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RESUMEN

RESUMEN

BELTRAN FIGUEROA ROLANDO. Identificacion del virus de Influenza Porcina
subtipos HIN1 y H3N2 mediante RT-PCR. (Bajo la direccion de Dra. Maria Elena

Trujillo Ortega y Dr. José Ivan Sanchez Betancourt).

El virus de influenza porcina es un virus RNA de la familia Orthomixoviridae, que
interviene dentro del Complejo Respiratorio Porcino como agente primario los
subtipos que frecuentemente afectan al cerdo son principalmente HIN1, H3N2 y
H1N2. El objetivo de este estudio fue detectar el virus de influenza porcina e
identificar los subtipos HIN1 y H3N2 en sueros porcinos e hisopos nasales
mediante la técnica de RT-PCR multiple. El estudio se realiz6 en una granja
porcina de ciclo completo, en donde se obtuvieron muestras de sangre e hisopo
nasal de hembras de pie de cria y animales de la linea de produccion; la
identificacion de anticuerpos se realizO mediante la técnica de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion considerando diluciones desde 1:10 hasta 1:1280 con un punto
de corte de 1:80. En la técnica de RT-PCR mudltiple las condiciones de reaccion
fueron las siguientes 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion 95°C por 30 s, alineacion 55.5°C por 1 min. y extension 72°C
por 30s; por ultimo 1 ciclo de extension final a 72° por 5 min.

Los resultados serolégicos demostraron una seroprevalencia para el pie de cria
del 96.55% para los subtipos HIN1 Y H3N2; mientras que en los animales de la
linea de produccidn se encontré una seroprevalencia global para el subtipo HIN1
de 94.59%, y para el subtipo H3N2 81.98%. Los resultados moleculares
identificaron en el pie de cria al subtipo viral H3N2 con el 8.62%, los cerdos de la
linea de produccion presentaron el 4.05% global para el subtipo HIN1 y 2.70%
global para el subtipo H3N2. La IH en México es la prueba que comunmente se
utiliza para la deteccion de anticuerpos contra el VIP, sin embargo, los resultados
demuestran la utilidad de aplicar una prueba diagndstica molecular como la RT-
PCR multiple en la deteccién e identificacion de los subtipos HIN1 y H3N2 del

virus de influenza porcina en suero e hisopo nasal.

VIl



INTRODUCCION

IDENTIFICACION DEL VIRUS DE INFLUENZA PORCINA

SUBTIPOS HIN1 Y H3N2 MEDIANTE RT-PCR

1.0 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

La primer cita de la enfermedad de influenza corresponde a HipOcrates, quien en
el afio 412 AC describe una enfermedad respiratoria identificada al comienzo del
invierno, cuya aparicion esta precedida por cambios marcados en la direccion del
viento (1).

En la Edad Media, aparece la enfermedad debido a fendbmenos meteorolégicos,
esto es, a la influencia de los astros de donde deriva el término influenza. Lo
anterior lo consignan Doménico y Pietro Buoninsegni, historiadores italianos de la
época (1).

La primera descripcion de la enfermedad se atribuye al médico americano Robert
Johnson, quien describi6 una epidemia en 1793. Respecto a la etiologia, el
investigador aleman Richard Pfeiffer estudid la expectoracion de pacientes con un
cuadro clinico de influenza, detectando gran cantidad de bacterias; hecho que
indujo a este investigador a plantear una etiologia bacteriana de la enfermedad. (2)
A comienzos del otofio de 1918, en el Medio Oeste de Estados Unidos una nueva
enfermedad aparecia en los cerdos, su presentacion coincidié con la pandemia
gripal que ocasiono la muerte de 20-40 millones de personas (3). El doctor Koen
observé la coincidencia con la gripe humana y el parecido en signos clinicos. Koen
fue quien dio el nombre de “flu” a esta nueva enfermedad porcina, describiéndola

como una enfermedad epizodtica porcina enteramente nueva sugiriendo que la
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infeccidn de los cerdos procedia de la humana, lo cual fue compartido por algunos
veterinarios de la época. El nombre de “gripe de cerdos” recibié amplia aceptacion
para designar a esta afeccion. La dificultad, en el caso de la influenza del cerdo y
del hombre, era que no se conocia el agente etiolégico de ninguna de las dos (4).
Diversos aspectos de la enfermedad, como signos lesiones y ciclo biologico,
fueron descritos por Dorset et al., 1922 y McBryde 1927. En 1930, el virus de
influenza porcina (VIP) fue aislado e identificado por el doctor Richard Shope del
departamento de Patologia Comparativa del Instituto Rockefeller en Princeton,
durante los siguientes 25 afios ampli6 su trabajo, incluyendo estudios de
inmunidad, transmision, adaptacion del virus a huéspedes de laboratorio y
relaciones antigénicas con otros virus de la influenza (5).

En 1933, una nueva epidemia de influenza afecté a un porcentaje de la poblacién,
el doctor Wilson Smith colecté muestras de faringe de personas con influenza, e
inocul6é en hurones sanos, pronto se comprobd la infeccion en estos animales, lo
gue demostraba por primera vez que la etiologia de la influenza humana era viral.
El cientifico australiano Maxfarlane Burnet, introdujo el uso de embriones de pollo
como medio de cultivo, y George Hirst introdujo la hemoaglutinacion como método
diagnostico para la infeccion por influenza (2).

Para 1938 en Irlanda del Norte Lamont reporta una enfermedad muy parecida a la
observada en Estados Unidos por lo que con los reportes de Blakemore y Gledhill
(1941) en Inglaterra, confirman que la influenza porcina aparecia en diversas
partes del mundo; sin embargo Glover y Andrewes (1943) sefialan que los virus

relacionados con estos brotes difieren serolégicamente del virus norteamericano

(4).
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El brote de gripe, llamada gripe asiatica, que afecté al mundo entero en 1957 dio
la oportunidad para estudiar el desarrollo de la pandemia, la cual probablemente
tuvo lugar por la aparicion de una cepa mutante del virus antigénicamente distinta
a otras cepas que habia en la poblacion. Como no habia inmunidad frente a este
nuevo subtipo (H2N2) se expandi6 rapidamente por todo el mundo, la cepa pudo
aparecer debido al reagrupamiento con cepas de un reservorio animal (6).

La enfermedad se describio nuevamente hasta 1976, cuando la influenza porcina
afecto a granjas del norte de Italia. Los virus responsables de estos brotes estaban
muy relacionados a los virus HIN1 y probablemente habian ingresado a Italia en
un embarque de cerdos de los Estados Unidos (Nardelli et al., 1978) (5).

Desde 1979, aparecieron epizootias de influenza HIN1 en Francia, Bélgica,
Holanda, Alemania y otros paises de Europa continental. Los virus aislados en
Europa después de 1979 se encontraban asociados al subtipo HIN1. Las
hemaglutininas estaban relacionadas mas estrechamente al H1 aviar y es
probable que hayan sido transmitidos al cerdo por los patos (5).

Desde fines de la década de los 70°s existen reportes de influenza porcina en
varios lugares de Asia, la mayoria de esos brotes se debié a los subtipos HIN1 y
H3N2 (5).

En los dltimos afos los subtipos HIN2 y H3N2 han sido asociados a
enfermedades respiratorias en cerdos de Estados Unidos y Canada (7).

1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

Las epidemias ocasionadas por el virus de influenza presentan una elevada

morbilidad mundial; cada afio mas de 200 000 pacientes ingresan a los hospitales
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por estar infectados por el virus de influenza de los cuales aproximadamente
36,000 mueren (8).

En 1983 se registro en Pennsylvania EUA la muerte de 15 millones de aves en
donde se estima se perdieron cerca de 50 millones de doélares (9).

Actualmente no existen reportes de pérdidas economicas ocasionadas por la
enfermedad de influenza porcina en Meéxico, sin embargo, cuando existe la
presencia del Complejo Respiratorio Porcino, provoca una disminucién en la
ganancia de peso de 41.1 g diarios y los cerdos tardan 16.7 dias mas en salir al
mercado, aumentando el costo por alimento en $79.8 pesos por cerdo (10).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO.

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, palabra que proviene
del latin orthos-verdadero y myxo-moco, del género influenzavirus (A, B y C) son
virus envueltos, con morfologia esférica o pleomoérfica; el tamafio de la particula
viral es de 80 a 120 nm de diametro (11). En la parte externa de la envoltura
presentan peplomeros que interactian con la superficie de la célula hospedadora,
estos pepldmeros se denominan, hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N), ambos
de naturaleza glicoproteica. Se denomina hemaglutinina, por que provoca la
aglutinacion de los globulos rojos, el glébulo rojo no es el tipo de célula que el
virus suele infectar normalmente, pero contiene en su superficie de membrana
acido sialico, el mismo componente que presentan las células de la mucosa del
tracto respiratorio. Por tanto los glébulos rojos constituyen un tipo celular
apropiado para medir la actividad aglutinante. Una caracteristica importante de la
hemaglutinina del virus es que los anticuerpos dirigidos contra esta hemaglutinina

evitan que el virus infecte la célula. En consecuencia, un anticuerpo dirigido contra
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la hemaglutinina neutraliza al virus y este es el mecanismo por el que se desarrolla
inmunidad (6, 11).

La neuraminidasa rompe el acido sidlico de la membrana citoplasmatica, que es
un derivado del &cido neuraminico, esta enzima funciona principalmente durante el
proceso de ensamblaje virico, destruyendo el acido sidlico de la membrana del
hospedador que podria bloquear el ensamblaje o quedar incorporado en la
particula virica madura (6).

Ademés de la neuraminidasa, el virus posee otras dos enzimas, la RNA
polimerasa dependiente de RNA, que interviene en la conversion de una cadena
negativa en positiva, y una endonucleasa de RNA, que corta un cebador de los
precursores del mMRNA con encabezamiento (6).

Actualmente se han identificado 15 subtipos de H y 9 subtipos de N, en teoria las
posibles combinaciones entre ambas pueden dar lugar a la formacién de 135 virus
diferentes de influenza cada uno con caracteristicas antigénicas especificas (1,
12).

Debido a esta diversidad, existe un sistema de nomenclatura establecido para
cada subtipo aislado mencionando en primer termino: Tipo/Especie-
Origen/Localizacion geografica/ldentificacion de laboratorio/Afio de aislamiento/(H
yN) (1,5).

Por otra parte, es un virus RNA de cadena sencilla lineal, polaridad negativa,
genoma segmentado en ocho moléculas lineales unicatenarias cuyo tamafio varia
de 890 a 2340 nucledtidos. La nucleocapside es helicoidal, con 6-9 nm de

diametro y cerca de 60 nm de longitud, esta incluida una envoltura que tiene
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proteinas especificas del virus como la nucleoproteina (NP) y una proteina
estructural denominada como proteina matriz (M) (6, 11).

Los ocho segmentos del genoma virico codifican diez proteinas viricas, los tres
segmentos horizontales del RNA codifican para la sintesis de las polimerasas
PB1, PB2, y PA, indispensables en los procesos de replicacion viral (13, 14).

Los segmentos en forma de abanico generan diversa proteinas virales, algunas de
ellas estructurales como la M1 y M2 que otorgan rigidez al virion. El segmento 4

genera la hemaglutinina y el segmento 6 la neuraminidasa (FIGURA 1) (5, 13, 14).

HS2
PROTEINA HO ESTRUCTURAL

M2
PROTEINA MATRIZ
M1 "

PROTEINA MATRIZ [,
Q/ﬂ;: SEGMENTOS | HUCLEGTIDOS

PB2 PB1 PA WA 7 DE RHA
POLIMERASAS ; ; —
) 2 234
3 2233
5 4 1778
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7 1027
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HEMAGLUTIHINA

HP )
HUCLEQPROTEINA

FUEHTE: hitp:/"www.gefor.41.com/virus/influenza.html

FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL VIRUS DE INFLUENZA.
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Existen tres tipos antigénicamente diferentes de los virus de la influenza A, B, C,
los cuales estan determinados por la naturaleza antigénica de la (NP) y (M). Los
tipos B y C solo son encontrados en seres humanos, y los cerdos se infectan
Unicamente con el tipo A.

Una caracteristica especial de los influenzavirus es su capacidad de mutacion
utilizando cualquiera de los siguientes mecanismos (1):

» Mutaciones puntuales. Cuando se producen cambios antigénicos menores
en la Hy la N que resultan en el cambio de uno o mas aminoacidos, este
fendmeno se conoce como deriva antigénica (antigenic-drift).

» Reasociacidon genética. Es un intercambio de informacion genética cuando
2 virus diferentes infectan una misma célula. El intercambio de genes tiene
como resultado el fendbmeno que se conoce como cambio antigénico
(antigenic-shift) (1,15).

Estos mecanismos le permiten transformarse a partir de un virus de baja
patogenicidad o apatégeno, en un virus de alta patogenicidad, lo cual complica la
produccién de vacunas, ya que al ocurrir un cambio estructural en el virus las
vacunas preparadas contra un subtipo especifico son ineficaces para proteger
contra los virus de nueva creacion (13, 16).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

La influenza porcina frecuentemente se manifiesta en varias explotaciones de la
misma zona en forma de brotes explosivos con una morbilidad del 100% y una
mortalidad que varia del 1 al 4%, es importante considerar que cuando esta
presente el Complejo Respiratorio Porcino la mortalidad puede llegar hasta el

15%. (17,18). Los brotes se inician al final del otofio cuando la temperatura
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ambiental comienza a descender y empeoran durante el invierno, el VIP circula en
los cerdos a lo largo de todo el afio, algunos animales se convierten en portadores
asintomaticos, manifestando los signos cuando desciende la temperatura, el virus
se elimina por secreciones nasales y la transmision de un animal a otro tiene lugar
a través de aerosoles (11).

1.5 REPLICACION VIRAL

El virus de influenza ingresa por via respiratoria, se adhiere a los receptores del
epitelio traqueobronquial en donde provoca una necrosis con descamacion celular
e infiltracion linfocitaria observdndose macroscopicamente como zonas de
consolidaciéon en todo el parénquima pulmonar. El virus se difunde de 5 a 7 dias,
periodo en donde ya no es posible detectar material viral en el tejido pulmonar
(19, 20).

Una vez que el virus se adhiere a la célula, el virion penetra al citoplasma
mediante endocitosis, dentro de la nucleocpside se separa de la envoltura y
emigra al nucleo, donde ocurre la replicacion del &cido nucleico virico. La
decapsidacion ocasiona la activacion de RNA polimerasa virica. Las moléculas de
MmRNA se originan en el nudcleo por transcripcion del RNA virico utilizando
oligonucledtidos que derivan de los extremos 5 de mRNAs celulares con
encabezamiento recién sintetizados como cebadores. Por tanto, los mRNAs
viricos presentan encabezamiento en los extremos 5 luego se afiaden a los
MRNASs viricos los extremos de polimerasa PA y estas moléculas se desplazan al

citoplasma. (FIGURA 2) (6).
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FIGURA. 2 Replicacion del Virus de Influenza.

T HEMAGLUTININA Q@ PROTEINA M1
T NEURAMINIDASA 0 PROTEINA M2
a NUCLEOPROTEINA “®@ RIBONUCLEOPROTEINAS

1.6 TRANSMISION INTERESPECIES

La influenza A es la responsable de epidemias que afectan no sélo al hombre sino
a cerdos, caballos, focas y una gran variedad de aves. Se han identificado los 15
diferentes subtipos del virus de influenza en aves domésticas y silvestres,

fundamentalmente aves acuaticas como pato, gansos, golondrinas marinas,
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gaviotas y aves domésticas como pavos, pollos, codornices, faisanes, gansos y
patos (21).

Estudios recientes sefialan que los virus humanos pueden tener su origen en aves
acuaticas (22). Los virus aviares se replican dificilmente en el hombre y viceversa,
pero ambos se desarrollan bien en el cerdo. En Asia es muy frecuente la
convivencia de cerdos, patos y hombre. El traspaso de virus entre las especies
facilita los cambios antigénicos propios de este virus. La infeccién de cerdos con
cepas provenientes de aves y humanos convierte al cerdo en un escenario
propicio para la produccion de cambios y generacion de virus con diferentes
caracteristicas antigénicas (23, 24).

De tal manera que el cerdo juega un papel muy importante para el virus, debido a
gue las hemaglutininas de los virus de la influenza aviar reconocen receptores
celulares de aves y mamiferos ligeramente diferentes y las células epiteliales del
tracto respiratorio del cerdo contienen ambos receptores; de esta manera los
cerdos inician la replicacion del virus de influenza humana y aviar, por ello los
porcinos han sido implicados como huéspedes intermediarios (mixing vessels) del
virus de influenza en humanos (20, 25, 26).

Por tal motivo es necesario estar monitoreando los cambios antigénicos de los
virus aislados, especialmente los cambios de la hemaglutinina, ya que es
importante en la infectividad del virus (27).

Durante los ultimos 5-10 afios, han existido severos cambios genéticos y
antigénicos de los diferentes subtipos del VIP simultineamente en Europa y
Estados Unidos, esta nueva situacion epidemiolégica ha complicado seriamente el

control de la enfermedad (28).
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1.7 SIGNOS CLINICOS.

La enfermedad varia dependiendo de la dosis infectante, virulencia de la particula
viral y el estado inmune de los animales infectados (edad, estado fisiolégico y
salud del hato afectado) (25).

La enfermedad se caracteriza por su repentina presentacion y rapida
recuperacion, aparecen los signos clinicos, después de ocurrir un periodo de
incubacion de 1 a 3 dias. Sin embargo si la enfermedad esta relacionada con el
Complejo Respiratorio Porcino su prondstico es reservado (29).

El nimero de animales afectados puede llegar a ser del 100% manifestandose
como un brote explosivo en donde se observa fiebre (42° C), anorexia, depresion,
tos, estornudos, secrecién nasal, epifora, disnea y polipnea (30).

Esta enfermedad afecta durante la gestacién puede ocasionar muerte fetal y
neonatal asociada principalmente al subtipo H3N2, la importancia de este subtipo
como agente primario involucrado en enfermedades respiratorias presenta como
signos clinicos la presencia de abortos en gran nimero de hembras. Esta
signologia se asocia a la liberacion de mediadores quimicos los cuales provocan
un efecto sistémico que altera diferentes estadios de gestacién y se identifican
como una subita reducciéon en los indices de fertilidad, incremento en momias y
baja general del desempefio reproductivo (31,32).

Los signos reproductivos se manifiestan poco después de haberse iniciado el
cuadro respiratorio; siendo tres las etapas, en las que la enfermedad afecta a la
fertilidad:

La primera corresponde a la infeccion de la cerda dentro de los primeros 21 dias

después del servicio. En el se presenta la muerte y reabsorcién de los embriones,
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debido a que no logran implantarse y consecuentemente el retorno a celo se
manifiesta en forma regular (29).

En la segunda etapa, la infeccion de la cerda ocurre a partir de la 5% semana de
gestacion, con ello se puede presentar la muerte y absorcion del total de los
embriones implantados, lo que ocasionara que las cerdas permanezcan en un
estado de pseudo prefiez; de no ser asi, el tamafio de la camada se vera también
afectado, a causa de la reabsorcion de los embriones. Si la infeccion ocurre al final
de la gestacion, se pueden observar abortos y ocasionalmente momias al
momento del parto (29).

La tercera etapa, corresponde a la infeccion de los sementales. Estos se ven
afectados por la fiebre, provocando una disminucion en la calidad del semen y
disminuyendo la fertilidad en un periodo de 4 0 5 semanas (29).

De no existir otros agentes patdgenos los animales se recuperan en un lapso de 2
a 6 dias en casos no complicados, los cerdos enfermos pierden peso o bien
disminuye la ganancia diaria de peso.

Los anticuerpos calostrales protegen a los lechones entre 8 a 12 semanas, por
tanto, la enfermedad es mas comun en cerdos a partir de las 12 semanas de
edad, se ha observado que el grado de signos y lesiones estan relacionados con
la cantidad de anticuerpos maternos. Si la piara se encuentra por completo
susceptible, la influenza porcina se presenta en los cerdos lactantes y recién

destetados (33).
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1.8 LESIONES

1.8.1 MACROSCOPICAS.

Se observa moderada congestion e hiperemia en la faringe, laringe, traquea y
bronquios con presencia de moco blanco cristalino, asi como una bronquitis
catarral que puede producir colapso pulmonar. Las zonas de colapso se localizan
en la porcion craneoventral pulmonar. Conforme la enfermedad avanza en el
pulmon, se observa consolidacion de color rojo, violaceo, (Neumonia intersticial),
zonas de atelectasia y pleuritis serofibrinosa. Los ganglios mediastinicos y
bronquiales estdn aumentados de volumen, edematosos y ocasionalmente
congestionados; algunas veces los bronquios contienen exudado, con edema
interlobular (5, 19, 34).

1.8.2 MICROSCOPICAS.

Histolégicamente se puede observar una degeneracion diseminada y necrosis del
epitelio de bronquios y bronquiolos. La luz de los bronquios, bronquiolos y alvéolos
estan llenas de un exudado que contiene células de descamacién y neutrofilos,
mas tarde monocitos; ademas hay hiperemia variable con dilatacion de los
capilares e infiltracién en los tabiques alveolares con linfocitos, histiocitos y células
plasméaticas. Neumonia intersticial y enfisema acompafian a estas lesiones. Hay
también infiltracion celular peribronquial y perivascular, en los ductos alveolares y
alvéolos existen lesiones proliferativas caracterizadas por proliferacion de
neumocitos tipo I, responsables de la epitelizacion alveolar y formacién de la

membrana hialina en la luz de los conductos alveolares terminales (5, 34).
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1.9 DIAGNOSTICO

1.9.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Diferentes pruebas seroldgicas se utilizan para detectar anticuerpos del VIP, sin
embargo en México la prueba de IH es la méas utilizada para determinar el nivel de
anticuerpos contra el VIP, y es considerada la prueba estandar por la OIE (35).
Consiste en mezclar glébulos rojos con VIP de los diferentes subtipos (H1N1,
H3N2) para que se produzca la hemoaglutinacion. Cuando se adiciona el suero de
cerdo con anticuerpos, se inhibe la hemoaglutinacion por tal motivo un resultado
positivo es la sedimentacion de los eritrocitos, es muy sensible para el antigeno H,
detecta anticuerpos IgG e IgM (33).

La prueba detecta anticuerpos especificos contra cada subtipo HIN1 6 H3N2 a
partir de los 7 dias post infeccion: titulos iguales o superiores a 1:80 son positivos.
El diagnéstico requiere el uso de sueros pareados, obtenidos durante la fase
aguda de la enfermedad y el segundo a las 3 6 4 semanas después, para
demostrar un incremento en la cantidad de anticuerpos (25, 29).

IH es una prueba simple y relativamente sensible sin embargo implica tiempo y
cierta laboriosidad asi mismo requiere varias diluciones, preparacion de reactivos
y replicacion de los virus de referencia, ademas no puede ser usada para detectar
ambos subtipos simultaneamente, a menos que se utilicen de manera
independiente los antigenos para realizar la prueba. Sus mayores inconvenientes
son la sensibilidad a los inhibidores no especificos presente en los sueros y las

reacciones cruzadas entre las cepas del mismo subtipo (35, 36).
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1.9.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

RT-PCR es una herramienta diagnéstica que recientemente se aplica para la
identificacion del virus de influenza en muestras de suero e hisopo nasal
colectadas de humanos o cerdos (37, 38, 39). Este método es mas rapido y
debido a su elevada sensibilidad y especificidad es la técnica base para la
caracterizacion genética del VIP (40, 41). La técnica consiste en convertir de ARN
viral a ADN, utilizando una enzima conocida como transcriptasa reversa, con ello
se crea un ADNCc (acido desoxiribonucleico complementario), posteriormente se
inicia el reconocimiento y la amplificacion repetitiva de una fraccion de acido
desoxiribonucleico (ADN) utilizando sondas de nucledtidos Illamados
oligonucleotidos o iniciadores. (39, 42, 43).

RT-PCR multiple. Es una PCR desarrollada para detectar mas de una secuencia
blanco con una sola reaccién de PCR, utilizando cada par de iniciadores
especificos para una secuencia blanco, se utiliza para la deteccidén simultdnea de
multiples agentes patdgenos asi como para diferenciar subtipos como es el caso

del virus de influenza porcina (37).
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2.0 JUSTIFICACION

Actualmente en México el diagndstico de la influenza porcina se realiza por
medio de pruebas serolégicas, principalmente Inhibicion de Ia
Hemoaglutinacion; sin embargo, debido a la amplia diversidad de subtipos que
afectan al cerdo, es necesario implementar el uso de técnicas moleculares
como la Transciptasa Reversa Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR) como una prueba molecular complementaria para el diagnéstico del virus

de influenza.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

> Detectar el virus de influenza porcina e identificar los subtipos HIN1 y
H3N2 en sueros porcinos e hisopos nasales de cerdos con serologia

positiva, mediante la técnica de RT-PCR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar serolégicamente mediante la técnica de IH la presencia de
anticuerpos hacia los subtipos HIN1 y H3N2 presentes en sueros porcinos.
> ldentificar la presencia del virus de Influenza Porcina subtipos HIN1 y
H3N2 en sueros porcinos e hisopos nasales, mediante la técnica de RT-

PCR.
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HIPOTESIS

4.0 HIPOTESIS

La prueba de RT-PCR identificar4 la presencia del virus de influenza porcina

diferenciando los subtipos HIN1 y H3N2 en sueros e hisopos nasales de cerdo.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 CARACTERISTICAS DE LA GRANJA

La granja se encuentra ubicada en el municipio de Tenango, Morelos, cuenta con
150 hembras de pie de cria, el sistema de produccion es de ciclo completo, el
destete se realiza a los 21 dias de edad, de la semana 4 a la 8 los lechones se
mantienen en jaulas elevadas, con capacidad para 10 animales por jaula, de la
semana 9 a la 15 se mantienen en corrales de cemento con una capacidad de 10
animales, posteriormente se mantienen en el area de engorda en corrales de
cemento con capacidad para 20 cerdos por corral.

La bioseguridad es minima, la limpieza, desinfeccion y secado de jaulas y edificios
es parcial, no se cuenta con tapetes sanitarios, el vado y arco sanitario no
funcionan a la entrada de la granja, el personal puede desempefar diferentes
funciones dentro de la granja, es decir, no estan destinados a una sola éarea, la
cuarentena se encuentra dentro de la granja asi como el laboratorio de
inseminacion artificial.

Se cuenta con un programa de inmunizacion para la prevencion de Parvovirosis,
Leptospirosis y Erisipelosis porcina, sin embargo, no cuenta con antecedentes de
vacunacion contra el VIP.

Diferentes dosis de antibioticos se utilizaron en las etapas de produccion, como
medidas profilacticas, contra los problemas respiratorios.

5.2 METODOLOGIA DE MUESTREO

La metodologia de la toma de muestras fue la siguiente:
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5.2.1 DETECCION DE ANTICUERPOS EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE
PRODUCCION

Consistid en la identificacion de 30 hembras del pie de cria distribuidas en las
diferentes areas de la granja (Servicios, Gestacion y Maternidad). Posteriormente
se realizd0 un estudio longitudinal con animales de la linea de produccion
seleccionando a 20 cerdos a partir de las 4 semanas de edad, hasta la semana
24 de edad, con un intervalo entre muestreo de 4 semanas. Se obtuvieron
muestras de sangre, para realizar la técnica de IH y determinar la presencia de
anticuerpos en suero.

5.2.2 DETECCION DE RNA VIRAL EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE
PRODUCCION

Para detectar el acido nucleico viral del pie de cria y la linea de produccion se
obtuvieron muestras de sangre e hisopo nasal para el diagndstico molecular por la
RT-PCR multiple.

5.3 OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de sangre de los cerdos se obtuvieron de la vena cava anterior por
venopuncion utilizando jeringas de 20 ml con agujas numero 20, una vez obtenida
la muestra se identificd con el nimero correspondiente de cada animal.

Las muestras sanguineas se colocaron de forma horizontal a temperatura
ambiente para la formaciéon del coagulo, posteriormente se almacenaron en una
caja de poliuretano con refrigerantes para mantener una temperatura de transporte

de 4° C.
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El presente estudio se realizé en el laboratorio de diagndstico del Departamento
de Produccion Animal: Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(UNAM).
5.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
En una campana de flujo laminar se obtuvo el suero colocandolo en tubos de
ensaye identificados. Posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min.
Se separ0 el sobrenadante en 2 alicuotas depositandose en tubos eppendorf
estériles y libres de RNAsas identificados para cada una de las pruebas (IH, RT
PCR mudltiple). Los sueros para IH fueron inactivados a 56°C por 30 min. Las
muestras se conservaron a una temperatura de -20° C.
5.5 REPLICACION VIRAL.
Para la replicacion del virus de influenza porcina se utilizaron los virus de
referencia A/swine/New Jersey/11/76 (H1IN1) y A/swine/Minnesota/9088-2/98
(H3N2) inoculando 200 pl en embriones de pollo ALPES 1 (Libre de patdégenos
especificos) de 9 dias de edad en cavidad alantoidea.
Con el siguiente procedimiento:

1. Se ovoscopiaron los embriones y se marco la camara de aire asi
como la posicion del embriébn. Los embriones muertos fueron
eliminados.

2. Se desinfect6 con alcohol el area donde se encuentra la cAmara de
aire.

3. Se perforé al lado opuesto del embridn.
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4. Posteriormente se inocularon 200 ul del virus referencia a un titulo
hemoaglutinante de 1:32 a través del orificio por medio de una
jeringa de insulina.

5. Se sello el orificio con pegamento liquido.

6. Se incubaron a 37°C.

7. A las 24 horas se revisaron los embriones. Los muertos fueron
eliminados.

8. De los embriones que murieron a partir de las 48 horas se colecto6 el
liquido corioalantoideo en tubos de ensaye de vidrio estériles y se
congeld la muestra hasta que se titularon los virus obtenidos, tanto
los inoculados como los controles por medio de aglutinacion.

9. Para la coleccion del liquido corioalantoideo se desinfect6 la camara
de aire con alcohol.

10. Se cortd el cascardn siguiendo la linea que indica la ubicacion de la
camara de aire.

11.Se extrajo el liquido corioalantoideo de cada embrién para
depositarlo de manera individual en tubos de ensaye estériles.

12.Se realizdé una prueba de aglutinacion de manera individual para
comprobar la presencia del virus.

13.El liquido alantoideo que agluting, se titulé con eritrocitos de ave,

para confrontar con sueros de referencia positivos y negativos.
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5.6 INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION.
Los sueros inactivados fueron adsorbidos en microplacas de plastico de 96 pozos
de fondo en “U”, las cuales fueron limpiadas previamente con Solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS).
En cada pozo se depositaron las siguientes cantidades:
-50 ul de suero
-100 pl de caolin
-100 pl de eritrocitos de ave al 10%
Las muestras se dejaron en refrigeracion a 4°C para que se trabajaran al dia
siguiente.
Posteriormente se utilizaron placas de 96 pozos de fondo en “U”,
1. Se llend la plantilla de sueros para saber su colocacion.
2. Después se deposito 50 pl de PBS en todos los pozos.
3. Se agreg6 50 ul de suero problema (sobrenadante de la adsorcion)
en la linea “A”. Se pipeted 7 veces para homogenizar y se pasaron
50 ul de la columna “A” a “B” y asi sucesivamente hasta la hilera “H".
Al final se eliminaron 50 pl. El suero inici6 con una dilucién 1:10
hasta 1:1280
4. Se colocaron los sueros control positivo y negativo, y se manejaron
como el punto 2y 3.
5. Se agregaron 50 pl antigeno con 8 UHA (unidades
hemoaglutinantes) en cada pozo a partir de la linea “B” a la “H". y se
agregd6 una hilera para el control de virus.

6. Se incubd6 30 minutos a temperatura ambiente.
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7. Finalmente se agreg6 50 pl de eritrocitos de ave al 0.5% en todos los
pozos, y se agrego una hilera para el control de eritrocitos.

8. Se incubo a temperatura ambiente por 30 a 60 minutos o hasta que
el control de eritrocitos sedimentd, para interpretar el resultado final.
CONTROLES.

Control Positivo: Suero positivo, PBS, antigeno y eritrocitos.
Hay una union antigeno anticuerpo por lo que se observa
sedimentacion de los eritrocitos.
Control Negativo: Suero negativo, PBS, antigeno y eritrocitos.
No hay anticuerpos por lo que el antigeno se une a los eritrocitos
observandose hemoaglutinacion.
Virus: PBS, antigeno y eritrocitos.
El antigeno se une a los eritrocitos observandose hemoaglutinacion.
Eritrocitos: eritrocitos al 0.5% de ave y PBS.
Existe sedimentacion de eritrocitos.
INTERPRETACION
Las diluciones inician con un titulo 1:10 hasta 1:1280 se considerd positivo a partir
de un titulo de 1:80. La lectura se realizd tomando la dilucion inversa a donde se
observa aglutinacion de cada uno de los sueros.
5.7 EXTRACCION DE RNA VIRAL
La extraccion de ARN a partir de las muestras (suero e hisopos), se realiz6 con el
método descrito por Gibco Life Technologies 1996. Brevemente, se tomaron 500
ul de suero porcino, mientras que para la muestra de hisopo nasal se depositd de

manera directa en un tubo eppendorf estéril, para ambas muestras se agregd 500
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pl de Trizol® Reagent, y se homogenizo la muestra dejando incubar 10 min. A
4°C, posteriormente se adiciono 200 pl de cloroformo a 4°C, agitando por 15 seg.
en vortex y se incubd por 5 min. a 4°C, después se centrifugé a 12,000 rpm/15
min. a 4°C, inmediatamente se separo la fase acuosa de RNA en tubos eppendorf
donde se adicion6 700 pl de isopropanol frio para posteriormente homogenizar, se
incubd por 15 min. a 4°C y se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min. a 4°C. se
decantd el isopropanol y se lavé la pastilla (RNA) con 200 pl de etanol al 70%,
posteriormente se centrifugdé a 12,000 rpm durante 10 min. a 4°C, se decantd el
etanol hasta dejar secar la pastilla (RNA), una vez seca se resuspendié en 50 pl
de agua DEPC al 0.1% homogenizando la muestra.

5.8 INICIADORES PARA LA RT-PCR MULTIPLE.

Se utilizé los iniciadores descritos por Choi et al 2002 (43), fueron disefiados dos
oligonucledtidos (Forward, Reverse) para cada uno de los genes H1, H3, N1, N2,

por lo que nos permite identificar un tercer subtipo viral HIN2 (Cuadro 1).

Cuadro 1

INICIADORES DE LA RT-PCR.

INICIADOR NOMBRE DEL VIRUS Ng;g?;giio SECUENCIA (5-3) POSICION | Amplificado
HIF Alswine/NewJersey/11/76 (HIN1) K00992 RGRACASTOT, TAC CCA GGA GAT - 365 1006 pb
HIR GCA TTG TAT GTC CAA ATA TCC A | 1351-1330
k3F Alswine/Minnesota/9088-2/98 (H3N2) | AF153234 f—AL GCC TCG TTT TCG CTC AA 6180 663 pb
H3R TTC GGG ATT ACA GTT TGT TG | 724-705
1F Alswine/Newdersey/11/76 (HIN1) | AF250363 JAIIGC A4 G6A GAC ATT TTT G Jged24.346 754 pb
N1R CTA TCC AAA CAC CAT TGC CAT A | 1078-1057
N2F Alswine/Minnesota/9088-2/98 (H3N2) | AF153238 BERGATRCCTLGAC AAG TGT TAT C i385 502 pb
N2R CAG ACA CAT CTG ACA CCA GGA T| 866-845
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5.9 TRANSCRIPTASA REVERSA (RT).

La RT-PCR se realiz6 en el termociclador My Cycler (Bio-Rad, USA), se utilizé el
RNA para obtener el DNA complementario (cDNA) utilizando la siguiente
metodologia: en 5 ul de agua DEPC, se adicion6 5ul de RNA, 1 pl de dNTPs
(nucledtidos), 1 pl de cada uno de los siguientes oligonucledtidos, H1IR, N1R, H3R,
N2R, se introdujo al termociclador a 65°C. 5 min. Permaneciendo a 4°C. 8 min. se
adiciono 4 pl de Buffer (5x), 1 pl de DTT, 1 pl de RNAsa Out (a) y se dejo incubar
a 42°C. 2 min. Permaneciendo a 4°C/5 min. se adicioné 1 pl de Transcriptasa
Inversa (RT) y se incubo durante 42°C/50 min. para finalmente dejarlo a 70°C. 15

min. (Figura 3)

TRANSCRIPTASA REVERSA

Figura 3. Protocolo de tiempos y temperaturas de la RT.
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5.10 RT-PCR SIMPLE

Inicialmente se desarroll6 el protocolo descrito por Choi et al., 2002 (43) sin
embargo no se logro la amplificacion de los genes correspondientes, por lo que se
realizé un protocolo diferente para establecer tiempos y temperaturas adecuadas
para la amplificacion del virus.

La RT-PCR simple se realiz6 en el termociclador MyCycler (Bio-Rad, USA), cada
reaccion se ajusto a un volumen final de 25 pl. en cada prueba se agrego 7 pl de
DNA, 2.5 ul de Buffer Il, 1 ul del iniciador segun el gen para amplificar, 1 ul de Taq
Polimerasa, 1 ul Magnesio, y el resto del volumen se ajusté con Agua DEPC.

5.11 RT-PCR MULTIPLE

La RT-PCR multiple se ajusté a un volumen final de 26 pl, en cada reaccion se
agregoé 5 pl de DNA, 2.5 ul de Buffer I, 1 ul de cada uno de los iniciadores, 1 ul de
Taq Polimerasa, 1 pl Magnesio, y el resto del volumen se ajusté con Agua DEPC.

Las condiciones utilizadas en la PCR se presentan en la Figura 4.

RALIZACION
05°¢C

30 seq.

TCICLO il S0 CICLOS 1 TCICLO I
I 1

Figura 4. Protocolo de tiempos y temperaturas de la RT PCR multiple.
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5.12 PREPARACION DE GELES DE AGAROSA

La evaluacion de los productos de la RT-PCR se realizd por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 2% y para la visualizacién del producto se tifio
con bromuro de etidio (Br-e) ademas se utilizO como marcador de peso molecular
(MPM) 1 Kb Plus DNA Ladder®.

Para realizar el gel de agarosa al 2%, se agregaron 2 gramos de agarosa para 100
ml de TAE 1X, calentdndose en bafio Maria hasta que la agarosa se disolvio
totalmente. Posteriormente se agregaron 35 ml de agar licuado en la camara de
electroforesis, con un buffer de corrida en una solucién de TAE 1x y se programo a
70V por 100 min.

La prueba de RT-PCR simple amplific6 cada uno de los segmentos de las
hemaglutininas H1 y H3 asi como de las neuraminidasas N1 y N2. Obtenidos
estos resultado se realizo la RT-PCR multiple en donde se obtuvo la amplificacién
de los subtipos HIN1 y H3N2 con las condiciones de amplificacidon anteriormente

descritas. (Figura 5).
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Figura 5 Deteccidn e identificacion de subtipos del virus de influenza tipo A. Gel de
Agarosa al 2% tefiido con Br-E. Carril 1 MPM= Marcador de Peso Molecular, 1 Kb
Plus DNA Ladder®, Carril 2, 3, 4 y 5 RT-PCR simple amplificando los segmentos H1,
N1, H3 y N2. Carril 6 y 7 RT-PCR multiple HIN1 (A/Swine/New Jersey/11/76) y H3N2
(A/Swine/Minnesota/9088-2/98). Carril 8 control negativo.

5.13 ANALISIS DE LA INFORMACION.

Para el pie de cria se utiliz6 un modelo factorial que incluyé tres tratamientos, que
corresponden a las hembras alojadas en cada una de las areas.

T1=Servicios, T2=Gestacion, T3=Maternidad.

Asi mismo, para los resultados obtenidos en la linea de produccién, se identifico

cada una de las semanas de edad.
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T4=4 semanas de edad, T5=8 semanas de edad, T6=12 semanas de edad, T7=16
semanas de edad, T8=20 semanas de edad, T9=24 semanas de edad.

Para el analisis de datos se realizd una transformacion logaritmica de los
resultados de la IH y asi efectuar el analisis de varianza (ANOVA) para determinar
la presencia de diferencia entre tratamientos a un nivel de significancia de P
<0.05. Asi mismo se realizo la prueba por grupos pareados de Wilcoxon.

La diferencia de medias se determiné mediante la prueba de Tukey.

Se realiz0 la prueba de Ji-cuadrada para evaluar las diferencias en los porcentajes
de animales positivos y negativos por tratamiento. El analisis de datos se realizo
mediante el paquete estadistico JIMP version 2000 (44).

Para la representacion de resultados se utilizo el grafico Box-Plot en donde se
ejemplifica los valores obtenidos; minimo, maximo y media por cada una de las
variables. La gréfica se disefi6 con en el programa STATGRAPHICS® Centurion

XV (45).

30



RESULTADOS

6.0 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS SEROLQGICOS MEDIANTE INHIBICION
DE LA HEMOAGLUTINACION

6.1.1 PIE DE CRIA.

Del total de las muestras, se obtuvo el 96.55% global de seropositividad para
ambos subtipos.

Se encontré el 100% de seroprevalencia en las hembras del area de servicios
para el subtipo HIN1 y el 90% al subtipo H3N2, todas las hembras de
gestacion fueron positivas a ambos subtipos; en maternidad 9 de 10 hembras
fueron positivas al subtipo HIN1, mientras que para el subtipo H3N2 todas
presentaron resultados de seropositividad. No se observo diferencia estadistica

significativa (P<0.05) entre las diferentes etapas reproductivas (Cuadro 2).

Cuadro 2

RESULTADOS SEROLOGICOS DE IH SUBTIPOS HIN1 Y H3N2 EN PIE DE
DE CRIA.

SUBTIPO
(+)

\m‘ H uw o/
9/9

H
u\ H 10/ 10a

erV|C|os
\ aternldad
% Positivos

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).
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Se observé que las hembras de gestacidon presentan una media aritmética mas
elevada (2.9) para el subtipo H1N1, que para el subtipo H3N2 (2.7). Las
hembras de maternidad presentaron una media de 2.5 para el subtipo H1N1

mientras que para el subtipo H3N2 la media se incremento a 2.7 (Grafica 1).

PERFIL SEROLOGICO PIE DE CRIA

SUBTIPO HINT H3NZ
AREA SER." | GES.” | MAT.| SER.’| GES.”| MAT."
SEROPREVALENCIA 100% | 100% 0% 90% 100% | 100%

ndican diferencia estadistic

g IR SN SIRFCa H

GRAFICA 1 (Box-Plot). Resultados seroldgicos del pie de cria obtenidos
mediante IH.

6.1.2 LINEA DE PRODUCCION

El porcentaje global de seropositividad de la linea de produccion para el subtipo
HIN1 fue el 94.59%, mientras que para el subtipo H3N2 presentd un
porcentaje menor en comparacion con el anterior 81.98%. Existié diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) para el subtipo HIN1 entre la semana 4
y la semana 8 de edad, asi como también entre la semana 8 de edad con las
4,16 y 24 semanas de edad; el subtipo H3N2 presentd diferencia significativa

(P<0.05) de la semana 8 comparado con la semana 4,16, 20 y 24, sin embargo
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no presentd diferencia estadistica entre las 8 semanas de edad con las 12

semanas en comparacion con los resultados del subtipo HIN1 (Cuadro 3).

Cuadro 3

RESULTADOS SEROLOGICOS DE IH SUBTIPOS HIN1Y H3N2 EN
ANIMALES DE LA LINEA DE PRODUCCION.

PRUEBA |H

20/202
14/19°

17/18%°

18/182
18/18%°
18/182 ‘ ‘H

1 3

Literales dzferentes en cada columna indican dzferencm estadlstzcu szgmficutivu
(p<0.05).

Posteriormente al realizar la prueba de grupos pareados Wilcoxon hacia ambos
subtipos existe diferencia significativa entre las 8 semanas de edad con las
semanas 4, 12, 16, 20y 24.

En los resultados obtenidos de la linea de produccion se observa que la media
aritmética en la semana 8 de edad (1.9) es menor en comparacién con las
medias de las semanas 4 (2.3) y 12 (2.2), la seroprevalencia que se obtuvo de
la semana 8 y 12 es menor en comparacion con las diferentes semanas de

edad (Grafica 2).
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/ PERFIL SEROLOGICO LINEA DE PRODUCCION HIN1 \
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SEMANAS DE EDAD 4 | st 12| 16> | 20%| 24°

SEROFPREVALENCIA  100% | 73% | 94% ‘ 100% | 100% | 100%
\ Lierales dierentes ouliran dierency estadisiva segrmrativn /

GRAFICA 2 (Box-Plot). Resultados serologicos del subtipo HIN1 en la
linea de produccién obtenidos mediante IH.

En el subtipo H3N2 se observo que la media aritmética inferior se obtuvo en la
semana 8 de edad (1.7), asi como también el porcentaje de seroprevalencia
mas bajo 36%.

Por otra parte las medias obtenidas de las 4 a las 12 semanas de edad fueron
mayores para el subtipo H1IN1, mientras que para el subtipo H3N2 a partir de la
semana 16 y hasta las 24 semanas de edad presentaron una media superior
en comparacion con los resultados correspondientes al perfil serolégico de

H1N1(Grafica 3).
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PERFIL SEROLOGICO LINEA DE PRODUCCION H3N2

34A4F =
e _ 2.5 2.5 23 |
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§ [T ™ ]

- 1.8 4 = 3 o
14+ _‘.. o I "
1E _ : -

SEMANAS DE EDAD 4° g$c | 12| 18* | 20° | ™

SEROPREVALENCIA  75% | 36% | 83% | 100% | 100% | 100%

Letrrales difererdes oudican diferencia estadisdca sigmficattoa.

GRAFICA 3 (Box-Plot) . Resultados seroldgicos del subtipo H3N2 en la
linea de produccién obtenidos mediante IH.

El porcentaje de seroprevalencia para el subtipo HIN1 fue de 100% a las 4
semanas, descendiendo en la semana 8 al 73% e incrementandose al 94%
para la semana 12, posteriormente se mantuvo al 100% a partir de la semana
16 hasta las 24 semanas de edad, a diferencia de los resultados obtenidos del
subtipo H3N2 en donde se presento el 75% en la semana 4, el 36% y 83% en

las semanas 8 y 12 respectivamente.
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~ 6.2RESULTADOS MOLECULARES MEDIANTE RT PCR
MULTIPLE.

6.2.1 PIE DE CRIA
Del total de muestras, no se encontraron resultados positivos para el subtipo
H1N1 sin embargo se obtuvieron resultados positivos para el subtipo H3N2 en
suero con el 10.34% (3 de 29) en donde existio diferencia estadistica (P<0.05),
en tanto que en las muestras de hisopo fueron positivas el 6.90% (2 de 29). El

porcentaje global de positivos hacia el virus de influenza subtipo H3N2 fue de

8.62% (Cuadro 4).

Cuadro 4

RESULTADOS DE RT PCR MULTIPLE (PIE DE CRIA), DE LOS SUBTIPOS
H1IN1Y H3N2, EN SUERO E HISOPO NASAL.

PRUEBA RT-PCR MULTIPLE
SUBTIPO HIN1 SUBTIPO H3N2

AREA (+) (+)
(s) (h) (s) (h)
Servicios 0/10 0/10 0/10 1/10
Gestacion 0/9 0/9 0/9 0/9
Maternidad 0/10 0/10 3/10 1/10
TOTAL 0/29 0/29 3/29 2/29
% Positivos 0% 0% 10.34% 6.90%
% Global 0% 8,62%

(s) =suero (h) =hisopo
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6.2.2 LINEA DE PRODUCCION

La prueba de PCR multiple identifico el 1.8% y 6.3% de positivos para el
subtipo HIN1 de las muestras obtenidas a partir de suero e hisopo nasal
respectivamente, sin embargo no existié diferencia estadistica significativa de
los resultados (P<0.05). No se encontraron resultados positivos para el subtipo
H3N2 de las muestras de suero, sin embargo del hisopo se identificé el 5.4%
de positivos a las 4 y 8 semanas de edad, en donde existi6 diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) sin embargo al realizar la prueba de

grupos pareados Wilcoxon no hay diferencia significativa (Cuadro 5).

Cuadro 5

RESULTADOS DE RT PCR MULTIPLE (LINEA DE PRODUCCION), DE LOS
SUBTIPOS HIN1 Y H3N2, EN SUERO E HISOPO NASAL.

PRUEBA RT-PCR MULTIPLE
SUBTIPO HIN1 SUBTIPO H3N2

SEMANAS DE EDAD (+) (+)
(s) (h) (s) (h)
4 2/20 0/20 0/20 3/20
8 0/19 2/19 0/19 3/19
17 0/18 0/18 0/18 0/18
16 0/18 3/18 0/18 0/18
20 0/18 2/18 0/18 0/18
24 0/18 0/18 0/18 0/18
TOTAL 2/111 7/111 0/111 6/111
% Positivos 1.80% 6.31% 0% 5.41%
% Global 4,05% 2,70%

(s) =Suero (h) =Hisopo

Los resultados de las muestras positivas obtenidas por RT-PCR mudltiple se
muestran en las Figuras 6-10.
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FIGURA 6. Gel de Agarosa al 2% tefiido con
Br-E. Carril 1,13 MPM= Marcador de Peso
Molecular, 1 Kb Plus DNA Ladder®. Carril 10
control positivo subtipo HIN1. Carril 11
control positivo subtipo H3N2. Carril 12
control negativo. Carril 17 muestra de hisopo
positiva al subtipo H3N2 en hembra del area
de servicios.
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FIGURA 8. Gel de Agarosa al 2% tefiido con
Br-E. Carril 45,58 MPM= Marcador de Peso

Molecular, 1 Kb Plus DNA Ladder®. Carril 49
muestra de hisopo positiva al subtipo H3N2
en la linea de produccién de 4 semanas de
edad. Carril 55 control positivo subtipo
HAIN1. Carril 56 control positivo subtipo
H3N2. Carril 57 control negativo. Carril 62 y
64 muestras de suero positivas al subtipo
HIN1 en la linea de produccion de 4
semanas de edad.
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FIGURA 7. Gel de Agarosa al 2% tefiido con
Br-E. Carril 23,35 MPM= Marcador de Peso
Molecular, 1 Kb Plus DNA Ladder®. Carril 29
muestra de hisopo positiva al subtipo H3N2
en hembra de maternidad. Carril 31 muestra
de suero positiva al subtipo H3N2 en hembra
de maternidad. Carril 32 control positivo
subtipo H1IN1. Carril 33 control positivo
subtipo H3N2. Carril 34 control negativo.
Carril 37 y 41 muestras de sueros positivas
al subtipo H3N2 en hembras del area de
maternidad. Carril 42 muestra de hisopo
positiva al subtipo H3N2 en linea de
produccion de 4 semanas de edad.
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FIGURA 9. Gel de Agarosa al 2% tefiido con
Br-E. Carril 68,80 MPM= Marcador de Peso
Molecular, 1 Kb Plus DNA Ladder®. Carril 70
muestra de hisopo positiva al subtipo H3N2
en la linea de produccién de 4 semanas de
edad. Carril 77 control positivo subtipo
HAIN1. Carril 78 control positivo subtipo
H3N2. Carril 79 control negativo. Carril 82, 84
y 86 muestras de hisopos positivas al
subtipo H1N1 en la linea de produccién de 8
semanas de edad.
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FIGURA 10. Gel de Agarosa al 2% tefiido con
Br-E. Carril 90,102 MPM= Marcador de Peso
Molecular, 1 Kb Plus DNA Ladder®. Carril 94
y 96 muestras de hisopo positivas al subtipo
HIN1 en la linea de produccion de 16
semanas de edad. Carril 99 control positivo
subtipo HIN1. Carril 100 control positivo
subtipo H3N2. Carril 101 control negativo.
Carril 108 y 111 muestras de hisopos
positivas al subtipo HIN1 en la linea de
produccién de 20 semanas de edad.
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DISCUSION

Con la diseminacion y el impacto negativo de esta enfermedad es importante
evaluar las herramientas diagndsticas disponibles y su aplicacion. La prueba de
IH proporciona informaciéon de valor ante mortem sobre la dinamica de
infeccion del VIP; sin embargo la prueba nos genera poca informacion sobre la
infeccion clinica en los animales. La serologia detecta el nivel de anticuerpos
previos a una exposicidbn con el antigeno, sin embargo, la presencia de
anticuerpos indica exposicidén pero no necesariamente enfermedad.

Los resultados en el pie de cria presentaron una alta seroprevalencia, las
hembras de maternidad excretan el virus hacia las camadas las cuales en la
semana 4 de edad presentaron titulos elevados de anticuerpos para los
subtipos HIN1 y H3N2, que principalmente son atribuidos a niveles de
inmunidad pasiva, en la semana 8 los titulos de anticuerpos disminuyeron de
manera similar lo reporta Carre6n et al., 2005, en donde menciona que los
niveles de inmunidad pasiva descienden entre las 6 y 7 semanas de edad y
vuelven a aparecer a partir de las 12 semanas lo que indica que el virus
continua su replicacion conforme la edad avanza (20).

Posteriormente en la semana 12 ocurri6 una seroconversion con titulos
mayores, lo que se interpret6 como la respuesta de los animales al entrar en
contacto con el VIP de campo, Morilla et al., 2005 menciona que los
anticuerpos calostrales protegen a los lechones entre las 8 y 12 semanas, por
tanto, la enfermedad se presenta de manera frecuente a partir de las 12
semanas de edad (33).

La deteccion del anticuerpos en cerdos jévenes sugiere que pueden

permanecer infectados en forma subclinica, lo anterior concuerda con
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resultados de trabajos en granjas de cerdos en etapa de finalizacion, en los que
se notifica seroprevalencias elevadas sin historial clinico (10).

La seroprevalencia que presentaron los cerdos de la linea de produccién fue
del 94.59% y 81.98% para el subtipo HIN1 y H3N2 respectivamente, Alvarez et
al., 2001 realiz6 un estudio transversal en granjas porcinas pertenecientes al
estado de Yucatan donde reportd en un total de 1000 sueros, una
seroprevalencia de 65.1% para el subtipo H3N2 y 22.9% para el subtipo H1N1.
Con respecto al seroperfil en la linea de produccion se encontré en destete,
crecimiento, desarrollo, y engorda una seroprevalencia de 8.8%, 9.6%, 6.4%,
8.4% para HIN1 y 62.4%, 56%, 67% y 74% para H3N2, este subtipo mostré
mayor frecuencia que el subtipo HIN1 en las distintas etapas de produccién
(48). Es importante citar que el punto de corte utilizado por Alvarez es el mismo
gue se considero en este trabajo 1:80 (46).

Choi et al., 2002, identificé en 111,418 sueros porcinos una seroprevalecia del
66.3% y 33.7% para los subtipos HIN1 y H3N2, sin embargo de estos
resultados positivos no se sabe si son por una infeccion natural o por
vacunacién, en comparacién con nuestros resultados, debido a que en la
granja donde se obtuvieron las muestras del presente estudio no se programa
un calendario de inmunizacion contra el VIP, por lo que se lograron identificar
altos porcentajes de seropositividad (47).

Trujillo et al., 2004 analiz6 474 muestras de suero porcino correspondientes a 3
estados de la Republica Mexicana, en donde obtuvo un 45.99% de sueros
positivos a la presencia de anticuerpos contra el subtipo HIN1 y para el subtipo
H3N2 el 29.74% (48), esta seroprevalencia es relativamente inferior a la

reportada en este estudio, pero a pesar de ello existe una relacion en la que
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podemos observar al subtipo HIN1 con un mayor porcentaje de seropositividad
con respecto al subtipo H3N2.

El diagnostico en la Medicina Veterinaria ha tomado un nuevo y amplio
significado, con la aplicacién de la RT-PCR multiple, una técnica de diagnostico
molecular para la identificacion del VIP, en comparacion con otros métodos
tradicionales la prueba es mas sensible y especifica asi como de extrema
rapidez de resultados, ademas genera una oportunidad de apoyo en el
diagndstico al ser una herramienta para confirmar la presencia del agente en
suero e hisopo nasal e ilustrar el desarrollo de la viremia. La oportuna y rapida
identificacion de los subtipos que circulan dentro de una granja y/o region es de
vital importancia para implementar estrategias de control y prevencion de
manera individual o poblacional (49).

En México, éste es el primer estudio que se realiza mediante el diagnéstico
molecular, e identifica el VIP subtipos HIN1 y H3N2 en suero e hisopos
nasales, ademas puede detectar la presencia de ambos subtipos presentes en
una misma muestra, incluso en el RT-PCR multiple se pueden detectar los
genes por separado, lo que a su vez permite identificar al subtipo HLIN2, por lo
gue proporciona una detallada informacion de la prevalencia de los diferentes
subtipos que circulan dentro de una granja.

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR multiple indicaron para el pie de
cria el 17.24% (5/58) para el subtipo H3N2, mientras que no se encontraron
animales positivos para el subtipo HIN1 (0/58), por otra parte en la linea de
produccion se obtuvo el 8.10% (9/111) y 5.40% (6/111) para los subtipos H1IN1

y H3N2 respectivamente, mientras que Choi et al., identificé en 480 muestras
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67.1% para HIN1, 26.9% H3N2, 4.6% HIN2 y 1.4% positivos para ambos
subtipos (H1IN1 y H3N2).

En los recientes afios se ha generado una nueva perspectiva de cémo deben
utilizarse y aplicarse las pruebas de laboratorio asi como la correcta
interpretacion de los resultados. Debe considerarse la especificidad y
sensibilidad de la prueba asi como el valor predictivo de la misma, el cual se
relaciona directamente a la utilidad clinica del resultado. El diagnéstico de las
enfermedades debe de utilizar pruebas de laboratorio que permitan una
deteccién temprana del virus (49).

De tal manera que al utilizar una combinacion de IH y RT-PCR mudltiple se
brinda un espectro mas amplio y una mayor certeza en el proceso de la
enfermedad, una vez que se entiende la dinamica del agente en relacién a la
expresion clinica, podemos entender el proceso de la enfermedad para lograr
de esta forma una mayor asertividad de los tiempos vy tipos de intervenciones

para controlar el proceso infeccioso.
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CONCLUSIONES

1. La prueba de IH proporciond informacion sobre la dindmica de
infeccién del virus para ambos subtipos, asi mismo en los cerdos de
la linea de produccién se observé una seroconversién en la semana
12 de edad.

2. En el presente estudio mediante la aplicacién de la RT-PCR multiple
se logré desarrollar una metodologia de diagndstico para la deteccién
e identificacion del virus de influenza mas rapida y féacil en
comparacién con otros métodos de identificacion, que inclusive
podria manifestar un tercer subtipo viral el HIN2 este ultimo aln no
reportado en nuestro pais.

3. La prueba de RT-PCR multiple permiti6 detectar la presencia de
ambos subtipos (H1N1, H3N2) presentes en una misma muestra.

4. Es el primer reporte en México que detecta la presencia del Virus de
Influenza Porcina subtipos HIN1 y H3N2 en muestras procedentes

de suero e hisopo nasal mediante RT-PCR multiple.
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