esta inflamación es la inhalación de alergenos. El hecho de que los pulmones 
de los asmáticos puedan responder a estímulos por otra parte triviales, como el aire frío, 
se conoce como hiperreactividad bronquial.  Cuando una persona con asma sufre de 
alguna enfermedad del aparato respiratorio, su sistema no es capaz de expulsar las 
secreciones pulmonares, lo que promueve la formación de un ambiente propicio para el 
desarrollo y proliferación viral (36).  
  
Como mencionamos anteriormente, el virus H1N1 se aloja en las células con receptores 
de ácido siálico α-2,3; presentes en las células de la parte baja del aparato respiratorio; en 
personas sanas, el sistema inmune puede impedir que el virus llegue a sus células blanco 
evitando así la infección, sin embargo, en individuos con enfermedades crónicas como 
asma, el sistema se encuentra expuesto a diversos patógenos, siendo más probable 
desarrollar la enfermedad. 
 
El estudio realizado por John J. McKenna y colaboradores (2009),  (37) encontró que entre 
los pacientes hospitalizados con infección por el virus A H1N1, el asma fue la enfermedad 
subyacente más común, pues de los niños menores de 18 años de edad hospitalizados por 
influenza estacional de 2003 a 2008, el 18% tenía asma, y en los adultos de 18 a 49 años, 
27% tenía ésta enfermedad. Aunque la mayoría de los pacientes con asma tenían un curso 
sin complicaciones de la enfermedad, llegó a presentarse en forma grave incluyendo el 
ingreso a cuidados intensivos y la muerte, sobre todo en los pacientes que tenían 
neumonía al ingreso.  Además, durante la pandemia de 2009, se ha reportado al asma 
como una de las condiciones médicas subyacentes más comunes entre los pacientes 
hospitalizados con infección A H1N1 en los EUA y en todo el mundo.  
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Este estudio también sugiere que la terapia antiviral temprana puede reducir 
complicaciones asociadas con la influenza y debe iniciarse tan pronto como sea posible en 
todos los pacientes hospitalizados y en pacientes ambulatorios con condiciones de alto 
riesgo, como las personas con asma. 
En un  análisis mundial conjunto, buscando los factores de riesgo para los resultados 
graves después de la infección con influenza, el asma se asoció con hospitalización y 
muerte, pero entre los pacientes que fueron hospitalizados, las personas con asma 
sobrevivieron en comparación con pacientes con otras condiciones (38). 
Debido a la inflamación crónica e hiperreactividad presentada en esta enfermedad, es 
esperada la presencia de anticuerpos IgG elevados en el organismo de los asmáticos, el 
trabajo de Herman J. Bueving(39), acerca de vacunación contra influenza en una población 
de niños con asma, buscaba la respuesta de anticuerpos tipo IgA, y paralelamente 
encontró que el grupo vacunado tenía niveles de IgG notablemente más altos que los no 
vacunados.  

 
 
 

8.3.3 Síntomas característicos de influenza AH1N1 
 
El siguiente grupo de estudio que se encontró con riesgo de tener anticuerpos contra 
NA15-FM son las personas que dijeron haber tenido los seis síntomas característicos de 
influenza (tos, dolor muscular, escurrimiento nasal, dificultad para respirar, dolor en 
garganta y temperatura mayor a 38°C) durante 2009 (4.1%) con una RM de 2.68.  El título 
elevado en una sola muestra de suero, en el contexto de una enfermedad clínica 
compatible, durante el periodo de un brote o una epidemia, representa evidencia 
presuntiva de infección,(31) lo que nos hace sugerir que éste grupo son personas 
estuvieron que expuestas al virus H1N1 y manifestaron un cuadro clínico leve. 
 
El diagnóstico serológico definitivo de influenza requiere la demostración de títulos 
incrementados de anticuerpos en muestras pareadas tanto en fase aguda como en fase de 
convalecencia. Aunque una muestra por sí sola no podría proporcionar evidencia 
concluyente en apoyo al diagnóstico confirmatorio, cuando se toma después de dos 
semanas del inicio de los síntomas, podría resultar útil para detectar anticuerpos contra el 
virus de influenza (40). 

 
Los estudios experimentales de influenza en humanos dan una idea clara de las diferentes 
sintomatologías de esta enfermedad. Con dosis estandarizadas de virus, un pequeño 
porcentaje de los voluntarios (<10%) no desarrolla infección. Otro pequeño grupo (10%) 
presenta infecciones asintomáticas con posibilidad limitada de excretar virus, pero en 
realidad poco relevante para la transmisión de la influenza. En los enfermos sintomáticos, 
con variadas manifestaciones respiratorias, sólo una minoría desarrolla el típico síndrome 
de influenza con fiebre (<10%). En general a mayor dosis del inóculo, mayor generación de 
síntomas (41). 
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Recordemos que en nuestro estudio la población estudiada son personas consideradas 
sanas, hecho que no llevó a un resultado grave o fatal. Si además de lo mencionado 
tomamos en cuenta los resultados que arrojan que la población ya contaba con protección 
inmune de un virus similar, esto disminuye aún más el hecho de que nuestra población 
desarrollara una enfermedad con complicaciones mayores.  
 
De la misma manera, el grupo de personas que dijo estar cerca de una persona que 
manifestaba síntomas de influenza, presentan riesgo un poco mayor a tener anticuerpos 
que las personas que dijeron no estarlo (RM=1.4), nuevamente, mencionemos que la 
población en estudio ya reconocía a nuestro patógeno, lo que disminuye el valor de RM, 
además durante la pandemia se promovió el seguir medidas de seguridad para evitar el 
contagio, disminuyendo la cantidad de exposición y de esta manera existe menor 
probabilidad de presentar la enfermedad, pero no se descarta que este grupo de personas 
haya tenido un “enfrentamiento” con un inóculo muy pequeño del virus, lo que 
desencadenó la respuesta inmune y la producción de los anticuerpos IgG contra NA15-FM.  
 
 
 

8.3.4 Sobrepeso y obesidad. 
 
Por último el grupo de personas con sobrepeso y obesidad, que como mencionamos 
anteriormente se trata de un preocupante 70% del total de nuestra población, también 
tiene un alto riesgo de tener anticuerpos contra A H1N1 presentando una RM= 1.72, en 
comparación con el resto de la población.  
 
La obesidad no era considerada un factor de riesgo asociado con consecuencias graves 
para la infección con influenza estacional (42). Sin embargo a partir del brote de la epidemia 
de influenza AH1N1, se ha descrito en diversos trabajos a nivel mundial que la obesidad es 
un factor predisponente para presentar la enfermedad. 
 
Citando el trabajo de Van, Kerkhove y colaboradores (2011)(38) cuyo objetivo era buscar 
factores de riesgo asociados con la presentación grave de la enfermedad, hospitalización 
y/o muerte de los pacientes, encontraron una RM de 2.9 (IC 95%) para la población obesa 
en comparación con la población en general. Así mismo observaron que el riesgo de 
muerte aumentaba asociado con obesidad mórbida. Cabe mencionar que estos datos no 
se comportaron de la misma forma en todos los países, por ejemplo en Francia, Tailandia y 
China se observaron proporciones similares de pacientes obesos hospitalizados y casos 
fatales. 
 
También se ha reportado en niños coreanos, que la infección con A H1N1 tiene una alta 
asociación con el índice de masa corporal, la población infectada con un IMC normal fue 
de 4%, mientras los obesos fueron 7.9%; incluso se menciona que es aún mayor el riesgo 
de niños que presentan una circunferencia abdominal mayor (9.3% contra 4.3% de los 
niños con circunferencia abdominal normal) (42). 
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Estudios en Australia también han demostrado que los pacientes obesos y con obesidad 
mórbida  que presentaban una infección severa, tenían más probabilidades de desarrollar 
neumonía en comparación con los pacientes no obesos, pero las tasas de mortalidad  no 
aumentaron (43). 

 
La obesidad es un factor predisponente para ciertas enfermedades crónicas como la 
diabetes mellitus y afectaciones cardiacas, que también han sido reportadas en la 
bibliografía cómo factores de riesgo para desarrollar la enfermedad del virus de influenza 
A H1N1 (31, 37). Por ejemplo, un estudio en pacientes en España por A H1N1, concluye que 
la población hospitalizada con diabetes fue mayor que la población en general, 
encontrando que los pacientes con condiciones como la obesidad presentan un mayor 
riesgo de morir a causa de la infección viral, aún mayor que los diabéticos en sí (44). 
 
Actualmente se estudia en seres humanos y modelos animales la relación de la obesidad 
con el sistema inmune, recientemente se ha demostrado que en la obesidad existen 
modificaciones en vías metabólicas y de señalización, así como inflamación excesiva, lo 
que podría afectar la respuesta inmune (45). 
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9. CONCLUSIONES 
 

 

 Es posible desarrollar un ELISA usando péptidos sintéticos de moléculas virales, 

disminuyendo los riesgos y tiempos de trabajo empleados en la investigación 

 

 Los péptidos NA15-FM y HA15-FM del virus A H1N1 pueden utilizarse en sistemas 

de ELISA para llevar a cabo la determinación de anticuerpos tipo IgG en sueros 

humanos, obteniendo resultados estadísticamente  confiables. 

 

 El 9% de la población de las delegaciones Coyoacán, Gustavo A. Madero y  

Magdalena Contreras, cuenta con anticuerpos IgG contra el virus AH1N1, lo que 

indica que en algún momento de sus vidas tuvieron contacto directo con el virus. 

 

 Parte de la población (mayores a 50 años) contaba con protección inmune al 

momento de la pandemia, lo que disminuyó en gran medida las consecuencias de 

la pandemia.  

 

 Los factores de riesgo asociados a A H1N1 encontrados en la población analizada 

del Distrito Federal se encontraron en personas mayores de 50 años 

(enfatizándose en mayores de 71 años), enfermas de asma, con sobrepeso, y que 

presentaron los síntomas característicos de la influenza o que estuvieron cerca de 

una persona con los síntomas. 
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11. ANEXOS 
 
 
 

 

ANEXO 1. Estructura secuencial reportada de NA del virus 
AH1N1 

 
 

MNPNQKIITIGSVCMTIGMANLILQIGNIISIWISHSIQLGNQNQIETC
NQSVITYENNTWVNQTYVNISNTNFAAGQSVVSVKLAGNSSLCPVS
GWAIYSKDNSIRIGSKGDVFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDKH
SNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSRFESVAWSASACHDGINWL
TIGISGPDNGAVAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCF
TVMTDGPSNGQASYKILRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSS
EITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKT
GSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRNGFEMIWDP
NGWTGTDNNFSIKQDIVGINEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFW
VELIRGRPKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK 

 
 
 
 

  
 
 

CLAVE DE AMINOÁCIDOS 

Abreviatura Aminoácido Abreviatura Aminoácido 
A Alanina M Metionina 
C Cisteina N Asparagina 
D Ac. Aspártico P Prolina 
E Ac. Glutámico Q Glutamina 
F Fenilalanina R Arginina 
G Glicina S Serina 
H Histidina T Treonina 
I Isoleucina V Valina 
K Lisina W Triptófano 
L Leucina Y Tirosina 
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ANEXO 2. Estructura secuencial reportada de HA del virus A 

H1N1 
 

 

MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGFLFGWFIKSS
NEATNITPKHNMKAFLDELKAENIKKFLYNFTQIPHLAGTEQNFQLAK
QIQSQWKEFGLDSVELAHYDVLLSYPNKTHPNYISIINEDGNEIFNTSL

FEPPPPGYENVSDIVPPFSAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLER
DMKINCSGKIVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGAKGVILYSDPADYFAP
GVKSYPDGWNLPGGGVQRGNILNLNGAGDPLTPGYPANEYAYRRG
IAEAVGLPSIPVHPIGYYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSLKVPYNV
GPGFTGNFSTQKVKMHIHSTNEVTRIYNVIGTLRGAVEPDRYVILGG
HRDSWVFGGIDPQSGAAVVHEIVRSFGTLKKEGWRPRRTILFASWD
AEEFGLLGSTEWAEENSRLLQERGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPL
MYSLVHNLTKELKSPDEGFEGKSLYESWTKKSPSPEFSGMPRISKLGS

GNDFEVFFQRLGIASGRARYTKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKF
YDPMFKYHLTVAQVRGGMVFELANSIVLPFDCRDYAVVLRKYADKIY
SISMKHPQEMKTYSVSFDSLFSAVKNFTEIASKFSERLQDFDKSNPIVL
RMMNDQLMFLERAFIDPLGLPDRPFYRHVIYAPSSHNKYAGESFPGI

YDALFDIESKVDPSKAWGEVKRQIYVAAFTVQAAAETLSEVA 
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ANEXO 3. Predicción de antigenicidad en la secuencia de NA según 
el método de Kolaskar y Tongaonkar  
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ANEXO 4. Predicción de antigenicidad en la secuencia de HA 
según el método de Kolaskar y Tongaonkar.  
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